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EDITORIAL

Editorial

Nádorová onemocnění se stále vyznačují vysokou úmrtností. K většině úmrtí dochází v důsledku pozdní dia gnózy a nedostup-
nosti specifi cké léčby. U velkého počtu pa cientů je nicméně nádorové onemocnění stále dia gnostikováno až v pokročilém sta-
diu, protože v klinické praxi je k dispozici zatím pouze několik dostatečně citlivých a specifi ckých bio markerů. Možným řešením 
tohoto problému je identifi kace bio markerů využitelných pro časnou dia gnózu onemocnění a pro výběr optimální léčebné stra-
tegie. Hlavním problémem je příliš zdlouhavý proces převádění poznatků základního výzkumu na účinné léky a dia gnostické po-
stupy v praxi.

Regionální centrum aplikované molekulární onkologie (RECAMO) bylo založeno Masarykovým onkologickým ústavem, dlouho-
dobým členem OECI (Organisation of European Cancer Institutes). Masarykův onkologický ústav je institucí zaujímající již po pět 
desetiletí přední místo v komplexní léčbě rakoviny a ve výzkumu tohoto onemocnění. V současné době představuje největší kom-
plexní onkologické centrum v České republice. RECAMO od svého vzniku na konci roku 2010 vytvořilo multidisciplinární skupinu 
výzkumných pracovníků a lékařských specialistů za účelem klinické aplikace informací získaných studiem defi novaných oblastí 
nádorového výzkumu. V roce 2015 projekt RECAMO přešel v nový navazující projekt RECAMO2020 (č. projektu LO1413) podpo-
řený Národním programem udržitelnosti I (NPU I) o celkové fi nanční podpoře ve výši 114,47 mil. Kč, s čerpáním poskytnuté pod-
pory ze státního rozpočtu do 31. 12. 2019.

Hlavním cílem projektu RECAMO2020 je další rozvoj udržitelného, inovativního a vysoce kvalitního původního výzkumu v ob-
lasti molekulární onkologie, jehož výsledky budou aplikovány v oblasti nově se rozvíjející personalizované onkologické léčby. 
Projekt je zaměřen na moderní onkologický výzkum prováděný s využitím nově vybudované výzkumné infrastruktury RECAMO 
(www.recamo.cz). Cílem projektu je získat vysoce kvalitní výsledky v rámci medicínského výzkumu a zpřístupnit je pro praktické 
využití v oblasti komplexní onkologické péče.

V souhrnu je projekt RECAMO2020 navržen tak, aby podpořil a) transparentní onkologický výzkum zaměřený na kvalitu s po-
tenciálem praktické aplikace, b) součinnost výzkumných infrastruktur, jako jsou banky bio logického materiálu BBMRI a akade-
mická klinická hodnocení CZECRIN s výzkumnými aktivitami zaměřenými na řešení konkrétních problémů a c) mezinárodní 
konkurenceschopnost centra RECAMO, které již nyní přitahuje zájem značného množství domácích i zahraničních vědeckých pra-
covníků nejvyšší úrovně.

doc. MU Dr. Dalibor Valík, Ph.D.
výkonný ředitel RECAMO

RNDr. Bořivoj Vojtěšek, DrSc.
vědecký ředitel RECAMO
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PŘEHLED

Nádorové buňky jako dynamický systém –  

molekulární a fenotypové změny v průběhu 

vzniku, progrese a šíření nádoru

Cancer Cells as Dynamic System –  Molecular and Phenotypic 
Changes During Tumor Formation, Progression and Dissemination

Sommerová L., Ondroušková E., Hrstka R.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
Dobře načasovaná, přesná a dokonale koordinovaná reakce buňky na vnitřní i vnější podněty 
představuje základní předpoklad pro úspěšnou adaptaci savčích buněk na všechny změny, 
které se dějí za fyziologických podmínek v průběhu buněčného vývoje. Zneužít těchto schop-
ností umí právě nádorové buňky, které jsou tak schopné se přizpůsobit stresovým podmínkám, 
které představují důležitý předpoklad pro vznik a vývoj nádoru. Změnou klíčových mechani-
zmů se nádorovým buňkám podaří vyhnout buněčné smrti, a tak je umožněn vývoj a šíření 
nádoru. Změny na genetické úrovni se manifestují celou řadou fenotypových projevů, díky 
kterým jsou nádorové buňky schopny uniknout obranným mechanizmům organizmu, získat 
rezistenci k léčbě, invadovat, zakládat dormantní ložiska či vytvářet sekundární nádory. Mezi 
jednu ze základních vlastností studovaných v posledních letech patří změna energetického 
metabolizmu, kdy si nádorová buňka cíleně reguluje přeprogramování hlavních metabolic-
kých drah k vlastnímu prospěchu a uspokojení zvýšených nároků nejen na energii, ale také 
na stavební materiály, které jsou nutné pro zajištění zvýšené buněčné proliferace. Přizpůso-
bení se okolním podmínkám je nutné i na morfologické úrovni, kdy změna tvaru buněk po-
mocí reorganizace cytoskeletálních vláken umožní nádorovým buňkám zvýšit jejich agresivitu 
a invazivní vlastnosti. Pochopení těchto změn spolu s porozuměním přepínání genetického 
programu v nádorových buňkách umožňujícího jejich přechod mezi různými diferenciačními 
stadii od nádorových kmenových buněk až po plně diferencované buňky by tak mohl vést 
k odhalení „slabých míst“ nádorových buněk a přispět tak k efektivitě léčby nádorových one-
mocnění. Schopnost nádorových buněk měnit pravidla vlastního organizmu tak představuje 
obrovskou výzvu pro onkologický výzkum.

Klíčová slova
přeprogramování buněk –  plasticita nádorových buněk –  nádorový metabolizmus –  heteroge-
nita nádoru –  remodelace cytoskeletu –  metastázy – onkogeneze
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Úvod

Transformace normálních buněk na buňky 
nádorové sestává z mnoha kroků společně 
vedoucích ke změně buněčné struktury 
a funkce. V roce 2000 bylo popsáno šest 
základních vlastností nádorových buněk: 
1. nezávislost na tvorbě růstových fak-
torů, 2. neomezený replikační potenciál, 
3. zvýšená proliferace, 4. rezistence k bu-
něčné smrti, 5. schopnost indukovat an-
giogenezi, 6. zvýšená invazivita a tvorba 
metastáz [1]. Nedávno k nim přibylo ně-
kolik dalších, jako je změna energetického 
metabolizmu, únik před imunitním sys-
témem, nádorem vyvolaný zánět či geno-
mová nestabilita. Projevem těchto vlast-
ností tak nádorové buňky získávají svůj 
agresivní až devastující fenotyp. Další vý-
znamnou vlastností nádorových buněk je 
schopnost rychle se přizpůsobit změnám 
okolního prostředí  [2]. Příkladem je pro-
ces epiteliálně-mezenchymální tranzice 
(EMT), v rámci kterého dochází ke změně 
epiteliálního typu buněk na mezenchy-
mální, čímž se nejen zvyšuje mig rační po-
tenciál, ale i  buněčná plasticita nádoro-
vých buněk [3]. V nádorových buňkách též 
dochází k  metabolickým změnám smě-
rem k energeticky méně výhodné anae-
robní glykolýze  [4]. Popsané vlastnosti 
jsou spojené se změnami v expresi onko-
genů a nádorových supresorových genů.

Změny v buněčném metabolizmu

Nádorové buňky jsou charakterizo-
vané schopností nekontrolovaného bu-

něčného dělení, k  čemuž je zapotřebí 
dostatečné množství živin a  energie. 
Vybalancování zvýšených buněč-
ných požadavků je dosaženo transfor-
mací buněčného metabolizmu. První 
popis metabolických změn v  průběhu 
tvorby nádoru pochází z 30. let 20. sto-
letí, kdy Otto Warburg pozoroval, že na 
rozdíl od normálních je v  nádorových 
buňkách posílen glukózový metaboliz-
mus  [5]. Deregulace metabolizmu glu-
kózy dle ně kte rých vědců představuje 
hlavní předpoklad vzniku nádoru a vý-
znam nádorového metabolizmu do-
kládá i  skutečnost, že metabolické bu-
něčné přeprogramování bylo zařazeno 
mezi 10  základních vlastností nádoro-
vých buněk  [6]. Warburgův efekt před-
stavuje změnu v  metabolizmu buněk 
charakterizovanou zvýšeným příjmem 
glukózy, která je proměněna na pyruvát 
a místo následného vstupu do Krebsova 
cyklu je konvertována na laktát. Tento 
metabolický proces je běžně uplatňován 
při hypoxických podmínkách, kdy má 
buňka nedostatek kyslíku, nicméně ná-
dorové buňky preferují zpracování glu-
kózy na laktát i  za přítomnosti kyslíku. 
Aerobní glykolýza, jak se tento jev na-
zývá, probíhá v cytozolu bez účasti mi-
tochondrií. Jedná se o rychlý zdroj ener-
gie v podobě ATP. Proces je však méně 
účinný, a  nádorové buňky se tedy stá-
vají silně závislé na zvýšeném příjmu 
glukózy  [7]. Této vlastnosti se využívá 
k dia gnostickým účelům, kdy se značený 

analog glukózy, 2-deoxy-2-18fluoro-D-
-glukóza, aplikuje pa cientovi při vyšet-
ření pozitronovou emisní tomografií 
(18F-FDG-PET) k hledání rychle proliferu-
jících primárních nádorů a metastáz [8].

Pro nádorovou buňku je nutné pod-
stoupit metabolické přeprogramování, 
aby si udržela selektivní výhodu spo-
čívající v buněčném růstu a proliferaci. 
Musí však najít způsob, jakým získávat 
nejen energii, ale také stavební materiál 
pro bio syntézu nukleových kyselin, pro-
teinů, lipidů a  kofaktorů, které umožní 
udržet buněčnou homeostázu v  pod-
mínkách zvýšeného buněčného stresu 
(obr. 1) [9].

Po přijetí buňkami může glukóza 
vstoupit do procesu glykolýzy vedou-
cího k produkci ATP nebo může být pře-
směrována do tzv. pentózofosfátové 
dráhy (PPP). Během tohoto procesu je 
produkován ribóza-5-fosfát, který před-
stavuje substrát pro syntézu nukleotidů, 
nukleových kyselin a  NADPH (reduko-
vaný nikotinamidadenindinukleotid fos-
fát)  [10]. Vlivem zrychleného metaboli-
zmu a zvýšenou proliferací v porovnání 
s normálními buňkami dochází v nádo-
rových buňkách často k  navození oxi-
dativního stresu vyvolaného přítom-
ností radikálů. Pokud nejsou radikály 
včas odstraněny, dochází k  poškození 
mitochondriální i  jaderné DNA, k  oxi-
daci proteinů a lipidů a tím k narušení je-
jich funkčnosti. NADPH slouží buňce ke 
zmírnění a k ochraně před oxidativním 

Summary
Dynamic, punctual and perfectly coordinated cellular response to internal and external stimuli is a crucial prerequisite for adaptation of mam-
malian cells to all changes that occur during cellular development under physiological conditions. Hijacking this ability is characteristic for tumor 
cells that are capable to adapt to unfavorable conditions which contribute to the formation and development of cancer during the process of 
tumor formation and progression. By changing key mechanisms, malignant cells can avoid cell death and thus allow development and spread of 
the tumor. The changes at the genetic level are manifested by various phenotypic characteristics, through which tumor cells are able to escape 
defense mechanisms, to acquire resistance to treatment, to invade and to create secondary tumors. In recent years, one of the most studied
properties include changes in energy metabolism, when tumor cells specifi cally control reprogramming of the main metabolic pathways for their 
own benefi t and to satisfy their increased needs not only for energy, but also for building materials required for increased proliferation. To adapt 
to extracellular conditions, it is necessary that cells undergo morphological changes, where modifi cations in the cell shape through reorganiza-
tion of cytoskeletal fi laments allow tumor cells to increase their invasiveness and other aggressive features. Clarifying these changes together 
with understanding of the switch in the genetic program within cancer cells, which allows them to overcome diff erent stages of diff erentiation 
from cancer stem cells to fully diff erentiated cells, would be an important prerequisite for identifi cation of the cancer cell “weaknesses” and may 
lead to improved cancer treatment. The ability of tumor cells to alter the rules of their own organism thus represents an important challenge for 
oncological research.

Key words
cellular reprogramming –  cancer cell plasticity –  cancer metabolism –  tumor heterogeneity –  cytoskeleton remodeling –  metastasis – oncogenesis
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laci metabolizmu. Na úrovni transkripce 
p53 reprimuje expresi glukózových trans-
portérů a snižuje tak příjem glukózy [19]. 
Současně p53  snižuje i  intracelulární 
koncentraci fruktóza-2,6-bisfosfátu, čímž 
dochází nejen k  redukci glykolýzy, ale 
i k  inhibici PI3K/ Akt signalizace a potla-
čení metabolizmu glukózy [20]. Protein 
p53 negativně ovlivňuje i PPP, čímž redu-
kuje produkci ribóza-5-fosfátu a NADPH, 
klíčových faktorů podporujících růst 
a dělení nádorových buněk [21].

Přeprogramování metabolizmu je re-
gulováno také hypoxií, kdy dochází 
ke stabilizaci jedné z  podjednotek 
HIF-1 (hypoxií inducibilní faktor 1) kom-
plexu. HIF-1 zvyšuje expresi GLUT-1 (glu-
kózových transportérů 1) na buněčném 
povrchu, enzymu hexokinázy a laktátde-
hydrogenázy, čímž stimuluje přeměnu 
glukózy na laktát [22]. Inhibicí konverze 
pyruvátu na acetyl-CoA pomocí pyruvát- 
dehydrogenáza kinázy 1 [23] HIF-1 blo-
kuje Krebsův cyklus v  metabolizmu 
glukózy [23].

Buněčný metabolický převrat může 
být způsoben celou řadou faktorů, vč. ak-
tivace onkogenů, represe nádorových 
supresorových genů, dysfunkce mito-

min a zároveň indukuje expresi enzymu 
glutaminázy 1  nutného pro lepší pří-
jem a zpracování glutaminu a výraznější 
tvorbu prekurzorů nezbytných k syntéze 
bio molekul [15,16].

Mezi klíčové signální dráhy, které 
se podílejí na regulaci metabolic-
kých změn, patří fosfoinositid-3-kináza 
(PI3K)/ Akt signalizace  [17]. Aktivací 
PI3K/ Akt dochází ke zvýšení glukózo-
vého příjmu díky zvýšené expresi po-
vrchových receptorů GLUT1  a  aktivaci 
hlavních enzymů účastnících se degra-
dace glukózy (hexokináza a fosfofrukto-
kináza 1) [15]. Aktivace PI3K/ Akt signali-
zace v průběhu nádorového procesu tak 
představuje zásadní stimul vedoucí ke 
změněnému energetickému metaboli-
zmu nádorové buňky.

Rozšiřující se poznatky o  nádoro-
vém metabolizmu vedou k odhalení no-
vých funkcí klíčových a dobře prostudo-
vaných onkoproteinů (c-Myc, proteiny 
uplatňující se při PI3K/ Akt signalizaci) 
a nádorových supresorů. Nejvýznamněj-
ším inhibitorem karcinogeneze je pro-
tein p53, často označovaný jako „strážce 
genomu“  [18]. Poměrně nedávno byla 
zjištěna jeho nová úloha, a  to v  regu-

stresem a zvýšená syntéza tohoto kofak-
toru pomocí PPP je tedy pro nádorovou 
buňku zásadní [11].

Meziprodukty glykolýzy se dále uplat-
ňují při metabolizmu serinu, který je ne-
zbytný pro syntézu nukleotidů, lipidů 
a jiných aminokyselin. Zvýšená exprese 
enzymu PHGDH (fosfoglycerát dehyd-
rogenáza), který katalyzuje přeměnu 
3-fosfoglycerátu získaného glykolýzou 
na serinový prekurzor, byla prokázána 
u karcinomu mléčné žlázy  [12] a mela-
nomu  [12,13]. Kromě glukózy jsou ná-
dorové buňky závislé na glutaminu, jenž 
se podílí na zrychlené proliferaci. Tato 
aminokyselina tedy musí být silně za-
stoupena v  kultivačním médiu při stu-
diu nádorových buněk in vitro. Glutamin 
představuje alternativní zdroj pro Kreb-
sův cyklus, kdy po vstupu do buňky je 
postupně přeměněn na glutamát a ná-
sledně na acetyl-CoA, který se uplat-
ňuje v  bio syntéze lipidů a  je též zdro-
jem energie. Navíc se jedná o  donor 
dusíku pro bio syntézu nukleotidů a bíl-
kovin  [14]. Metabolizmus glutaminu je 
spojen se zvýšenou expresí transkripč-
ního faktoru c-Myc. c-Myc reguluje 
membránové transportéry pro gluta-

Obr. 1. Schematické znázornění základních metabolických drah, k jejichž přeprogramování dochází v nádorových buňkách.

Červenými šipkami je označen metabolizmus glukózy, jejíž zvýšený příjem je charakteristický pro nádorové buňky a metabolizmus glutaminu. 

Modře je znázorněn inhibiční vliv nádorového supresoru p53 a zeleně jsou označeny efekty jednotlivých drah na buňku. Klíčové mechanizmy 

spojené s přeprogramováním metabolizmu jsou podrobněji popsané v textu.
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gulují polymerizaci aktinu a  umožňují 
vytvářet komplexní struktury, jako jsou 
filopodia, lamelipodia a  invadopodia. 
Tyto tři struktury představují výběžky 
cytoplazmatické membrány a  jsou ne-
zbytné k  zajištění adhezivity, migrace 
a invazivity nádorových buněk [31– 33].

Intermediární filamenta (IF) udr-
žují funkčnost plazmatické membrány 
a  správný buněčný tvar. Rozeznáváme 
šest různých typů. Hlavním typem fi la-
ment epiteliálních buněk jsou keratinová 
filamenta, tzv. IF typu I. V  endoteliál-
ních, mezenchymálních a  hematopoe-
tických buňkách převládají IF typu III, 
tzv. vimentinová filamenta, která zá-
roveň slouží jako dia gnostický marker 
pro epiteliální buňky, které prošly EMT. 
V průběhu EMT totiž dochází ke snížení 
exprese keratinu, který je nahrazen vi-
mentinem, a tato změna je spojená s in-
dukcí migračních schopností buněk [34]. 
Vazba keratinu na desmozomy (adhe-
zivní mezibuněčná spojení) umožňuje 
silnou mezibuněčnou adhezi a udržuje 
tak epiteliální strukturu, která předsta-
vuje bariéru pro indukci EMT. I když sa-
motná ztráta keratinu není dostatečná 
pro vyvolání změn spojených s EMT, sní-
žená hladina keratinu 8 a 18 představuje 
významný dia gnostický marker spojený 
se zvýšenou migrací a  invazivitou en-
dometriálních a hepatocelulárních kar-
cinomů [35,36]. Při změně exprese pro-
teinů intermediárních fi lament směrem 
ke zvýšené expresi vimentinu buňky 
získávají mezenchymální buněčný tvar 
a zvýšený migrační potenciál [37].

Třetí složkou cytoskeletu jsou mikro-
tubuly (α a β tubulin), které se podílejí 
na udržení polarity buňky. Buněčná po-
larita je klíčovou vlastností, která určuje 
tvar buňky, asymetrickou lokalizaci pro-
teinů a  organel, reguluje dělení buněk 
a vede k udržení integrity tkání. Ztráta 
polarity je považovaná za jeden ze znaků 
maligní transformace buněk, neboť po-
lární uspořádaní buňky slouží jako ba-
riéra proti vzniku metastáz a potlačuje 
nekontrolovanou proliferaci buněk. Epi-
teliální buňky jsou charakterizované 
svojí apiko-bazální polaritou, která je 
daná mikrotubuly a při proměně epite-
liálních buněk v buňky mezenchymální 
schopné migrovat pak dochází k prosto-
rové reorganizaci. Ve všech epiteliálních 

rizován jako „motor“ (driving force) bu-
něčné migrace [26]. Aktinová mikrofi la-
menta regulují morfologii buněk, jejich 
kompartmentarizaci a udržují buněčnou 
polaritu. Zároveň se podílejí na regulaci 
buněčné signalizace. Aktinová fi lamenta 
přestavují přepínač mechanických sti-
mulů přijatých buňkou pomocí inte-
grinů (mechanoreceptorů) z  vnějšího 
prostředí a  převádí je na bio chemické 
signály aktivací např. Erk a  Akt signali-
zace [27]. Pro epiteliální buňky je charak-
teristická kortikální aktinová struktura, 
zatímco pro mezenchymální buňky je ty-
pická organizace aktinových fi lament do 
stresových vláken. Aktin ovlivňuje mezi-
buněčné pevné spoje, kde se adherentní 
protein E-cadherin váže na cytoskelet. 
Rozrušením adherentních spojů dochází 
k translokaci β-kateninu, který následně 
spustí WNT signalizaci a remodelaci cy-
toskeletu, jenž potencuje metastatický 
proces  [28]. Změna v  cytoskeletu tak 
umožní buňkám uniknout z původního 
místa a vede ke vzniku metastáz. Aktin 
se v buňkách vyskytuje ve dvou izofor-
mách – β a γ, přičemž jejich funkce a dis-
tribuce se liší  [29]. β-aktin zajišťuje bu-
něčné spoje a kontrakce, zatímco γ-aktin 
je zodpovědný za tvorbu lamelárních, 
kortikálních a  lamelipodních struktur 
v  migrujících buňkách. V  neoplasticky 
transformovaných buňkách jsou hladiny 
β-aktinu snížené. V podstatě platí pravi-
dlo, že čím je transformační potenciál sil-
nější, tím intenzivněji vznikají disperzní 
struktury, které se rozprostírají po celé 
buňce, zatímco v  netransformovaných 
tvoří shluky v  oblasti mezibuněčných 
spojů  [29]. Co do organizace existují 
v buňce dva typy aktinu: 1. monomerní 
globulární G-aktin a  2. polymerní fi la-
mentární F-aktin. Proces polymerizace 
a  rozpadu aktinových vláken závisí na 
koncentraci aktinu v buňce. Pro změnu 
morfologie a zvýšenou migraci a invazi 
nádorových buněk je klíčovou právě dy-
namická změna aktinových vláken, kdy 
se G-protein mění na stresová vlákna 
F-aktinu a dochází k formaci tzv. vedou-
cího konce (leading edge) [30].

K vytvoření komplexnější architek-
tury se aktinová fi lamenta vážou s aktin 
asociovanými proteiny, např. actin-
nucle ating factors (ANFs) a/ nebo nuclea-
tion promoting factors (NPFs), které re-

chondriální DNA (mtDNA) a deregulace 
řady signálních drah [24]. Navzdory zvý-
šené snaze porozumět pozměněnému 
metabolizmu v  nádorové buňce však 
stále zůstává otázkou, zdali je příčinou, 
či pouhým následkem nádorového pro-
cesu. Je však vědecky doloženo, že me-
tabolické přeprogramování je nutné pro 
úspěšný vývoj nádorové buňky. Zesílení 
glykolýzy, pentózové fosfátové dráhy, 
metabolizmu glutaminu a  dalších me-
tabolických pochodů poskytne buňce 
nejen energii, ale také důležité stavební 
materiály pro bio syntézu aminokyselin, 
nukleotidů a lipidů, a tím je transformo-
vané buňce umožněno rychleji prolifero-
vat a navozovat svůj nádorový charakter. 
Metabolické změny v nádorových buň-
kách představují nejen atraktivní cíl pro 
vývoj nových dia gnostických přístupů, 
ale poskytují i nové možnosti v souvis-
losti s cílenou terapií.

Remodelace cytoskeletu 

v průběhu nádorové progrese

Metastázy představují hlavní příčinu 
úmrtí na nádorová onemocnění  [25]. 
Důležitý krok při metastazování předsta-
vuje proces epiteliálně-mezenchymální 
tranzice, kdy spolu se změnou adheziv-
ních a  migračních vlastností nádorové 
buňky podstupují morfologickou pro-
měnu. Epiteliální buňky primárního ná-
doru, které mají apiko-bazální polaritu, 
se při EMT morfologicky mění, přičemž 
získávají mezenchymální fenotyp ty-
pický pro fibroblasty. Přechod buněk 
z jednoho místa na druhé a tvorba me-
tastáz tak vyžaduje komplexní a drama-
tickou reverzibilní změnu buněčného 
cytoskeletu. Během progrese a  šíření 
nádoru musí nádorové buňky dyna-
micky reagovat na extracelulární i intra-
celulární stimuly a v nádoru tak dochází 
ke změnám v expresi a organizaci pro-
teinů, které jsou významnou součástí 
buněčného cytoskeletu. Konkrétně se 
jedná o 1. mikrofi lamenta (aktin), 2. in-
termediární fi lamenta a 3. mikrotubuly. 
Alterace cytoskeletu zvyšují buněčnou 
pohyblivost, kontraktilnost a spolu s ak-
tivací různých signálních kaskád přispí-
vají ke zvýšené agresivitě nádorových 
buněk.

I když jednotlivé složky cytoskeletu 
účinkují synergicky, aktin bývá charakte-
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které byly rezistentní k  anti-VEGF tera-
pii, a přispívaly tak ke zvýšení agresivity 
onemocnění [48].

Závěr

Buněčná a molekulární plasticita před-
stavuje klíčovou vlastnost buněk i  při 
rozvoji mnohobuněčného organizmu. 
Nádorové buňky si tuto vlastnost zacho-
vávají a stávají se tak nejen agresivnější, 
ale posilují i  svou odolnost vůči léčbě. 
Tradičně se předpokládá, že dceřiné 
buňky kmenových buněk projdou pro-
gresivními a  jednosměrnými změnami 
v  genové expresi a  tím dochází k  je-
jich buněčné diferenciaci. Avšak tento 
koncept byl zavržen v důsledku nedáv-
ného objevu, který prokázal, že stačí 
pouze změna v  expresi čtyř klíčových 
transkripčních faktorů (mezi které patří 
Oct-3/ 4, Sox2, KLF4  a  c-Myc)  [49,50], 
která spustí kaskádu změn vedoucích 
k  rychlejšímu přeprogramování tisíce 
genů, což má za následek změnu buněč-
ného fenotypu, kdy se buňky diferenco-
vané transformují na buňky podobné 
kmenovým buňkám, nazvaným induko-
vané pluripotentní kmenové buňky [51].

Dediferenciace a následná rediferen-
ciace nádorových buněk potencuje růst 
nádoru a zvyšuje jeho agresivitu vzhle-
dem k  již existujícím genetickým mo-
difi kacím. Bylo získáno několik důkazů 
o  pozitivním vlivu nádorové plasticity 
na nádor, např. ztráta citlivosti leukemic-
kých buněk k imatinibu [52], nebo když 
vlivem hypoxie došlo k vytvoření dedi-
ferencovaných buněk, které následně 
vykazovaly vyšší tumorigenicitu  [53]. 
Nicméně buněčné přeprogramování ne-
musí nutně vést jen ke zvýšení nádo-
rového potenciálu. Ně kte ré studie na-
opak dokazují, že správnou kombinací 
aktivace a represe genů může být pře-
programovatelnost využita i k terapeu-
tickým účelům [54]. Porozumění přepro-
gramovávacímu procesu nádorových 
buněk tudíž představuje značně per-
spektivní úkol na poli nádorové bio logie 
a mohlo by vytvořit základ pro nové te-
rapeutické strategie v boji s nádorovými 
onemocněními.
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buněčným typům. Nádorovým buňkám 
pomáhá získat výhodu v metastazování, 
agresivnějším průběhu onemocnění 
a v úniku při cílené léčbě. Proces tumori-
geneze, kdy se normální buňky promění 
na nádorové, je stejně tak možný pouze 
v případě, pokud buňky iniciující vznik 
nádorů mají plastické schopnosti, a tedy 
schopnost přeprogramovat svou vlastní 
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buňkách vycházejí mikrotubuly tvořené 
z polymerů α a β tubulinu z centrozomů 
umístěných těsně pod apikální stranou 
buněčné membrány a směrují k bazální 
straně buněk, zatímco v mezenchymál-
ních buňkách jsou mikrotubuly orga-
nizované od buněčného jádra radiálně 
směrem k  povrchu ve směru pohybu 
buňky [38,39]. Mnohé nádorové supre-
sory indukují stabilizaci mikrotubulů 
a  regulaci epiteliálního fenotypu. Jed-
ním z následků inaktivace nádorového 
supresoru v průběhu vývoje a progrese 
nádoru je tedy i narušení epiteliální po-
larizace, čímž je umožněn vznik agresiv-
nějších nádorů. Mezi pět takových nej-
lépe popsaných nádorových supresorů 
patří APC (adenomatous polyposis coli), 
RASSF1A (Ras associated domain family 
1A), VHL (von Hippel-Lindau), E-cadherin 
a merlin. Jejich inaktivace má za násle-
dek destabilizaci mikrotubulů vedoucí 
ke změnám v  cytoskeletu, která vede 
ke zvýšení migračních vlastností buňky 
a rovněž k intracelulárním translokacím 
onkogenních molekul [39].

Buněčná migrace je obvykle spouštěna 
různými chemoatraktanty, které se vážou 
na membránové receptory a  indukují 
signalizaci, která se projevuje cytoske-
letálními změnami. Mezi nejvíce prostu-
dované signální proteiny, které spouštějí 
cytoskeletální remodelaci v nádorových 
buňkách, patří proteiny WASP (Wiskott-
-Aldrich syndrome protein)/ Arp2/ 3, LIM-
-kinázy/ kofi lin a kontraktin. Zvýšená ak-
tivace těchto signalizací byla popsaná 
u řady nádorů – např. u karcinomu prsu, 
kolorektálního a hepatocelulárního kar-
cinomu a úzce souvisí s  fenotypem ná-
dorových buněk [32,40].

Buněčné přeprogramování –  

nádorová plasticita

Buněčná plasticita představuje schop-
nost ně kte rých buněk změnit svůj fe-
notyp. První experimentální důkaz pře-
měny buněčného fenotypu byl získán 
v roce 1971, kdy Pierce et al pomocí svě-
telné a elektronové mikroskopie v kom-
binaci s radioaktivním značením proká-
zali změnu nediferencovaných buněk 
na buňky diferencované [41]. Navození 
změny fenotypu umožní nádorovým 
buňkám rychle reagovat na různé pod-
něty, které by mohly ovlivnit buněčné 
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PŘEHLED

Vícestupňový proces vzniku vzdálených 

metastáz u karcinomů

Multistep Process of Establishing Carcinoma Metastases

Ondroušková E., Sommerová L., Hrstka R.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
Východiska: Diseminace nádorových buněk z ložiska primárního nádoru a zakládání vzdále-
ných metastáz, u nichž je úspěšnost terapie již velmi omezená, je nejčastější příčinou úmrtí 
onkologických pa cientů. Samotný primární nádor je tvořen heterogenní populací buněk, na 
něž působí různé selekční tlaky v  podobě aktivity imunitního systému, sníženého přísunu 
živin a kyslíku, chemoterapie, radioterapie atd., které vedou k postupnému převládnutí rezis-
tentních, přizpůsobivých nádorových buněk. Další selekce nastává při metastatickém procesu 
a díky ní přežívají ve vzdálených ložiscích, zakládaných v různých tkáních, jen buňky schopné 
se na nové prostředí úspěšně adaptovat a proliferovat v něm. Cíl: Cílem tohoto přehledového 
článku je představit jednotlivé kroky metastatické kaskády, které musí invazivní buňka překo-
nat, a mechanizmy a signální dráhy, které k tomu využívá. Metastazování je v podstatě velmi 
neefektivní proces a jen velmi malý zlomek buněk z těch, které opustily primární nádor, v něm 
uspějí. Důležitou podporu jim při tom poskytují nejen pro-metastatické mutace, které se v nich 
díky selekčnímu tlaku hromadí, ale také „spolupracující“ nenádorové buňky z jejich okolí a jimi 
sekretované podpůrné faktory. Závěr: Současné pokroky ve výzkumu vedou k hlubšímu po-
rozumění komplexních procesů vedoucích ke vzniku a šíření nádorových buněk. Poznání klí-
čových bodů metastatické kaskády a principy její regulace snad v budoucnu vyústí ve vývoj 
účinných chemoterapeutik cílených na metastazující buňky.

Klíčová slova
metastázy –  karcinom –  vaskulární endoteliální růstový faktor A –  epiteliálně-mezenchymální 
tranzice

Summary
Background: Dissemination of cancer cells from the primary tumor and establishment of ther-
apy-resistant distant metastases is the most common cause of human cancer deaths. The 
primary tumor consists of a heterogeneous population of cancer cells that have to overcome 
activity of the immune system, insuffi  cient delivery of nutrients and oxygen, chemotherapy, 
radiotherapy etc. that lead to the selection of resistant and plastic cancer cells. Another selec-
tion pressure during metastatic spread gives rise to resistant subpopulations of cells, capable 
of surviving and proliferating in the hostile microenvironment of distant tissues. Aim: In this 
article, individual steps of the metastatic cascade are described as well as the mechanisms and 
signaling pathways that cancer cells use to deal with them. Metastatic process is generally inef-
fi cient and only very few cells released from the primary tumor develop into metastases. This 
success is enabled by pro-metastatic mutations, accumulated due to the selection pressure 
and also by cooperation of non-transformed cells that secrete supporting factors. Conclusion: 
Recent advances in research provide deeper insights into the complex processes that lead to 
formation and dissemination of cancer cells. Deciphering the key points of metastatic cascade 
and principles of its regulation will perhaps lead to development of effi  cient therapeutics tar-
geting metastatic cells.

Key words
metastasis  –  carcinoma  –  vascular endothelial growth factor A  –  epithelial-mesenchymal 
transition
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Úvod

Neléčitelné rozšíření metastáz, niko-
liv samotný primární nádor, je příči-
nou více než 90 % úmrtí onkologických 
pa cientů [1]. Metastazování představuje 
proces přemístění nádorových buněk 
z  místa primárního nádoru, dávající 
vznik novým ložiskům na vzdálených 
místech. Jedná se o  vícestupňový pro-
ces, jehož jednotlivé kroky zahrnují uvol-
nění buněk z primárního nádoru, intra-
vazaci do krevního nebo lymfatického 
oběhu, přežití buněk v oběhu, extrava-
zaci v sekundárním místě, tvorbu mikro-
metastáz a nakonec klinicky detekova-
telných, vaskularizovaných a rostoucích 
makrometastáz. Předmětem intenziv-
ního výzkumu posledních let je tak-
též otázka, kdy přesně se metastazující 
buňky z primárního nádoru uvolní a pro-
niknou do cílové tkáně. Jak naznačují vý-
sledky, u jednotlivých typů nádorů se si-
tuace jeví odlišně. Původní představa 
lineárního vývoje nádoru a  pozdního 
vzniku metastazujících buněk zřejmě 
odpovídá skutečnosti v  případě ade-
nokarcinomů plic a slinivky [2]. U jiných 
typů karcinomů, obzvláště pak u karci-

nomů prsu, jsou však metastázy běžně 
dia gnostikovány roky až desítky let po 
odstranění primárního nádoru. K  dise-
minaci buněk tedy zřejmě dochází velmi 
brzy, v  pre-maligní fázi onemocnění, 
tyto buňky se po různě dlouhém období 
dormance v  osídlené tkáni dále vyví-
její nezávisle a od buněk primárního ná-
doru se svými genetickými změnami vý-
znamně liší [3].

Experimentální studie ukazují, že za-
tímco až 80 % buněk, které se uvolnily 
z  primárního nádoru, projde úspěšně 
prvními kroky až po extravazaci (vč.), jen 
asi 2– 4 % těchto buněk iniciuje růst mi-
krometastáz a  ještě menší část z  nich, 
méně než 0,02  %, v  novém prostředí 
přežijí a dají vznik makrometastázám [4]. 
Tyto poslední dva kroky jsou tedy při vý-
voji makrometastáz kritické a  jen malá 
část buněk s vhodnými vyselektovanými 
vlastnostmi jimi úspěšně projde (obr. 1). 
Tato hypotéza je podpořena klinickými 
studiemi ukazujícími, že přestože může 
být u  pa cientů v  krvi i  v  tkáních vzdá-
lených od primárního nádoru deteko-
váno velké množství diseminovaných 
nádorových buněk, jen velmi malému 

procentu z  nich se podaří založit mak-
rometastázy  [5,6]. Jednotlivé fáze me-
tastatického procesu a  změny chování 
nádorových či s nádorem asociovaných 
buněk budou v následujících kapitolách 
popsány podrobněji.

Lokální invaze

Rozrůstající se primární karcinom je ob-
klopen sousedícími nenádorovými buň-
kami a od pojivové tkáně je oddělen ba-
zální membránou. Invazivní nádorové 
buňky musí nejprve uvolnit kontakty 
s okolními buňkami a se složkami extra-
celulární matrix (ECM). Kontakty s okol-
ními buňkami jsou z  podstatné části 
zajišťovány proteinem E-cadherinem 
a snížení jeho hladiny je spojeno s pro-
gresí nádoru a zhoršeným přežitím např. 
u pa cientek s karcinomem prsu [7]. Sni-
žování hladiny proteinů spojených s epi-
teliálním fenotypem buněk (E-cadherin, 
claudin-1, cytokeratiny) a  naopak zvy-
šování hladiny proteinů podporujících 
mezenchymální charakter (N-cadherin, 
fi bronectin, vimentin) je znakem epite-
liálně-mezenchymální tranzice (EMT), 
tj. procesu, který umožní přeměnu ne-
pohyblivých epiteliálních buněk dlaždi-
covitého tvaru ve vřetenovité, elastické 
a  migrace schopné buňky mezenchy-
málního typu [8]. Tyto buňky jsou navíc 
rezistentní k indukci buněčné smrti způ-
sobené ztrátou kontaktů s ECM a okol-
ními buňkami (tzv. anoikis) [9]. EMT je in-
dukována mnoha signálními drahami, 
aktivovanými např. ligandy TGF-β (trans-
forming growth factor β), EGF (epider-
mal growth factor), HGF (hepatocyte 
growth factor), FGF (fi broblast growth 
factor), IGF (insulin-like growth factor), 
Wnt, Notch [10], hypoxií [11], prozánět-
livými cytokiny nebo mechanickými fak-
tory, jako je hustota ECM [12]. Tyto sig-
nální dráhy vedou k aktivaci ně kte rého 
z transkripčních faktorů TWIST1, SNAI1, 
SNAI2 (SLUG), ZEB1, ZEB2 (SIP1), Brachy-
ury, Goosecoid, SIX1 a PRRX1, jež přímo 
nebo nepřímo reprimují expresi E-cad-
herinu a dalších s EMT asociovaných cí-
lových proteinů [13].

EMT podporuje také aktivaci a  se-
kreci metaloproteináz (MMP), serino-
vých proteáz a katepsinů, a tím narušení 
kontaktu buněk se složkami ECM zpro-
středkované nejrůznějšími povrchovými 

Obr. 1. Selekce v průběhu metastatické kaskády.

Jednotlivé fáze metastazování připomínají darwinovskou selekci s nejkritičtějšími kroky 
v závěru celého procesu, kdy se nádorové buňky musí adaptovat v novém prostředí a ini-
ciovat proliferaci.
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již před více než 120 lety Stephen Paget 
a je známá pod výstižným názvem „seed 
and soil“ hypotéza. Předpokládá, že kon-
krétní nádorová buňka se může usíd-
lit a začít proliferovat jen v místě, které 
ji svým mikroprostředím vyhovuje [30]. 
„Mechanický“ koncept naproti tomu 
zdůrazňuje roli fyzického zachycení cir-
kulujících nádorových buněk v  kapilá-
rách optimálního průměru a  proudění 
krve  [31]. K  extravazaci nádorových 
buněk totiž dochází typicky v malých ka-
pilárách podobného průměru, jako mají 
buňky samotné, což naznačuje, že i me-
chanické zachycení napomáhá pozdější 
tvorbě stabilních vazeb pomocí povr-
chových molekul [32]. V ně kte rých orgá-
nech (kostní dřeň, játra, slezina) jsou ka-
piláry sinusoidní, s kolísající průsvitností, 
širokými štěrbinami mezi endotelo-
vými buňkami a řídkým pojivovým oba-
lem, které jsou pro cirkulující nádorové 
buňky snadno prostupné  [33]. Naopak 
v dalších orgánech je endotelová vrstva 
kompaktní a  brání snadnému průniku 
buněk. Přesto fakt, že karcinomy kon-
krétního typu metastazují přednostně 
do určitých orgánů (tkáňový tropizmus), 
ukazuje, že propustnost cév není jedi-
ným rozhodujícím faktorem při disemi-
naci nádorových buněk. Dokonce i pod-
typy jednotlivých karcinomů se svým 
tkáňovým tropizmem mohou odlišovat. 
Kosti jsou nejobvyklejším místem vzniku 
metastáz u všech subtypů prsních karci-
nomů s  výjimkou bazálního, který nej-
častěji metastazuje do plic. Přítomnost 
HER2 (human epidermal growth factor 
receptor) je zase asociovaná se zvýše-
nou frekvencí vzniku metastáz v mozku, 
játrech a plicích [34,35]. Příklady tkáňo-
vého tropizmu nejčastějších typů karci-
nomů jsou znázorněny na obr. 2.

Ně kte ré z  těchto příkladů preferenč-
ních metastatických míst mohou být vy-
světleny kompatibilitou chemokinů v cí-
lové tkáni a  expresí odpovídajících re-
ceptorů na povrchu nádorových buněk. 
Chemokiny jsou malé cytokiny, které in-
dukují migraci buněk a aktivují signální 
dráhy regulující adhezi a remodelaci cy-
toskeletonu. Zřejmě nejlépe prozkou-
maným příkladem je CXC-chemokine 
ligand 12  (CXCL12) sekretovaný stro-
málními buňkami, který působí jako 
chemo atraktant na nádorové buňky 

pící protease-activated receptor 1), 
MMP2  nebo ADAM12  (štěpící vascu-
lar endothelial cadherin a angiopoietin 
1  receptor)  [22]. In vitro byl pozorován 
i alternativní typ intravazace, tzv. trans-
celulární, který je umožněn remodelací 
membrán a cytoskeletonu endoteliální 
buňky v místě jejího kontaktu s buňkou 
nádorovou. Calmodulinovou signalizací 
je aktivována kináza MLCK (myosin light 
chain kinase), v důsledku čehož dochází 
ke kontrakci actomyozinu. Vznikají pře-
chodné pórovité struktury, kterými ná-
dorová buňka pronikne přes endote-
liální buňku [23].

Po úspěšném průniku do krevního ře-
čiště se cirkulující nádorová buňka (cir-
culating tumor cell –  CTC) ocitne v ne-
přátelském mikroprostředí, kde se 
musí vyrovnat s  hemodynamickými si-
lami krevního proudu, aktivitou imu-
nitních buněk či s  nedostatkem živin. 
Ně kte ré studie ukazují, že maligní buňky 
jsou k fyzikální zátěži krevním proudem 
odolnější a  dokážou se na něj adapto-
vat rychleji než netransformované epi-
teliální buňky  [24]. Hlavním obranným 
mechanizmem nádorových buněk je je-
jich spolupráce s aktivovanými krevními 
destičkami, které CTC obklopí a fungují 
jako ochranný štít před možným me-
chanickým poškozením turbulencemi 
v  krevním řečišti  [25]. Pro-koagulační 
kaskádu podporují nádorové buňky se-
krecí TF (tissue factor) a expresí recep-
torů Par1, Par2 a phosphatidylserinu na 
svém povrchu  [26,27]. Důsledkem ce-
lého procesu je vznik agregátů nádoro-
vých buněk a krevních destiček propo-
jených fi brinovými vlákny navázanými 
prostřednictvím integrinů na povrch 
obou typů buněk. Tyto agregáty rovněž 
poskytují nádorovým buňkám ochranu 
před buňkami imunitního systému, ob-
zvláště NK  buňkami  [28]. Funkční stu-
die na zvířecích modelech prokázaly, 
že přítomnost/ nepřítomnost destiček 
v oběhu je pro tvorbu vzdálených me-
tastáz poměrně zásadní [27,29].

Tkáňový tropizmus a extravazace

Mezi dvě základní hypotézy tkáňového 
tropizmu metastáz patří hypotéza zalo-
žená na kompatibilitě nádorové buňky 
a  osídlované tkáně a  hypotéza hemo-
dynamická/ mechanická. První vyslovil 

proteiny [14]. Tyto proteinázy jsou pro-
dukovány i  s  nádorem asociovanými 
stromálními buňkami, především fi bro-
blasty, jež tak přispívají k  uvolnění ná-
dorových buněk z místa primárního ná-
doru [15,16]. Jednotlivé uvolněné buňky 
pak mohou migrovat dvěma způsoby, 
buď mezenchymálním pohybem, který 
je závislý na aktivitě proteáz, nebo amé-
boidním pohybem, který je na aktivitě 
proteáz závislý v menší míře, případně 
mezi těmito dvěma způsoby přechá-
zet, jak bylo popsáno např. u  buněk 
melanomu  [17]. Kromě jednotlivých 
buněk migrují nádorové buňky často 
v klastrech a tento způsob se může do-
konce vyznačovat vyšší efektivitou 
migrace [18].

I v pozdějších stadiích ovlivňuje EMT 
efektivitu metastatického procesu, pro-
tože může vést ke vzniku celé řady pře-
chodných epiteliálně/ mezenchymálních 
fenotypů buněk lišících se svými inva-
zivními a metastatickými schopnostmi, 
které mohou organizmem cestovat 
v  klastrech, spolupracovat a  zvyšovat 
tak úspěšnost při diseminaci a  zaklá-
dání vzdálených metastáz  [19]. Epite-
liální charakter metastáz naznačuje, že 
proces EMT je reverzibilní a  že v  poz-
dějších stadiích diseminace dochází na-
opak k mezenchymálně-epiteliální tran-
zici (MET) [20].

Intravazace 

a přežití v krevním oběhu

Přechod přes stěnu cév, tzv. transen-
doteliální migrace (TEM), je nezbytným 
krokem diseminace nádorových buněk. 
Vstup do cévy (intravazace) je poněkud 
usnadněn angiogenezí, kterou primární 
nádor indukuje, protože stěny nových 
kapilár mají obecně slabší mezibuněčné 
spoje  [21]. Paracelulární prostup do 
krevního řečiště se děje přes přechodně 
uvolněné mezibuněčné spoje. Rozvol-
nění mezibuněčných spojů je induko-
váno např. TNF-α (tumor necrosis fac-
tor α), EGF, VEGF (vascular endothelial 
growth factor), CSF-1  (colony stimula-
ting factor-1) či TGF-β, které jsou sekre-
továny s  tumorem asociovanými mak-
rofágy nebo samotnými nádorovými 
buňkami  [4]. Rozrušení endoteliálních 
mezibuněčných spojů je také důsled-
kem aktivity proteáz, např. MMP1 (ště-
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VEGF podporují extravazaci nádorových 
buněk [50]. Všechny tyto interakce vedou 
k reorganizaci cytoskeletonu endoteliál-
ních buněk a k uvolnění jejich mezibu-
něčných spojů.

Osídlení pre-metastatické niche, 

dormance a reaktivace

Po úvodních krocích metastatické kas-
kády, kterými je schopna projít vět-
šina z  invazivních nádorových buněk, 
přichází kritické části  –  osídlení nové 
tkáně a obnovení proliferace vedoucí ke 
tvorbě makrometastáz. Ještě předtím, 
než dorazí první metastatické buňky, 
může být mikroprostředí v cílové tkáni 
ovlivněno primárním nádorem. Buňky 
primárního nádoru podporují tvorbu
tzv. pre-metastatické niche tím, že do cir-
kulace sekretují různé cytokiny či růstové 
faktory  [51]. Mezi jinými k  tvorbě pre-
-metastatické niche u různých typů ná-
dorových buněk přispívají VEGF, placen-
tal-growth factor (PlGF), TNF-α, TGF-β, 
lysyl oxidase (LOX), versican nebo granu-
locyte-colony stimulating factor (G-CSF). 
Tyto faktory ovlivňují vlastnosti stromál-
ních buněk a  ECM v  cílové tkáni, pří-
padně mobilizují jiné podpůrné buňky 
(např. makrofágy z kostní dřeně) k jejich 
přemístění a přeměně mikroprostředí na 
příznivější pro diseminované nádorové 
buňky  [52]. Z  primárního nádoru jsou 
uvolňovány také exozomy, detailně byl 
popsán např. jejich vliv na jaterní me-
tastazování buněk adenokarcinomu sli-
nivky. Exozomy uvolňované z buněk pri-
márního nádoru obsahující faktor MIF 
(macrophage migration inhibitory fac-
tor) byly pohlceny Kupferovými buň-
kami, které poté začaly sekretovat TGF-β 
a přitahovat makrofágy podílející se dále 
na přípravě pre-metastatické niche [53].

Přes tyto předem indukované změny 
jsou novému prostředí nádorové buňky 
bezprostředně po jeho dosažení jen 
málo přizpůsobeny a často je u nich in-
dukována buněčná smrt. U  mnoha 
pa cientů s karcinomy prostaty, prsu, led-
vin nebo s  melanomem však dochází 
k relapsu onemocnění po letech, někdy 
i desítkách let od odstranění primárního 
nádoru. Klinické studie prokázaly, že di-
seminované nádorové buňky jsou pří-
tomny v kostní dřeni pa cientek s prsními 
karcinomy již v raném stadiu [54]. Toto 

lecule) [43]. Mezi tyto proteiny exprimo-
vané na povrchu nádorových buněk 
patří např. E-selectin/ L-selectin ligand 
(HCELL), P-selectin glycoprotein ligand 1
(PSGL1), CD44, CD24, mucin 1  (MUC1) 
a integriny [44,45]. U buněk karcinomu 
prsu metastazujících do plic byl dete-
kován povrchový protein metadhe-
rin, který zprostředkovává specifickou 
vazbu mezi nádorovou buňkou a  buň-
kami plicního endotelu [46].

Po vytvoření kontaktů s endoteliálními 
buňkami musí nádorová buňka znovu 
přejít přes stěnu cév, přičemž si pomáhá 
expresí proteinů zvyšujících permeabilitu 
cév. Rozvolnění mezibuněčných spojů je 
opět indukováno sekretovanými faktory 
zvyšujícími permeabilitu cévních stěn, 
např. VEGF, který vede k disociaci kom-
plexu VE-cadherinu a  β-cateninu  [47], 
TGF-β, indukující tvorbu angiopoietin-
-like 4  (ANGPTL4)  [48] nebo SPARC (se-
creted protein, acidic, rich in cysteine), 
který vazbou na VCAM1 aktivuje signální 
dráhu p38-MAPK [49]. Při extravazaci ná-
dorových buněk se často uplatňují i imu-
nitní buňky. Bylo prokázáno, že che-
mokin CCL2  produkovaný nádorovými 
buňkami v plicních kapilárách přitahuje 
zánětlivé monocyty a ty následně sekrecí 

exprimující receptory CXCR4  a  CXCR7 
(s G-proteinem spojené receptory). Tato
vzájemná interakce také napomáhá ad-
hezi CTC k endoteliálním buňkám, pod-
poruje extravazaci a  následně i  ukot-
vení k  ECM a  stromálním buňkám. 
Význam receptoru CXCR4 pro metasta-
zování nádorů prsu, prostaty, plic, ko-
lorekta a  mnoha dalších byl potvrzen 
řadou studií [36– 38]. Inhibice interakce 
CXCR4-CXCL12  in vivo vedla k význam-
nému snížení metastazování nádoro-
vých buněk prsu do lymfatických uzlin 
a plic [39]. Další příklady chemokinů a je-
jich receptorů ve vývoji metastatického 
onemocnění, vč. tkáňově specifi čtějších 
interakcí, jsou shrnuty v podrobnějších 
přehledových článcích [40– 42].

Jak již bylo zmíněno, chemokiny a je-
jich odpovídající receptory napomáhají 
diseminaci CTC nejen mechanizmem 
chemoatrakce, ale podporují i  násled-
nou adhezi k endoteliálním buňkám, ex-
travazaci a osídlení nového místa v při-
lehlých tkáních. Pro adhezi CTC na stěny 
kapilár jsou dále důležité membrá-
nové proteiny, především ty interagu-
jící s  receptory na povrchu endoteliál-
ních buněk, kde se nachází mj. selektiny 
nebo VCAM1 (vascular cell adhesion mo-

Obr. 2. Tkáňový tropizmus.

Různé typy karcinomů a cílové tkáně, do nichž nejčastěji metastazují. Frekvence metastáz 
je znázorněna sílou jednotlivých šipek.
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v  plicních mikrometastázách zabloko-
vána sekrecí BMP inhibitoru Coco  [62]. 
Proliferaci podporuje rovněž zvýšené 
množství růstových faktorů v prostředí, 
jejichž důležitým zdrojem jsou infi ltrující 
imunitní buňky původem z kostní dřeně. 
Infi ltraci podporují faktory uvolňované 
nádorovými buňkami, jako jsou osteo-
pontin nebo CXCL12 [66,67]. Na těchto 
příkladech jsou demonstrovány ně kte ré 
mechanizmy, kterými může nádorová 
buňka přejít ze stadia dormance do pro-
liferace a  dát vznik klinicky detekova-
telným makrometastázám. Jaké faktory 
přesně rozhodují o čase, kdy se tak stane, 
a které signální dráhy jsou pro tento pro-
ces nejpodstatnější, však ještě není pří-
liš známo, i když výzkum v této oblasti je 
v posledních letech stále intenzivnější.

Závěr

Přestože jen velmi malé procento ná-
dorových buněk disponuje vlastnostmi, 
které jsou nezbytné k  úspěšné koloni-
zaci vzdálené tkáně, jsou metastázy jed-
nou z nejčastějších příčin úmrtí onkolo-
gických pa cientů. V nádorových buňkách 
se postupně hromadí genetické a  epi-
genetické změny zvyšující jejich invazi-
vitu, rezistenci k buněčné smrti, adapta-
bilitu a další schopnosti umožňující jim 
úspěšně projít všemi kroky metastatické 
kaskády. Nádorové buňky, ať už v místě 
primárního nádoru, nebo vzdálených 
metastáz, jsou obklopeny stromálními 
buňkami, žírnými buňkami, makrofágy 
a dalšími buňkami imunitního systému. 
Jejich vzájemná komunikace zprostřed-
kovaná povrchovými molekulami a cyto-
kiny aktivuje různé intracelulární signální 
dráhy, často dále napomáhající k rozvoji 
a  diseminaci nádorového onemocnění. 
Intenzivní výzkum těchto komplexních 
procesů snad povede k identifi kaci klíčo-
vých molekul, na které by se mohl v bu-
doucnu zaměřit vývoj nových terapeutik.
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Mechanizmy regulace proteinové homeostázy 

ve vývoji nádorových onemocnění

Mechanisms of Protein Homeostasis Regulation in Cancer Development
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Souhrn
Východiska: Proteom eukaryotické buňky představuje komplexní systém, jehož složky jsou vystaveny 
nepříznivým vlivům vnitřního a vnějšího prostředí. Funkce buněčného proteomu je tudíž závislá na 
existenci kompenzačních mechanizmů udržujících vnitřní proteinovou homeostázu –  proteostázu. 
K těmto mechanizmům náleží síť molekulárních chaperonů a transkripční program řídící jejich syn-
tézu. Proces kancerogeneze je provázen výraznými změnami faktorů vnitřního prostředí nádorových 
buněk –  teplota, pH, dostupnost živin. Tyto změny představují na jedné straně důsledek deregulo-
vaného růstu nádorové tkáně a na straně druhé mohou být zdrojem selekčního tlaku, který umož-
ňuje vznik rezistentních a agresivních populací nádorových buněk. Popis složek proteostatického 
aparátu a mechanizmus jejich zapojení ve vývoji nádorové tkáně jsou předmětem tohoto přehle-
dového článku. Cíl: Tento přehledový článek se věnuje popisu dvou kauzálně propojených skupin 
proteostatických dějů, jejichž vzájemná koordinace je klíčová pro průběh odpovědi nádorové buňky 
a potažmo i celé nádorové tkáně na environmentální i vnitřní stresové faktory. První skupina těchto 
dějů je zastoupena „vykonavatelskou“ úlohou molekulárních chaperonů z rodiny HSP70, HSP90 a tzv. 
malých molekulárních chaperonů. Tyto proteiny se podílejí na udržování stability buněčných proteinů 
nezbytných pro regulaci proliferace, apoptózy, senescence, migrace a fenotypové plasticity nádoro-
vých buněk. K druhé skupině popisovaných dějů pak náleží posttranslační řízení „systémové“ úlohy 
transkripčního faktoru HSF1 při regulaci exprese genů pro molekulární chaperony a dalších genů 
specifi cky regulovaných tímto transkripčním faktorem v nádorových a stromálních buňkách.

Klíčová slova
molekulární chaperony –  heat-shock factor 1 –  rakovina –  proteinová homeostáza

Summary
Background: The proteome of eukaryotic cells represents a complex system. Its components are 
exposed to various intrinsic and extrinsic stresses. Therefore, the function of the cellular proteome 
is dependent on the existence of compensatory mechanisms balancing the inner protein homeo-
stasis –  proteostasis. These mechanisms involve the network of molecular chaperones and trans-
criptional program regulating their expression. The process of cancerogenesis is accompanied 
by signifi cant changes in the intracellular milieu of cancer cells –  temperature, pH, availability of 
nutrients. On the one hand, these changes represent a consequence of the deregulated growth 
of the tumor tissue; on the other hand, they can be a source of selection pressure, which allows 
the emergence of resistant and aggressive tumor cell populations. Description of the proteostatic 
apparatus components and the mechanism of their involvement in the tumor tissue development 
is provided in this review article. Aim: This review focuses on the description of two causally link-
 ed groups of proteostatic events; their mutual coordination is crucial to the process of tumor cell 
and by extension the entire tumor tissue response to environmental and internal stress factors. 
The fi rst group of these processes is represented by the “executory” role of molecular chaperones 
from HSP70, HSP90 and so-called small molecular chaperone protein families. These proteins are in-
volved in maintaining stability of cellular proteins essential for proliferation, apoptosis, senescence, 
migration and phenotypic plasticity of tumor cells. The second group of the described processes 
comprises the posttranslational control of the “systemic” role of the transcription factor HSF1 in 
regulating the gene expression of molecular chaperones and other genes specifi cally regulated by 
this transcription factor in the tumor and stromal cells.

Key words
molecular chaperones –  heat-shock factor 1 –  cancer –  protein homeostasis
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Úvod

Proteinová homeostáza nebo také pro-
teostáza je souhrnné označení moleku-
lárních dějů podílejících se na udržení 
balancovaného stavu buněčného pro-
teomu [1]. Mezi procesy, jejichž průběh 
je regulován proteostatickým buněč-
ným aparátem, patří zejména syntéza 
proteinů na ribozomech, jejich sklá-
dání, intracelulární transport a konečně 
degradace. Homeostáza intracelulár-
ního proteinového prostředí je za fyzio-
logických podmínek udržována kon-
stitutivní syntézou proteinů tepelného 
šoku (heat-shock proteins  –  HSP). HSP 
proteiny představují molekulární cha-
perony („gardedámy“, doprovod) napo-
máhající skládání sekundárních, terciár-
ních i kvarterních proteinových struktur, 
umožňují transport proteinů, jejich mo-
difi kace typu ubikvitinace a také jejich ří-
zenou degradaci v proteazomu [2]. Pře-
kročení proteostatické kapacity HSP 
proteinů vlivem vnějších či vnitřních fak-
torů vyvolává v buňce stav proteotoxic-
kého stresu provázený akumulací/ agre-
gací poškozených a  nedegradovaných 
proteinů [3]. Proteotoxický stres aktivuje 
evolučně konzervovaný transkripční pro-
gram, v  jehož důsledku dochází k silné 
indukci exprese molekulárních chape-
ronů  [4,5]. Tento transkripční program 
se nazývá heat-shock response (HSR) 
a  je řízen skupinou sekvenčně příbuz-
ných transkripčních faktorů HSF (heat-

-shock factor). Klíčovým členem (master 
regulator) této rodiny transkripčních fak-
torů je protein HSF1 [6]. Inhibice aktivity 
HSF1 vede k narušení indukce HSR a činí 
buňky vysoce senzitivními k  proteoto-
xickému stresu  [7,8]. Buňky s  inaktivo-
vaným genem pro protein HSF1 nejsou 
schopny indukovat expresi HSP70  při 
zvýšení intracelulární teploty, což vede 
k jejich snížené termotoleranci a indukci 
apoptózy [7].

Zvýšená anabolická aktivita, mutační 
a  metabolická zátěž představují vý-
znamné zdroje proteotoxického stresu 
provázejícího proces maligní transfor-
mace a  následné proliferace nádorové 
tkáně  [9– 11]. V  nádorových buňkách 
byla prokázána zvýšená hladina HSP pro-
teinů a stejně tak konstitutivní aktivace 
transkripčního faktoru HSF1 v důsledku 
chronického narušení homeostázy vnit-
robuněčného prostředí  [12,13]. Způsob, 
jakým jsou výše popsané složky proteo-
statického aparátu (HSP a HSF1) zapojeny 
v  procesu kancerogeneze, bude detail-
něji popsán v následujících odstavcích.

HSP –  molekulární chaperony

V souvislosti se stresem indukovaným 
v  nádorových buňkách se zaměříme 
na popis dvou skupin molekulárních 
chaperonů, které se liší mechanizmem 
svého působení (obr. 1).

První skupinou jsou HSP proteiny s mul-
tidoménovou strukturou vyžadující ke 

své aktivitě enzymatickou konverzi mo-
lekul ATP. Tato skupina chaperonů je re-
prezentována evolučně konzervovanými 
proteiny HSP70 a HSP90 (výskyt už v pro-
karyotech, sekvenční konzervovanost 
s lidskými proteiny je až 50 %) [14,15], je-
jichž klidová hladina v buňce dosahuje 
v případě HSP90 až 1– 2 % celkového pro-
teomu [16,17]. Strukturně jsou proteiny 
HSP70/ HSP90  definovány přítomností 
nukleotid a substrát vázajících domén, 
jejichž vazebná aktivita je obousměrně 
alostericky regulována [18,19]. Výrazná 
konformační flexibilita těchto aloste-
ricky aktivních proteinů řízená hydro-
lýzou ATP představuje mechanistickou 
podstatu jejich úlohy jakožto molekulár-
ních chaperonů. Avšak zatímco protein 
HSP70  váže svou substrátovou domé-
nou krátké hydrofobní sekvence existují-
cích či nově tvořených proteinů, čímž za-
braňuje jejich denaturaci a agregaci [20], 
molekulární chaperon HSP90  postrádá 
přesně definovaný vazebný motiv ve 
struktuře svých substrátů a přednostně 
kontaktuje konformačně nestabilní 
proteiny typu receptorů pro steroidní 
hormony nebo protein kináz  [21– 23]. 
Je  nutné poznamenat, že ATP závislý 
chaperonový cyklus, selekce substrátů 
a také lokalizace HSP70 a HSP90 v buňce 
jsou významně ovlivňovány přítomností 
celé řady tzv. ko-chaperonů, tedy pro-
teinů asociovaných s těmito molekulár-
ními chaperony [24].

Obr. 1. Molekulární chaperony HSP70, HSP90 a HSP27. 

Molekulární chaperony HSP70 a HSP90 se vyznačují vícedoménovou strukturou. Vazba ATP do NBD (nucleotide-binding domain) cha-
peronu HSP70 vede k alosterickým změnám v SBDαβ (substrate-binding domain), které ovlivňují uvolňování navázaného substrátu 
(vlnovka). Protein HSP90 tvoří konstitutivní dimer. Substrát vázající místo není u tohoto chaperonu přesně defi nováno, avšak konfor-
mační změny HSP90 jsou indukovány vazbou ATP do NBD. Struktura HSP90 je dále tvořena střední (middle – M) a C-koncovou doménou 
(C-terminal domain – C). Chaperon HSP27 náležící k malým HSP proteinům nemá ATPázovou aktivitu a vykazuje homologii k αB-krysta-
linu. Tento chaperon je schopen tvořit oligomery, které se podílejí na zabraňování tvorby agregátů. 
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rázu  [57]. Těmito mechanizmy přispívá 
HSP90 v nádorových buňkách k inhibici 
senescence.

Metastazování nádorových buněk 
z  primárního ložiska je mnohastupňo-
vým procesem zahrnujícím remodelaci 
nádorové tkáně, extravazaci nádoro-
vých buněk do krevního řečiště a jejich 
usazení v cílové tkáni [29]. Ačkoli spekt-
rum mutací podmiňujících metastatický 
potenciál nádorových buněk je hetero-
genní [58,59], zvýšená aktivita moleku-
lárních chaperonů představuje nutnou 
podmínku metastatické kaskády [60,61]. 
Stabilizace kináz podílejících se na re-
gulaci signalizace z  extracelulární ma-
trix (focal adhesion kinase  –  FAK, inte-
grin-linked kinase –  ILK) a receptorových 
tyrozinkináz ERBB2 a MET chaperonem
HSP90  výrazně přispívá k  metastatic-
kému potenciálu nádorových buněk [60]. 
Inaktivace HSP70  vede ke snížení ex-
prese a  aktivity MET kinázy u  myších 
prsních nádorů  [46]. Bylo zjištěno, že 
proces epiteliálně-mezenchymální tran-
zice, který provází metastazování, je 
značně závislý na expresi chaperonu 
HSP27 [61– 63].

Hypotéza vysvětlující význam regulá-
torů proteostázy a zejména pak proteinu 
HSP90 pro fenotypovou plasticitu nádo-
rové tkáně pokládá HSP90 za „pufr“ ge-
netické nestability  [64]. Tato hypotéza 
vychází z předpokladu, že vzrůstající ge-
netická nestabilita v nádorové tkáni (pře-
devším mutace strukturních genů) je na 
úrovni proteinů „pufrována“ chaperono-
vým systémem HSP90. Limitní hodnoty 
proteotoxického stresu v buňkách loka-
lizovaných v centru nádoru vystavených 
hypoxickému acidifikovanému pro-
středí [64] mohou vést k inaktivaci cha-
peronu HSP90 a fenotypové manifestaci 
nahromaděných genetických změn. Tato 
„exploze“ fenotypových variant v pokro-
čilejších nádorech by mohla vysvětlovat 
vznik buněčných klonů vykazujících re-
zistenci k použité léčbě [65,66].

HSF1 –  transkripční regulace HSR

HSP proteiny představují „vykonavatel-
skou“ složku proteostatického aparátu. 
Na systémové úrovni je reakce na pro-
teotoxický stres spouštěna robustním 
transkripčním programem řízeným tran-
skripčním faktorem HSF1. Transkripční 

a  řady signalizačních molekul účast-
nících se mitogenní signalizace. Akti-
vační mutace onkogenních kináz EGFR 
a BRAF vedou k jejich strukturní nestabi-
litě a činí je výrazně závislými na přítom-
nosti HSP90  [35– 38]. Další onkogenní 
kinázou stabilizovanou HSP90 je fúzní ki-
náza BCR-ABL [39]. Rovněž virové kinázy 
v-Src, Fes, Fps a Yes vyžadují asistenci 
HSP90 [40,41]. Chaperon HSP90 zároveň 
stabilizuje buněčné kinázy CDK4, HCK 
a  ERBB2  [42– 44]. Obdobnou úlohu při 
regulaci proliferace nádorových buněk 
pravděpodobně hraje také protein 
HSP70, jehož inaktivace vede k inhibici 
proliferace myších nádorových buněk 
prsní žlázy [45,46]. Stabilizace onkogen-
ních kináz chaperonem HSP90 a proteo-
statická aktivita HSP70 tak přispívají ke 
stimulaci mitogenní signalizace v nádo-
rových buňkách.

Dalším znakem maligně transformo-
vané buňky je její schopnost nepod-
léhat programované buněčné smrti  –  
apoptóze  [47]. Ukazuje se, že stresem 
indukované chaperony HSP27 a HSP70 
výrazně inhibují apoptotické signální 
dráhy svou interakcí s  jejich protei-
novými komponentami  [48]. Protein 
HSP27 ovlivňuje apoptózu na více úrov-
ních –  inhibuje uvolňování cytochromu c 
a proteinu SMAC-Diablo z mitochondrií, 
tlumí aktivitu kaspázy 3 a 9 a také signa-
lizaci zprostředkovanou ligandy Fas, TNF 
a TRAIL  [49– 52]. Chaperon HSP70  inhi-
buje apoptózu svou vazbou na protein 
Apaf-1, čímž zabraňuje tvorbě apopto-
zómu [53]. V nenádorové buňce tak cha-
perony HSP27  a  HSP70  slouží jako ho-
meostatický mechanizmus tolerance 
určitého stupně proteotoxického stresu 
dříve, než je nenávratně aktivována pro-
gramovaná buněčná smrt. Nádorová 
buňka naopak nadměrnou produkcí 
HSP27 a HSP70 zvyšuje svou rezistenci 
k  cytotoxickým látkám inaktivací apo-
ptotické dráhy.

Nádorové buňky obcházejí přirozený 
proces replikativní senescence aktivací 
telomerázy  [54]. Účinnost telomerázy 
je podmíněna její asociací s HSP90 [55]. 
Farmakologická inhibice HSP90  vede 
k  inaktivaci telomerázové funkce v  ná-
dorových buňkách [56]. HSP90 se v ná-
dorových buňkách podílí také na regu-
laci exprese genu kódujícího telome-

Druhou zde popisovanou skupi-
nou molekulárních chaperonů jsou 
tzv. malé HSP proteiny. Na rozdíl od 
HSP70/ HSP90 představují malé HSP pro-
teiny molekulární chaperony se značně 
odlišnou aminokyselinovou sekvencí, 
strukturou i velikostí. Jejich společným 
rysem je přítomnost asi stoaminoky-
selinové domény homologní s  domé-
nou kanonického člena malých HSP pro-
teinů αB-krystalinu  [25]. Tyto proteiny 
se nezávisle na ATP vážou na denaturo-
vané nebo nestrukturované oblasti pro-
teinů a zabraňují jejich agregaci, čímž je 
udržují ve stavu kompetentním pro je-
jich zpracovaní ATP závislými chape-
ronovými systémy HSP70/ HSP90  [26]. 
Mechanizmus transferu substrátu mezi 
těmito skupinami chaperonových sys-
témů je neznámý. Tyto HSP proteiny 
jsou nazývány malými, jelikož jejich mo-
lekulová hmotnost se pohybuje v  roz-
mezí 10– 40 kDa. Monomery o této ve-
likosti se však organizují do rozsáhlých 
oligomerů čítajících až desítky podjed-
notek v reakci na tepelný šok [27]. Mezi 
nejznámější stresem indukované malé 
HSP chaperony patří proteiny HSP27 
a αB-krystalin [28].

HSP proteiny a nádory

Proces maligní transformace buňky 
a  vývoj metastazující nádorové tkáně 
je provázen řadou patologických změn 
v  molekulárních mechanizmech regu-
lace buněčné proliferace, apoptózy, se-
nescence, migrace a genomové stability 
označovaných souhrnně jako Hallmarks 
of cancer  [29]. Proteostatické mecha-
nizmy řízené HSP proteiny sehrávají 
v těchto procesech důležitou roli.

Kontrola průchodu buněčným cyk-
lem je u  nádorových buněk porušena. 
Mezi klíčové molekuly řídící prolife-
rační soběstačnost transformovaných 
buněk patří zejména komponenty mito-
genní signální kaskády spouštěné vaz-
bou růstových faktorů k  receptorovým 
tyrozinkinázám  [30]. Deregulace ně-
kte ré ze složek mitogenní kaskády (zvý-
šená míra exprese, zvýšená aktivita, am-
plifikace genů, aktivační/ inaktivační 
mutace) může mít onkogenní charak-
ter [31,32]. Chaperon HSP90 se podílí na 
udržování aktivního stavu nukleárních 
receptorů steroidních hormonů [33,34] 
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Jelikož aktivační mutace komponent 
RAS/ MAPK signalizační dráhy jsou pří-
tomny až u  30  % nádorů, představuje 
aberantní konstitutivní aktivace tran-
skripčního faktoru HSF1 inherentní pro-
ces maligní transformace [79].

Cílená fosforylace se také podílí na 
inhibici aktivace HSF1. Mezi inhibiční 
fosforylace HSF1  náleží modifikace 
serinu S121, která je katalyzována kiná-
zou AMPK (AMP-activated protein ki-
nase) v  podmínkách snížené dostup-
nosti živin vyvolávajících metabolický 
stres [80]. Tato kináza reaguje na nerov-
nováhu buněčného metabolizmu proje-
vující se zvýšenou intracelulární koncen-
trací AMP oproti ATP a fosforyluje řadu 
buněčných efektorů, které se podílejí na 
aktivaci energeticky nákladných anabo-
lických procesů (lipogeneze, glykolýza, 
beta oxidace, proteinová syntéza)  [81]. 
AMPK indukované snížení spotřeby ATP 
a  zvýšení jeho produkce vede k  usta-
novení metabolické homeostázy  [81]. 
Aktivace AMPK v  průběhu metabolic-
kého stresu inhibuje HSF1 řízenou HSR 
a činí nádorové buňky náchylné k pro-
teotoxickému stresu [80]. Tyto antagoni-
stické vztahy mezi úlohou HSF1 (proteo-
toxický stres) a AMPK (metabolický stres) 
mohou také vysvětlovat Warburgův 
efekt, tedy závislost proteotoxicky stre-
sovaných nádorových buněk na glukóze.

HSF1 –  translace proteinů

Aktivita mTOR kinázy je spojena s  in-
dukcí syntézy proteinů a  lipidů v  buň-
kách stimulovaných růstovými faktory 
a  v  prostředí s  dostatkem živin a  kys-
líku  [82]. Ve stresových podmínkách 
(energetická disbalance, nedostatek 
aminokyselin) je naopak mTOR inhibo-
vána a dochází k indukci autofágie [83]. 
Nádorové buňky jsou závislé na robustní 
proteinové syntéze  [9]. Spolu s  pro-
teinem p53 tak patří kináza mTOR a její 
nadřazené regulační komponenty PI3K, 
PTEN a AKT k nejčastěji mutovaným sig-
nálním drahám v nádorech [82]. Již jsme 
zmínili, že kináza mTOR se podílí na akti-
vaci HSF1 jeho fosforylací [77]. Inhibice 
aktivity kinázy mTOR zabraňuje HSF1 in-
dukované expresi HSP proteinů v  pří-
tomnosti proteotoxického stresu  [84]. 
Dále bylo popsáno, že k výrazné inakti-
vaci transaktivační funkce HSF1 dochází 

CK2  (casein kinase 2) a PLK1  (polo-like 
kinase 1)  [72– 75]. Za klíčovou fosfory-
laci nutnou pro stresem indukovanou 
aktivaci HSF1 je považována modifi kace 
serinu S326  [76]. Na modifi kaci serinu 
S326 se podílí kináza mTOR [77] a také 
kinázy RAS/ MAPK kaskády [3].

RAS/ MAPK kaskáda (RAS-RAF-MEK-
-ERK) je centrální signální drahou řídící 
buněčnou proliferaci a diferenciaci, ale 
také metabolickou aktivitu  [78]. Bylo 
pozorováno, že zatímco inhibice kinázy 
MEK vede ke snížení stresem induko-
vané fosforylace HSF1 v pozici S326, inhi-
bice aktivity kinázy ERK naopak tuto fos-
forylaci zvyšuje [3]. Jelikož je kináza ERK 
považována za výlučný substrát kinázy 
MEK a  za konečný efektor RAS/ MAPK 
kaskády, bylo toto zjištění překvapu-
jící. Navíc byla prokázána existence stre-
sem indukovaného komplexu proteinů 
HSF1, MEK a ERK, ve kterém dochází k in-
hibici MEK regulované fosforylace se-
rinu S326  proteinu HSF1  prostřednic-
tvím ERK katalyzovaných inhibičních 
fosforylací threoninů T292 a T386 kinázy 
MEK. Tato pozorování dokládají regu-
lační úlohu RAS aktivované kinázy MEK 
jak v  dráze vedoucí ke kináze ERK, tak 
k transkripčnímu faktoru HSF1 a odha-
lují vzájemně protikladné efekty kináz 
MEK a  ERK při regulaci aktivity HSF1. 

faktor HSF1  je v  nestresovaných buň-
kách přítomen v  monomerním stavu, 
který je udržován jeho asociací s  cha-
perony HSP70 a HSP90 (obr. 2)  [67,68]. 
V  buňkách vystavených nepříznivým 
vnitřním či vnějším podmínkám dochází 
k disociaci HSP70/ HSP90 od monomeru 
HSF1, který následně trimerizuje za 
vzniku transkripčně aktivní formy loka-
lizované v jádře, kde se váže ke konsen-
zuálním sekvenčním motivům označo-
vaným jako heat-shock elements (HSE, 
sekvence nTTCnnGAAnnTTCn) v  pro-
motorových oblastech regulovaných 
genů  [69]. Aktivace HSF1  je provázena 
rozsáhlým spektrem jeho posttrans-
lačních modifi kací. Patří k nim zejména 
fosforylace [3], acetylace [70] a sumoy-
lace  [71]. Tyto modifikace jsou sou-
částí komplexního mechanizmu „vyla-
ďování“ transaktivační aktivity proteinu 
HSF1.

HSF1 –  regulace aktivity 

fosforylací

Účinná aktivace HSF1  při proteotoxic-
kém stresu je závislá na fosforylaci to-
hoto faktoru. Modifi kaci podléhají zbytky 
serinu a threoninu v pozicích S230, S320, 
S419  a  T142  katalyzované kinázami 
CaMKII (calcium/ calmodulin-dependent 
protein kinase II), PKA (protein kinase A), 

Obr. 2. Aktivace HSF1. 

Transkripční faktor HSF1 se vyskytuje v nestresovaných buňkách jako monomer v inhibič-
ním komplexu s chaperony HSP70 a HSP90. Stresové podmínky vedou k disociaci mole-
kulárních chaperonů a trimerizaci HSF1. Transkripčně aktivní forma HSF1 je pak dále mo-
difi kována fosforylacemi (P) a vyhledává svá vazebná místa (heat-shock elements – HSE) 
v promotorech genů. Mezi HSF1-řízené patří také geny kódující HSP70, HSP90 a HSP27. 
Jejich syntézou se uzavírá zpětnovazebná regulační smyčka aktivity HSF1.



4S22

MECHANIZMY REGULACE PROTEINOVÉ HOMEOSTÁZY VE VÝVOJI NÁDOROVÝCH ONEMOCNĚNÍ

Klin Onkol 2016; 29 (Suppl 4): 4S18–4S24

Literatura

1. Labbadia J, Morimoto RI. The bio logy of proteostasis in 

aging and disease. Annu Rev Biochem 2015; 84: 435– 464. 

doi: 10.1146/ annurev-bio chem-060614-033955.

2. Trcka F, Vojtesek B, Muller P. Protein quality control and 

cancerogenesis. Klin Onkol 2012; 25 (Suppl 2): 2S38– 2S44.

3. Tang Z, Dai S, He Y et al. MEK guards proteome sta-

bility and inhibits tumor-suppressive amyloidogene-

sis via HSF1. Cell 2015; 160(4): 729– 744. doi: 10.1016/

 j.cell.2015.01.028.

4. Morimoto RI. The heat shock response: systems bio-

logy of proteotoxic stress in aging and disease. Cold 

Spring Harb Symp Quant Biol 2011; 76: 91– 99. doi: 

10.1101/ sqb.2012.76.010637.

5. Anckar J, Sistonen L. Regulation of HSF1 function 

in the heat stress response: implications in aging and 

dis ease. Annu Rev Biochem 2011; 80: 1089– 1115. doi: 

10.1146/ annurev-bio chem-060809-095203.

6. Vihervaara A, Sistonen L. HSF1 at a glance. J Cell Sci 

2014; 127(Pt 2): 261– 266. doi: 10.1242/ jcs.132605.

7. Zhang Y, Huang L, Zhang J et al. Targeted disruption 

of hsf1 leads to lack of thermotolerance and defi nes tis-

sue-specifi c regulation for stress-inducible Hsp molecular 

chaperones. J Cell Biochem 2002; 86(2): 376– 393.

8. Izu H, Inouye S, Fujimoto M et al. Heat shock transcrip-

tion factor 1 is involved in quality-control mechanisms in 

male germ cells. Biol Reprod 2004; 70(1): 18– 24.

9. Ruggero D, Pandolfi  PP. Does the ribosome translate 

cancer? Nat Rev Cancer 2003; 3(3): 179– 192.

10. Roux PP, Topisirovic I. Regulation of mRNA transla-

tion by signaling pathways. Cold Spring Harb Perspect 

Biol 2012; 4(11): pii: a012252. doi: 10.1101/ cshperspect.

a012252.

11. Santagata S, Mendillo ML, Tang YC et al. Tight coor-

dination of protein translation and HSF1 activation 

supports the anabolic malignant state. Science 2013; 

341(6143): 1238303. doi: 10.1126/ science.1238303.

12. Dai C, Santagata S, Tang Z et al. Loss of tumor suppres-

sor NF1 activates HSF1 to promote carcinogenesis. J Clin 

Invest 2012; 122(10): 3742– 3754. doi: 10.1172/ JCI62727.

13. Ciocca DR, Arrigo AP, Calderwood SK. Heat shock pro-

teins and heat shock factor 1 in carcinogenesis and tumor 

development: an update. Arch Toxicol 2013; 87(1): 19– 48. 

doi: 10.1007/ s00204-012-0918-z.

14. Hunt C, Morimoto RI. Conserved features of euka-

ryotic hsp70 genes revealed by comparison with the 

nucleotide sequence of human hsp70. Proc Natl Acad Sci 

U S A 1985; 82(19): 6455– 6459.

15. Chen B, Zhong D, Monteiro A. Comparative geno-

mics and evolution of the HSP90 family of genes across 

all king doms of organisms. BMC Genomics 2006; 7: 156.

16. Sreedhar AS, Kalmár E, Csermely P et al. Hsp90 iso-

forms: functions, expression and clinical importance. FEBS 

Lett 2004; 562(1– 3): 11– 15.

17. Young JC, Hoogenraad NJ, Hartl FU. Molecular cha-

perones Hsp90 and Hsp70 deliver preproteins to the mi-

tochondrial import receptor Tom70. Cell 2003; 112(1): 

41– 50.

18. Mayer MP, Schroder H, Rudiger S et al. Multistep me-

chanism of substrate binding determines chaperone acti-

vity of Hsp70. Nat Struct Biol 2000; 7(7): 586– 593.

19. Li J, Buchner J. Structure, function and regulation of 

the hsp90 machinery. Biomed J 2013; 36(3): 106– 117. doi: 

10.4103/ 2319-4170.113230.

20. Mayer MP, Bukau B. Hsp70 chaperones: cellular func-

tions and molecular mechanism. Cell Mol Life Sci 2005; 

62(6): 670– 684.

21. Taipale M, Tucker G, Peng J et al. A quantitative cha-

perone interaction network reveals the architecture of 

cel lular protein homeostasis pathways. Cell 2014; 158(2): 

434– 448. doi: 10.1016/ j.cell.2014.05.039.

22. Taipale M, Krykbaeva I, Koeva M et al. Quantitative 

analysis of HSP90-client interactions reveals principles of 

buňkách patří geny zapojené v proteo-
syntéze (EIF4A2, RPL22), regulaci bu-
něčného cyklu (CDC6, KNTC1, POLA2), 
reparaci DNA a chromatinové remode-
laci (MLH1, CBX3), metabolizmu (FASN, 
PGK1) a  úpravách mRNA (HNRNPA3, 
RBM23) [91]. Unikátní HSF1 transkripční 
program je také aktivován ve fi broblas-
tech nádorového stromatu [92]. HSF1 ve 
stromálních fibroblastech řídí expresi 
secernovaných cytokinů TGF-β a SDF1, 
které stimulují růst sousedních nádoro-
vých buněk. Tyto skutečnosti ukazují, že 
transkripční faktor HSF1 je svou transak-
tivační aktivitou schopen na systémové 
úrovni ovlivňovat nejen fyziologické 
děje v nádorových buňkách, ale také ve 
smíšené nádorové tkáni, čímž výrazně 
přispívá k fenotypové plasticitě, agresi-
vitě a rezistenci nádorů.

Závěr

„Vykonavatelské“ i „systémové“ složky 
mechanizmů řídících buněčnou odpo-
věď na proteotoxický stres zastoupené 
molekulárními chaperony a  transkrip-
čním faktorem HSF1  reprezentují evo-
lučně konzervovaný bio logický princip, 
jehož původní funkcí byla reakce na ne-
příznivé podmínky prostředí. Proteiny 
HSP jsou známy už u  prokaryot. Tran-
skripční faktor HSF1 se objevil u jedno-
buněčných eukaryot, kvasinek. Vznik 
mnohobuněčných organizmů pře-
nesl nutnost jednotlivých buněk reago-
vat na změny prostředí na centralizo-
vanou, organizmální úroveň. Zdá se, že 
u  mnohobuněčných organizmů, u  člo-
věka, nezastává osa HSF1-HSP pouze 
úlohu signální dráhy přežití individuál-
ních buněk, ale koordinuje homeostázu 
celých tkání [92,93]. Heterogenní popu-
lace nádorových a nenádorových buněk 
v komplexní nádorové tkáni vystavené 
proměnlivým podmínkám prostředí 
tak pravděpodobně v  deregulované 
podobě využívají transkripčního pro-
gramu HSF1 pro své vlastní přežití nezá-
visle na přežití celého organizmu. Ačkoli 
systém HSF1-HSP představuje pro nádo-
rovou tkáň efektivní ochranu před cyto-
toxickou protinádorovou léčbou, cílená 
a efektivní inhibice tohoto systému v ná-
dorových buňkách by mohla inaktivovat 
jeden z  klíčových mechanizmů vzniku 
progresivního nádorového onemocnění.

při inhibici mTOR aktivovaného [85] eu-
karyotického iniciačního translačního 
faktoru 4A (eIF4A) látkou zvanou ro-
glamid A [11]. Pozoruhodné je také zjiš-
tění, že alternativní sestřih transkriptu 
eukaryotického elongačního faktoru 
eEF1Bδ vede ke vzniku mRNA kódující 
transkripční faktor kooperující s HSF1 při 
regulaci exprese genů, jejichž promo-
tory obsahují HSE element  [86]. Tyto 
skutečnosti naznačují, že míra protei-
nové syntézy regulovaná kinázou mTOR 
a  translačními faktory je koordinována 
s mírou syntézy složek proteostatického 
aparátu řízenou HSF1.

V současnosti je intenzivně studován 
tzv. Ribosome quality complex (RQC) [87]. 
Jedná se o proteinový komplex asocio-
vaný s ribozomy, které vykazují známky 
aberantního průběhu syntézy. Je tvořen 
komponentami RQC1, Linsterin 1 (LTN1), 
CDC48, TEA2 a dalšími. Vazba RQC k abe-
rantnímu ribozomu vede k  ubikviti-
naci a  proteazomální degradaci synte-
tizovaných polypeptidů a  k  recyklaci 
ribozomálních podjednotek [88]. Protein 
TEA2  je schopen katalyzovat prodlužo-
vání C-konce nedosyntetizovaných po-
lypeptidů o zbytky alaninu a threoninu, 
což vede k aktivaci HSF1 [87,89]. Mecha-
nizmus této aktivace prozatím není znám. 
Aktivita HSF1 tak není korelována pouze 
s mírou translace, ale také s její kvalitou 
monitorovanou RQC.

HSF1 –  nádorově specifi cká 

funkce

Transkripční faktor HSF1  neaktivuje 
pouze geny zapojené do proteostatic-
kých mechanizmů, ale také řadu dal-
ších funkčně rozmanitých genů [90,91]. 
V nádorech je aktivován zcela specifi cký 
transkripční program řízený HSF1  [91]. 
Řada promotorů stresem indukovaných 
genů není v  nádorových buňkách ob-
sazena HSF1. Naopak, HSF1 se v  trans-
formovaných buňkách váže k  promo-
torovým sekvencím odlišným od těch, 
které jsou aktivovány při stresových 
podmínkách  [91]. Nádorově specifi cký 
transkripční program proteinu HSF1  je 
pravděpodobně důsledkem odlišností 
v  typech a  míře stresů, kterým je vy-
stavena nádorová buňka na rozdíl od 
buňky vystavené tepelnému šoku. Mezi 
geny aktivované HSF1  v  nádorových 
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Chaperony endoplazmatického retikula 

na povrchu nádorové buňky a v extracelulárním 

prostředí

Endoplasmic Reticulum Chaperones at the Tumor Cell Surface 
and in the Extracellular Space

Brychtová V., Vojtěšek B.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
Východiska: Chaperony endoplazmatického retikula jsou stresem indukované proteiny, které 
mohou být translokovány mimo endoplazmatické retikulum do cytozolu, buněčné membrány, 
případně extracelulárního prostředí. K transportu chaperonů z endoplazmatického retikula 
dochází především za podmínek stresu endoplazmatického retikula, přičemž konstitutivní 
extracelulární exprese chaperonů byla zaznamenána u nádorových onemocnění. Chaperony 
endoplazmatického retikula lokalizované na povrchu buněk nebo v extracelulárním prostředí 
zastávají odlišné funkce ve srovnání s jejich endoplazmaticko-retikulárně rezidentní variantou, 
neboť se chovají jako multifunkční receptory a ovlivňují tak buněčnou signalizaci a proliferaci. 
Cíl: Předkládaná přehledová práce se zaměřuje především na expresi chaperonů endoplazma-
tického retikula na povrchu nádorových buněk a v extracelulárním prostředí. Popisuje možné 
mechanizmy translokace chaperonů endoplazmatického retikula na povrch nádorových buněk 
zahrnující KDEL transportní mechanizmus a retrotranslokační dráhu a dále vliv posttranslač-
ních modifi kací chaperonů na jejich lokalizaci v buňce. K nejvíce popsaným chaperonům en-
doplazmatického retikula detekovaným na membráně nádorových buněk patří GRP78, GRP94, 
kalretikulin a kalnexin, které se různým způsobem podílejí na signalizaci nádorových buněk. 
Pozornost je dále věnována imunogenním vlastnostem membránově lokalizovaných chape-
ronů, neboť tyto chaperony se mohou účastnit imunitních reakcí buněk. Prostřednictvím inter-
akcí s toll-like receptory nebo při prezentaci antigenů se tak mohou podílet na vrozené i adap-
tivní imunitní odpovědi organizmu a také nádorově-specifi cké imunitě. Exprese chaperonů na 
povrchu nádorových buněk je potenciálně využitelná ve specifi cky cílené protinádorové léčbě, 
stejně tak jako při přípravě léčebných vakcín, proto je závěrečná část práce věnována tomuto 
tématu.

Klíčová slova
endoplazmatické retikulum –  glukózou regulované proteiny –  molekulární chaperony –  KDEL 
sekvence –  imunobio logie
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Úvod

Endoplazmatické retikulum (ER) a nava-
zující Golgiho komplex je nepostrada-
telný buněčný aparát, ve kterém probíhá 
velké množství procesů vč. bio syntézy 
proteinů, jejich sbalení do stabilního 
prostorového uspořádání a  následné 
posttranslační modifikace. Globulární 
proteiny se v  buňkách mohou za ur-
čitých podmínek vyskytovat v  nesba-
lené nebo jen částečně sbalené formě, 
a  to  bezprostředně po vlastní bio-
syntéze nebo při průchodu buněčnými 
membránami. K  denaturaci proteinu 
nebo nedokonalému skládání naopak 
dochází za stresových podmínek, jako 
je vyšší teplota, změna pH nebo hy-
poxie. Základní ochranu buňky před 
vznikem denaturovaných a agregujících 

proteinů zajišťují molekulární chape-
rony. Chaperony lze zařadit do několika 
vzájemně nepříbuzných rodin proteinů, 
které se kromě prevence vzniku amorf-
ních proteinových agregátů podílejí 
i na regulaci vápníkového metabolizmu 
buňky. Mezi nejvíce abundantní lumi-
nální chaperony ER patří glukózou re-
gulované proteiny (GRP), které zahr-
nují protein GRP78  kódovaný genem 
HSPA5, dále protein GRP94  kódovaný 
genem HSP90B1, protein GRP170  kó-
dovaný genem HYOU1 a protein GRP75 
kódovaný genem HSPA9  z  rodiny pro-
teinů teplotního šoku (heat shock pro-
teins –  HSP) a multifunkční protein kal-
retikulin. Molekulární chaperony se 
dělí do několika rodin na základě mo-
lekulové hmotnosti (pro přehled-

nost tab.  1). Kromě chaperonů obsa-
huje lumen ER množství enzymů, které 
se také účastní formování prostoro-
vého uspořádání proteinů. Patří mezi 
ně enzymy z rodiny protein disulfi d izo-
meráz (PDI) s  nejvíce zastoupenými 
ERP57  a  PDI a  skupina protein prolyl 
izomeráz [1,2].

Vysoká intracelulární hladina chape-
ronů je typická pro většinu nádorů a je 
dána zvýšenou proteosyntézou a nároky 
na kapacitu ER u proliferujících nádoro-
vých buněk. Udržováním homeostázy 
ER přispívají chaperony ER k  přežívání 
nádorových buněk a  jejich proliferaci. 
Proteomickou analýzou bylo zjištěno, že 
buněčná membrána nádorových buněk 
obsahuje poměrně velké množství HSP 
a  GRP  [3], které jsou preferenčně ex-
primovány na povrchu nádorových 
buněk ve srovnání s  buňkami zdravé 
tkáně (např. GRP78) [4– 6]. Ukazuje se, že 
funkce luminálních chaperonů přesahují 
hranice ER a kromě skládání proteinů za-
hrnují i  další procesy, jako je regulace 
proliferace, apoptóza a imunitní reakce 
buněk [7– 10].

Lokalizace chaperonů ER

Molekulární chaperony byly dlouhou 
dobu považovány za typické intracelu-
lární proteiny s charakteristickou subce-
lulární lokalizací. Později se ukázalo, že se 
vyskytují i v buněčné membráně a v ex-
tracelulárním prostoru. V současnosti je 
známo, že za normálních podmínek se 
chaperony vyskytují téměř ve všech bu-
něčných kompartmentech, kde se po-

Summary
Background: Endoplasmic reticulum chaperones are stress induced proteins capable of translocation into cytosol, cell membrane or extracellular 
space. The chaperones are transported from the endoplasmic reticulum particularly under endoplasmic reticulum stress conditions, while their 
constitutive extracellular expression was found in many cancers. Cell surface or extracellular endoplasmic reticulum chaperones take up distinct 
functions compared to their endoplasmic reticulum resident variants because they act like multifunctional receptors and thus aff ect cell signaling 
and proliferation. Aim: The presented review focuses primarily on endoplasmic reticulum chaperones expression on the cell surface of cancer cells 
and into extracellular space. The work describes possible mechanisms of chaperones translocation to the cancer cell surface, including KDEL trans-
port mechanism and retrotranslocation and the infl uence of chaperone posttranslation modifi cations on their localization within the cell. Well 
described cancer cell surface endoplasmic reticulum chaperones include GRP78, GRP94, calreticulin and calnexin that are involved in cancer cell 
signaling in diff erent ways. The attention is also paid to immunogenic properties of membrane-localized chaperones for their ability to participate 
in immune reactions. They can take part in innate and adaptive immune response through their interaction with toll-like receptors or during the 
antigen presentation as well as in tumor-specifi c immunity. The expression of endoplasmic reticulum chaperones on the cancer cells surface is 
potentially exploitable in specifi c antitumor therapy as well as vaccine therapy, thus the fi nal part of this review is dedicated to this topic.

Key words
endoplasmic reticulum –  glucose-regulated proteins –  molecular chaperones –  KDEL sequence –  immunobio logy

Tab. 1. Rozdělení molekulárních chaperonů do rodin.

 gen protein synonyma lokalizace

Rodina 

HSP70

HSPA9 HSP70-9 GRP75/mtHSP70 mitochondrie (ER)

HSPA5 HSP70-5 BiP/GRP78 ER

HYOU1 HYOU1 GRP170, ORP-150 ER

HSPA1A HSP70 HSX70, HSP72, HSP70i, HSP70-1 jádro/cytozol

Rodina 

HSP90

HSP90AA1 HSP90-α1 HSP90A, HSP89, HSP86 cytozol

HSP90AA2 HSP90-α2 HSP90alpha cytozol

HSP90AB1 HSP90-β HSP84, HSP90B cytozol

HSP90B1 endo-
plazmin Gp96, GRP94 ER

ER – endoplazmatické retikulum
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zcela jasné, zdali je tato dráha současně 
i zdrojem membránových nebo extrace-
lulárních variant chaperonů ER [19].

Lokalizaci chaperonů ER může kromě 
výše zmiňovaných transportních drah 
ovlivňovat také jejich posttranslační 
modifi kace, jak je to známo u kalretiku-
linu. Extracelulárně se vyskytující forma 
kalretikulinu je glykosylovaná, naopak 
neglykosylovaná forma je výhradně in-
tracelulární, neboť není schopná pro-
jít anterográdní sekreční dráhou ven 
z buňky [20]. Glykosylace nebo jiná mo-
difi kace tak může maskovat signální te-
trapeptid KDEL a zabránit tak jeho vazbě 
s  receptorem. U  proteinu GRP78  bylo 
v  blízkosti KDEL sekvence identifiko-
váno potenciální glykosylační místo 
(Thr648) [24,25]. Současně byly popsány 
další odlišně lokalizované posttrans-
lačně modifi kované varianty kalretiku-
linu v  buňce zahrnující arginylovanou 
formu na buněčné membráně a v cyto-
zolu [26] a citrullinovanou formu souvi-
sející s imunitní aktivitou u revmatoidní 
artritidy [27,28].

Imunogenní vlastnosti 

chaperonů ER

Chaperony ER se mohou díky lokalizaci 
do buněčné membrány nebo extracelu-
lárního prostředí přímo podílet na mo-
dulaci imunitní odpovědi buněk  [29]. 
Imunogenní vlastnosti extracelulárních 
chaperonů ER jsou spjaté s proteiny, které 
se na povrchu buňky chovají jako „signál 
označující nebezpečí“ a  jsou schopné 
interagovat s  receptory buněk imunit-
ního systému. Je známo, že extracelu-

Mechanizmus translokace 

chaperonů ER na buněčný povrch 

a do extracelulárního prostoru

Mechanizmus transportu chaperonů ER 
nesoucích KDEL sekvenci na povrch ži-
vočišných buněk je vysvětlován něko-
lika teoriemi. Za normálních podmínek 
se chaperony ER dostávají do extrace-
lulárního prostředí pomocí KDEL recep-
torů cestou tzv. anterográdního trans-
portu. Za podmínek buněčného stresu 
tento systém naopak napomáhá zadržo-
vání chaperonů v ER-Golgiho komplexu 
obráceným, tzv. retrográdním způso-
bem, kdy jsou nároky buňky na aktivitu 
chaperonů ER zvýšené [20]. Dále se cha-
perony ER mohou směrem ven z buňky 
dostávat jako součást sekrečních váčků, 
přičemž retence pomocí KDEL receptorů 
je překonána z důvodu: 1. nasycení ka-
pacity KDEL receptorů např. v důsledku 
stresu ER v  průběhu tumorigeneze, 
2. mutace v oblasti KDEL sekvence nebo 
KDEL receptorů [14,19], nebo 3. masko-
vání KDEL retenčního motivu asociova-
ným proteinem [21]. Další způsoby, ja-
kými mohou chaperony ER „uniknout“ 
z prostředí ER, zahrnují uvolňování po-
mocí extracelulárních váčků (případně 
exozomů)  [22], případně za podmínek 
buněčného stresu to může být transport 
prostřednictvím tzv. retrotranslokační 
dráhy. Tato dráha je součástí ER-asocio-
vané degradace proteinů (ERAD), která 
zbavuje buňku nestabilních proteinů 
cestou ubikvitinace a  degradace pro-
teazomem  [23]. Chaperony relokalizo-
vané tímto způsobem (např. kalretikulin) 
se dostávají z ER do cytozolu, avšak není 

dílejí na skládání nově vznikajících pro-
teinů, jejich transportu přes membrány 
a také brání agregaci proteinů [11].

Chaperony ER jsou solubilní proteiny, 
které se v lumen ER a v organelách podél 
celé sekreční dráhy (cis-Golgiho aparát) 
účastní posttranslačních úprav proteinů. 
Z  cis-Golgiho komplexu jsou „recyklo-
vány“ a navraceny zpět do ER tzv. COPI 
(Coat protein 1) transportním systémem 
prostřednictvím transportních váčků. 
Tento mechanizmus rozpoznává ER re-
zidentní proteiny na základě charakte-
ristické sekvence na C-konci obsahující 
aminokyseliny Lys-Asp-Glu-Leu (zkra-
cováno KDEL)  [12]. Chaperony mohou 
nést různé alternativy KDEL sekvence, 
které však mají obdobnou funkci  [13]. 
Proteiny vybavené KDEL sekvencí nebo 
její alternativou se pak účastní veziku-
lárního transportu proteinů mezi ER, ER-
-Golgiho komplexem a  trans-Golgiho 
komplexem, aniž by docházelo k  jejich 
uvolňování ven z buňky a ztrátám. Cha-
perony nesoucí KDEL sekvenci jsou vy-
chytávány pomocí KDEL receptorů pří-
tomných v  organelách sekreční dráhy 
a  následně vraceny zpět do ER  [14]. 
Doposud byly popsány tři typy KDEL re-
ceptorů (KDEL1, KDEL2, KDEL3), přičemž 
každý z nich interaguje s jedinečnými re-
tenčními motivy chaperonů ER [13].

Přestože jsou chaperony ER aktivně 
zadržovány v ER, vyskytují se i v ostat-
ních organelách, jako je buněčné jádro, 
mitochondrie a  buněčná membrána. 
Mimo ER se množství chaperonů z  ro-
diny HSP běžně nachází v cytozolu [15]. 
Ně kte ré z  nich mohou asociovat s  fos-
folipidy na luminální straně buněčné 
membrány a asistovat při exportu pro-
teinů z  buňky  [16]. V  mitochondriích 
jsou zase nejvíce zastoupeny chape-
rony z rodin HSP60 a HSP70, které se zde 
účastní bio geneze mitochondriálních 
proteinů [17]. Chaperony se dále účastní 
transportu proteinů z cytozolu do mito-
chondrií a  ER  [18]. Jaderné chaperony 
se naopak podílejí na interakcích DNA 
s  kompletně sbalenými proteiny, a  to 
při vzniku multiproteinových komplexů 
v průběhu remodelace chromatinu [18]. 
V extracelulárním prostředí byly chape-
rony detekovány v extracelulární matrix 
a tělních tekutinách, jako je krevní sérum 
a moč (tab. 2) [19].

Tab. 2. Lokalizace chaperonů ER mimo ER/Golgiho komplex.

Protein Lokalizace mimo ER/Golgiho komplex

HSP47/serpin H1 buněčný povrch, extracelulární prostor, krevní sérum

GRP78/BiP buněčný povrch, jádro, cytozol, mitochondrie

GRP94/gp96 buněčný povrch, jádro

GRP170 buněčný povrch

PDI buněčný povrch

ERP57 buněčný povrch, jádro, cytozol, extracelulární prostor, moč

kalretikulin buněčný povrch, cytozol, extracelulární prostor

ER – endoplazmatické retikulum
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chově lokalizovaného kalnexinu je zřejmě 
modulace adhezivních vlastností a inte-
grinem řízené buněčné signalizace [55].

Extracelulární HSP70 a HSP90

Přestože HSP70 a HSP90 nejsou chape-
rony ER, uvádíme je zde z toho důvodu, 
že jejich extra- i  intracelulární funkce 
jsou poměrně dobře popsány a  sou-
časně se jedná o homology ER rezident-
ních chaperonů (GRP78, GRP94), které 
jsou nádorovými buňkami uvolňovány.

HSP70

Členové rodiny HSP70  asistují při sklá-
dání nascentních proteinů a jsou důleži-
tou součástí procesů zajišťujících buněč-
nou homeostázu. V nádorových buňkách 
je exprese HSP70 často zvýšena a kore-
luje s horší prognózou onemocnění [56]. 
Extracelulární HSP70  se vyskytuje jako 
solubilní protein, dále potom v komplexu 
s  antigenními peptidy nebo jako sou-
část exozomů. Tyto odlišné varianty inter-
agují s  povrchovými receptory nádoro-
vých buněk, buněk imunitního systému, 
endotelovými a  epitelovými buňkami. 
Extracelulární HSP70 v komplexu s nádo-
rovými peptidy interaguje s receptory na 
povrchu antigen-prezentujících buněk 
(CD91, SREC-1) [57,58] a je schopný akti-
vovat NK buňky [37]. Samotný extracelu-
lární HSP70 spouští nespecifi cké imunitní 
reakce (signalizace prostřednictvím akti-
vace TLR2/ 4 receptoru) [58], ovlivňuje in-
vazivitu nádorových buněk regulací akti-
vity matrix-metaloproteázy [59] a aktivací 
zánětlivého mikroprostředí (produkce 
reaktivních kyslíkových radikálů) [60].

HSP90

HSP90 je vysoce exprimovaný chaperon, 
který ovlivňuje funkci a stabilitu velkého 
množství klientních proteinů. V  jader-
ných buňkách obratlovců se vyskytuje 
ve dvou cytozolárních variantách  –  
HSP90α a HSP90β. HSP90 se ve zdravých 
buňkách za fyziologických podmínek 
vyskytuje nejčastěji v cytoplazmě, malá 
frakce je přítomna také v jádře.

V klidovém stavu buňky HSP90 extra-
celulárně neuvolňují, ačkoliv k  jeho se-
kreci dochází v  důsledku stresových 
podmínek, jako je hypoxie, hladovění, vi-
rová infekce, γ-záření nebo v přítomnost 
reaktivních kyslíkových radikálů [61– 65]. 

doposud přesně popsán. K  relokalizaci 
dochází pravděpodobně v  důsledku 
přesycení kapacity retenčního systému 
ER, nebo je GRP78  transportován spo-
lečně s klientními proteiny (může se jed-
nat o  adaptivní mechanizmus nádoro-
vých buněk). Povrchový GRP78 má také 
zcela jiné funkce než jeho ER varianta, 
protože se chová jako multifunkční re-
ceptor, jehož aktivovaná forma podpo-
ruje nádorové bujení. GRP78 je schopný 
vázat α2-makroglobulin a  podporovat 
tak proliferaci, přežívání a metastazování 
nádorových buněk  [36– 38]. Interakce 
s α2-makroglobulinem dále vede k akti-
vaci signálních kaskád ERK1/ 2, p38 MAPK, 
Akt, PI3K a NF-κB [37,39– 42]. Kromě výše 
uvedeného může GRP78  membránový 
receptor jako povrchový protein pod-
porovat tvorbu autoprotilátek, které 
mají vlastnosti agonistické s α2-makro-
globulinem a po interakci s receptorem 
vedou k indukci proliferace nádorových 
buněk [43,44].

GRP94/ Gp96

GRP94 je nejvíce abundantním proteinem 
ER a podobně jako u GRP78 jeho zvýšená 
exprese souvisí s  nádorovou transfor-
mací [45]. Jako chaperon ER nese C-kon-
cový ER retenční peptid KDEL, který však 
nefunguje absolutně. Z toho důvodu byl 
GRP94 detekován i na membráně nádo-
rových buněk a v extracelulární tekutině 
(pankreatické šťávě) [46– 48]. Jeho funkce 
na membráně však není zcela jasná, ale 
je známo, že GRP94 je schopný aktivovat 
dendritické buňky a nádorově specifi cké 
T buňky [49].

Kalretikulin a kalnexin

Kalretikulin je vysoce konzervovaný cha-
peron ER, který ačkoliv je majoritně lo-
kalizován do ER, vykazuje množství dal-
ších intra- i  extracelulárních lokalizací. 
V ER je jeho hlavní úlohou asistovat spo-
lečně se svým homologem kalnexinem 
při skládání a kontrole nově syntetizova-
ných glykoproteinů. Povrchově lokalizo-
vaný kalretikulin má různé funkce, které 
zahrnují podporu rozpadu fokálních ad-
hezí a migrace [50,51], dále zprostředko-
vání fagocytózy umírajících nádorových 
buněk [52– 54]. Kalnexin patří stejně jako 
kalretikulin mezi proteiny ER detekované 
na buněčné membráně. Funkcí povr-

lární chaperony, jako jsou HSP27, HSP60, 
HSP70, GRP94, HSP90 nebo GRP170, se 
mohou vázat s TLR (toll like receptor) re-
ceptory, které jsou obvykle exprimovány 
dendritickými buňkami a  makrofágy, 
a tudíž se účastní vrozené imunitní od-
povědi organizmu [29]. Jako chaperony 
ER schopné aktivovat imunitní systém 
na povrchu buňky nebo v extracelulár-
ním prostředí byly popsány kalretikulin, 
GRP78 a GRP94 [30– 34]. Kromě toho je 
známo, že GRP96  je schopný aktivovat 
nádorově-specifi ckou imunitu [35].

GRP94 a GRP170 se podílejí na prezen-
taci antigenu a jejich sekretované formy 
jsou schopné vyvolat vrozenou a adap-
tivní imunitní odpověď  [2]. Na základě 
výše uvedených vlastností se vybrané 
chaperony ER ukazují jako potenciálně 
vhodné cíle pro vývoj protinádorových 
léčebných vakcín.

Chaperony ER na povrchu 

nádorových buněk

ER je jednou z klíčových organel pro udr-
žení stavu buněčné homeostázy. Pokud 
jsou funkce ER narušeny v důsledku ne-
dostatku živin, hypoxie, změn v metabo-
lizmu vápníku, změn v  oxido-redukční 
rovnováze nebo změn v  hodnotě pH, 
dochází ke stresu ER a následnému hro-
madění nesbalených nebo špatně sbale-
ných proteinů.

V mikroprostředí nádoru jsou buňky 
vystaveny stresu ER v  důsledku změn 
buněčného metabolizmu na mnoha 
úrovních. Na tyto podmínky pak reagují 
mimo jiné i extracelulární expresí chape-
ronů ER.

GRP78/ BiP

Jedním z nejlépe popsaných chaperonů 
ER je GRP78 (BiP). GRP78 patří do rodiny 
HSP70 a  je považován za hlavní chape-
ron ER, který zprostředkovává skládání 
proteinů vč. jejich kontroly, účastní se 
vápníkového metabolizmu udržováním 
jeho homeostázy a podílí se na signali-
zaci během stresu ER. V prostředí nádoru 
nebo za podmínek stresu ER je exprese 
GRP78  výrazně indukovaná. GRP78  byl 
kromě ER detekován také na membráně 
nádorových buněk, přičemž buňky 
zdravé tkáně povrchový GRP78  nor-
málně neexprimují. Mechanizmus, kte-
rým se GRP78 dostává na povrch, nebyl 
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rovým onemocněním. Doposud bylo 
testováno využití autologního sekreč-
ního fúzního proteinu GRP94 s nádoro-
vými antigenními peptidy. Tato vakcína 
měla na myších modelech antiprolife-
rativní a  antimetastatický efekt, avšak 
v klinických testech byl její imunogenní 
účinek velmi variabilní  [69– 71]. Využití 
GRP170  fúzního proteinu s  plnodélko-
vými antigeny se ukázalo jako efektivní 
při léčbě nádorů prostaty na myších 
modelech  [72]. Aktivace dendritických 
buněk a protinádorová imunitní odpo-
věď byla posílena při syntéze fúzního 
proteinu GRP170 s NF-κB aktivující do-
ménou bakteriálního proteinu fl agelinu 
u metastazujících nádorů u myší [73].

Závěr

Hlavní složky extracelulárního prostředí 
zahrnují metaloproteázy a signální mo-
lekuly extracelulárního prostředí s jejich 
receptory. Z pohledu nádorové bio logie 
mohou extracelulární chaperony působit 
jako na membránu vázané proteiny, které 
interakcí s povrchovými receptory spou-
štějí intracelulární signalizaci. Jako extra-
celulární solubilní proteiny interagují se 
složkami extracelulární matrix a podpo-
rují tak metastazování a  invazivitu ná-
dorů. Současně mohou sloužit jako on-
kogenní proteiny aktivní v mezibuněčné 
komunikaci. Obecně tedy mohou cha-
perony ER hrát dvojí bio logickou a imu-
nologickou roli, která vychází především 
z jejich buněčné lokalizace. Intracelulární 
chaperony ER mají ochrannou funkci 
podporující přežití nádorových buněk 
za nepříznivých podmínek, zatímco na 
membránu vázané a extracelulární cha-
perony ER usnadňují imunologické roz-
poznání nádorových buněk a  jejich 
likvidaci.

Přes značné množství odborných prací 
stále zůstávají nezodpovězené otázky 
ohledně mechanizmu exportu chape-
ronů ER do extracelulárního prostředí 
nádoru a  jejich přesné extracelulární 
funkce. Je však zřejmé, že chaperony 
ovlivňují jak samotné nádorové buňky, 
tak i nádorové mikroprostředí. Jako stre-
sem indukované proteiny mohou přispí-
vat k  tumorigenezi a  lékové rezistenci, 
ale současně díky možnosti své speci-
fi cké inhibice jsou zároveň i nadějnými 
cíli protinádorové terapie.

Naopak nádorové buňky vykazují kon-
stitutivní extracelulární expresi HSP90, 
obzvlášť v  případě nádorů s  abnor-
málně vysokou expresí HIF-1α [66]. Mezi 
popsané buněčné regulátory sekrece 
HSP90  patří nádorový supresor p53, 
HIF-1α a ubikvitin ligáza Hectd1 [65].

HSP90 nenese sekreční signální pep-
tid a  je uvolňovaný z  buněk prostřed-
nictvím exozomální sekreční dráhy [67]. 
Jeho hlavní funkcí je podpora motility 
a  nádorové progrese, za což je odpo-
vědný 115  aminokyselin dlouhý pep-
tid (aminokyseliny 236-350) na povrchu 
proteinu. Mezi extracelulární interakční 
partnery HSP90 patří HER2 receptor, ma-
trix metaloproteázy, LRP-1 [68].

HSP90  byl podobně jako i  další HSP 
proteiny detekován jako molekula cirku-
lující v krvi. Zvýšené hladiny plazmatic-
kého HSP90α byly popsány u pa cientů 
s  karcinomem prsu, plic, pankreatu 
a jater. Přesto dia gnostický význam de-
tekce HSP90  v  krvi zatím není zcela 
jednoznačný [66].

Povrchové a extracelulární 

chaperony ER a protinádorová 

léčba

Preferenční exprese GRP78  na povr-
chu nádorových buněk umožňuje vyu-
žití specifi cky cílené protinádorové léčby 
s minimálním nežádoucím účinkem na 
zdravé buňky. Potenciálním cílem této 
léčby jsou současně podpůrné buňky 
nádorové tkáně, na jejichž povrchu byl 
GRP78  také identifi kován  [2]. Léčebné 
strategie zaměřené na GRP78 využívají 
např. peptidových ligandů konjugova-
ných s  cytotoxickým agens. Aplikace 
specifi cké IgG monoklonální protilátky 
(Mab159) spouští endocytózu a degra-
daci povrchového GRP78  a  současně 
apoptózu nádorových buněk (xeno-
graftů karcinomu plic, tlustého střeva, 
metastáz karcinomu prsu a melanomu) 
prostřednictvím inhibice PI3K signali-
zace [39]. Tato protilátka je potenciálně 
využitelná pro in vivo zobrazování při vý-
běru vhodného pa cienta pro léčbu pro-
tinádorovou Mab159  protilátkou nebo 
pro sledování progrese onemocnění 
a odpovědi na léčbu.

Další léčebnou strategií je protiná-
dorová vakcinace, která umožňuje per-
sonalizovanou léčbu pa cientů s  nádo-
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Proteiny Rab, vnitrobuněčný transport 

a nádorová onemocnění

Rab Proteins, Intracellular Transport and Cancer

Černochová R., Nekulová M., Holčáková J.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
Východiska: Proteiny Rab jsou malé monomerní enzymy umožňující hydrolýzu guanozintrifos-
fát (GTP) na guanozindifosfát (GDP) a se řadí se do rozsáhlé nadrodiny proteinů Ras. Dosud bylo 
popsáno více než 60 těchto proteinů, které působí především jako regulátory vnitrobuněč-
ného transportu. Většina Rab GTPáz je umístěna specifi cky na vnitrobuněčných membránách, 
kde zajišťují napojení na motorické proteiny a cytoskelet a řídí různé kroky transportních drah 
vč. formování a pohybu vezikulů či membránových fúzí kontrolujících sekreci, endocytózu, re-
cyklaci a degradaci proteinů. V posledních letech je stále častěji zmiňována deregulace exprese 
proteinů Rab u různých typů malignit. Zvyšuje se počet onemocnění, u kterých byla zjištěna 
souvislost s mutacemi v proteinech Rab či v proteinech s nimi spolupracujících a přibývají dů-
kazy o zapojení Rab do patologických stavů lidského organizmu, jako je selhání imunity, obe-
zita a diabetes, Alzheimerova choroba nebo dědičná genetická onemocnění. Funkční poruchy 
Rab způsobené mutacemi nebo aberantními posttranslačními modifi kacemi vedou ke změ-
nám v transportu proteinů a vezikulů, které hrají zásadní úlohu při vzniku a vývoji nádorových 
onemocnění a deregulace exprese Rab často ovlivňuje migraci, invazivitu, proliferaci a lékovou 
rezistenci nádorových buněk. Cíle: Tento článek shrnuje základní funkce proteinů Rab v buňce, 
popisuje mechanizmus jejich působení a zaměřuje se na současné poznatky o úloze těchto 
GTPáz při karcinogenezi. 

Klíčová slova
proteiny Rab –  transport proteinů –  karcinogeneze 

Summary
Background: Rab proteins are small monomeric enzymes which belong to the large Ras protein 
superfamily and allow hydrolysis of guanosine triphosphate (GTP) to guanosine (GDP). Up to 
now more than 60 proteins have been described that act primarily as regulators of intracellular 
transport. Rab GTPases are mostly located at the intracellular membranes, where they provide 
connections to motor proteins and to the cytoskeleton and control various steps of the traffi  c 
pathways including the formation and movement of vesicles or membrane fusion controlling 
secretion, endocytosis, recycling and degradation of proteins. Today, the deregulated expres-
sion of Rab protein is discussed in diff erent types of malignancies. The number of identifi ed 
diseases associated with mutations in Rab proteins or their cooperating partners increases 
and the evidence for the involvement of Rab to the human pathologies such as the immune 
failure, obesity and diabetes, Alzheimer‘s disease or hereditary genetic diseases is growing. The 
malfunctions of Rab proteins caused by mutations or aberrant posttranslational modifi cations 
lead to changes in the protein and vesicle traffi  cking, which play a crucial role in the formation 
and development of cancer and the deregulation of Rab expression frequently infl uences the 
migration, invasion, proliferation and drug resistance of the tumor cells. Aims: This article sum-
marizes the main functions of Rab proteins in the cells, describes the mechanism of their acti-
vity and focuses on the current knowledge about the roles of these GTPases in carcinogenesis.
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Rab GTPases –  protein transport –  carcinogenesis
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Úvod

Proces maligní transformace buňky je 
ovlivněn řadou buněčných pochodů 
a studium procesů probíhajících v nádo-
rových buňkách je nezbytné pro pocho-
pení vlastností malignit a hledání vhod-
ných přístupů při jejich léčbě. Správný 
průběh životního cyklu buňky je pod-
míněn uplatněním funkcí jednotlivých 
proteinů, k čemuž je nezbytná nejen je-
jich správná syntéza, ale i třídění uvnitř 
buňky a doprava k cílovým místům půso-
bení. Je zřejmé, že vnitrobuněčný trans-
port proteinů zahrnuje široké spektrum 
procesů a je ovlivňován mnoha faktory. 
Na těchto komplikovaných procesech se 
značnou měrou podílejí i proteiny rodiny 
Rab. Proteiny Rab se účastní hned něko-
lika kroků intracelulárního transportu 
proteinů a  jsou zapojeny i do regulace 
sekrece a endocytózy [1]. Odchylky v en-
docytóze, nepřesné cílení transportních 
váčků či nesprávná recyklace buněčných 
receptorů se následně projevují v  pro-
cesech buněčné adheze, migrace a pro-
liferace, v polaritě buněk a v jejich pře-
žívání. Abnormality v  intracelulárním 
transportu proteinů poté mohou inicio-
vat ně kte rá onemocnění, vč. nádoro-
vého bujení, Alzheimerovy choroby či 
autoimunitních onemocnění [2].

Vnitrobuněčný transport proteinů

Vnitrobuněčný transport je tradičně 
dělen na dvě základní dráhy  –  exocy-
tickou a endocytickou. Exocytóza zahr-
nuje transport materiálu syntetizova-
ného buňkou k plazmatické membráně 
směřující k  sekreci makromolekul ven 
z buňky a také distribuci syntetizovaných 
makromolekul k  organelám vlastního 
endomembránového systému. Endocy-
tóza naopak označuje příjem molekul 
menších než 500 nm z vnějšího prostředí 
buňky  [3]. Nejčastěji se jedná o  složky 
plazmatické membrány, povrchové re-
ceptory a také živiny. Část endocytova-
ného materiálu může být recyklována 
a transportována zpět na povrch buňky, 
čímž dochází k propojení obou drah [4]. 
Jednotlivé transportní kroky jsou usku-
tečňovány prostřednictvím váčků nazý-
vaných vezikuly. Celý transportní proces 
zahrnuje vytvoření vezikulu, jeho pohyb 
směrem k  akceptoru, připojení a  závě-
rečnou fúzi s akceptorovou membránou. 

Pohyb váčku probíhá za účasti cytoske-
letu nebo pomocí difuze [5].

Exocytická dráha

Drsné endoplazmatické retikulum (ER) 
je buněčná organela zodpovědná za 
syntézu transmembránových a sekreto-
vaných proteinů. Aby mohly nově syn-
tetizované proteiny plnit své funkce, je 
nutný jejich transport k  cílovým mís-
tům v  buňce. Po složení proteinu, pří-
padných posttranslačních modifi kacích 
a  kontrole kvality jsou proteiny shro-
mážděny a  baleny do anterográdních 
(směřujících vpřed) transportních vezi-
kulů, jejichž povrch je tvořen obalovými 
proteiny COPII (coat protein II) [6]. Tyto 
transportní váčky přenášejí proteiny 
z ER na přilehlou, cis stranu Golgiho apa-
rátu (GA). Soustava GA je zodpovědná za 
úpravu a třídění proteinů a dalších bu-
něčných makromolekul.

Ně kte ré z proteinů, hlavně ty s cílovou 
lokalizací v  ER, mohou být z  cis strany 
GA vráceny zpět do ER pomocí retro-
grádních (zpětných) transportních vezi-
kulů, které jsou tvořeny obalovými pro-
teiny COPI (coat protein I)  [6]. Většina 
proteinů je však v GA dále modifi kována, 
případně skladována a  následně pře-
misťována z cis-GA do odvrácené, trans 
strany GA, resp. až na okrajovou část na-
zývanou trans Golgiho síť (trans-Golgi 
network –  TGN), ve které dochází k hlav-
nímu třídění proteinů [7].

V oblasti TGN se rozhoduje o  dalším 
osudu proteinů. Jednou z  možností je 
dráha konstitutivní sekrece, kdy jsou 
proteiny nepřetržitě transportovány 
k plazmatické membráně a vylučovány 
ven z  buňky. Možná je také exocytóza 
využívající transportní nosiče, které pro-
teiny převzaté z TGN na určitý čas zadr-
žují v cytozolu a vylučují je z buňky až po 
přijetí signálu stimulujícího exocytózu. 
Třetí možností je pohyb molekul z TGN 
anterográdním směrem do cílového 
místa jejich působení a  poté, co splní 
svoji funkci, následný transport přes en-
dozom až do lysozomu (Lys), kde jsou 
degradovány [8].

Endocytická dráha

Vznik endocytického váčku z  kompo-
nent plazmatické membrány je zpro-
středkován specifickými obalovými 

proteiny, mezi které patří např. klatrin 
a  kaveolin  [3]. Endocytický váček ná-
sledně fúzuje s raným endozomem (EE). 
Odtud většina proteinů postupuje přes 
pozdní endozom (LE) až k Lys, kde jsou 
degradovány. Ně kte ré proteiny však 
mohou být z  EE recyklovány a  trans-
portovány zpět na plazmatickou mem-
bránu. Tímto procesem dochází k  pro-
pojení endocytické a  exocytické dráhy 
a vznikají tzv. endocytické a exocytické 
cykly (EECs) [4].

EECs se velkou měrou zapojují do re-
gulace signálních buněčných drah. Je-li 
receptor nebo jeho ligand endocytován 
a následně degradován, dochází k osla-
bení signální dráhy, naopak transport re-
ceptorů na buněčnou membránu vede 
k  zesílení buněčné signalizace. Příkla-
dem může být signalizace zprostředko-
vaná receptorem pro epidermální růs-
tový faktor (epidermal growth factor 
receptor –  EGFR) [4].

Z důvodu velkého množství různo-
rodých molekul směřujících do jednot-
livých cílových destinací v buňce je ne-
zbytná dokonalá regulace jednotlivých 
transportních drah. Klíčovými regulá-
tory těchto pochodů jsou proteiny ro-
diny Rab.

Rab proteiny

Proteiny Rab jsou jedny z klíčových fak-
torů řídících vnitrobuněčný vezikulární 
transport. Jejich hlavními funkcemi je 
zajištění specifi city transportu vazbou 
na transportní váček a defi nování iden-
tity jednotlivých buněčných organel. 
Umožňují také napojení na motorové 
proteiny (myozin) a  cytoskelet, čímž 
usnadňují pohyb vezikulů s transporto-
vaným materiálem k příslušným cílovým 
organelám [9]. Proteiny rodiny Rab jsou 
malé monomerní GTPázy, tedy enzymy 
hydrolyzující guanozintrifosfát (GTP) na 
guanozindifosfát (GDP), které se spolu 
s  příbuznými rodinami ARF, Ran a  Rho 
řadí do proteinové nadrodiny Ras  [3]. 
Jejich vlastní GTPázová aktivita umož-
ňující přechod mezi aktivními a neaktiv-
ními stavy proteinu je předurčuje k roli 
důležitých regulačních molekul.

Struktura proteinů Rab

Dosud bylo v  lidském genomu iden-
tifikováno přibližně 70  genů pro pro-
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afi nitu k enzymu RGGT. Z tohoto důvodu 
cytozolický Rab-GDP interaguje s  Rab 
doprovodným proteinem (REP), který 
napomáhá interakci s  RGGT a  umožní 
tak potřebnou modifi kaci proteinu [15].

V případě potřeby jsou proteiny Rab 
směřovány k membráně a dochází k je-
jich přeměně na aktivní formu. Pro tuto 
aktivaci je potřeba odstranění GDI a ná-
sledná výměna GDP za GTP. Regulační 
protein označovaný GDF podporuje při-
pojení Rab-GDP k membráně. Po připo-
jení může výměna guanozin nukleotidů 
proběhnout samovolně vlastní aktivi-
tou Rab GTPázy, obvykle je však usku-
tečněna pomocí regulačního proteinu 
GEF, který tento proces značně urych-
luje [16]. Na aktivní komplex Rab-GTP se 

vzniku neaktivních forem Rab-GDP [2]. 
Pro jejich aktivaci je zapotřebí procesu 
prenylace. Prenylace proteinů je post-
transkripční modifi kace, při které jsou 
na  cysteinové zbytky obsažené v  pro-
teinových motivech C-terminální ob-
lasti připojeny izoprenoidní zbytky, které 
molekule dodají hydrofobní charakter 
a usnadní pozdější spojení daného pro-
teinu s konkrétními místy v cílové mem-
bráně. V případě proteinů Rab se jedná 
o kovalentní připojení geranylové sku-
piny na dva cysteinové zbytky pomocí 
enzymu Rab geranylgeranyl transferázy 
(RGGT) [14]. Pokud není protein Rab pre-
nylován, resp. geranylován, zůstává i na-
dále v  cytozolu buňky. Nově synteti-
zované proteiny Rab však mají nízkou 

teiny Rab  [8], které jsou lokalizovány 
na různých chromozomech  [10]. Pro-
dukty těchto genů regulují jednotlivé 
kroky třídění a přenosu proteinů v růz-
ných částech buňky. Jednotlivé geny kó-
dující různé proteiny Rab mohou pod-
léhat alternativnímu sestřihu, což vede 
ke vzniku proteinových izoforem s  od-
lišnými funkcemi [10]. U mnohých pro-
teinů Rab není jejich přesná funkce 
zatím známa [2].

Proteiny rodiny Rab vykazují prů-
měrně pouze 30% sekvenční homolo-
gii [2]. Jsou tvořeny přibližně 220 amino-
kyselinami a jejich molekulová hmotnost 
se pohybuje okolo 24 kDa [3].

Pro strukturu těchto proteinů je typická 
přítomnost několika vysoce konzervova-
ných oblastí vyskytujících se i u dalších 
zástupců nadrodiny Ras. Důležitá je gua-
nin nukleotid vazebná doména obecně 
se vyskytující u GTPáz. Pět krátkých ob-
lastí označovaných RabF1–5  bylo na-
opak identifikováno pouze u  rodiny 
Rab [11]. Rodina proteinů Rab je dále dě-
lena na tzv. podrodiny, pro které byly de-
finovány čtyři charakteristické protei-
nové motivy označované RabSF1–4 [3]. 
Celkem bylo defi nováno 10 podrodin –  
Rab1, Rab3, Rab4, Rab5, Rab6, Rab8, 
Rab11, Rab22, Rab27 a Rab40, nicméně 
mnoho proteinů Rab není možné do 
těchto podrodin zařadit. V  zásadě se 
jednotlivé proteiny Rab odlišují přede-
vším v C-terminální oblasti, která je ne-
zbytná pro správnou lokalizaci proteinu 
Rab v buňce [12]. Nacházejí se zde pro-
teinové motivy XXXCC, XXCCX, XCCXX, 
CCXXX a XXCXC (kde X je libovolná ami-
nokyselina) obsahující dva cysteinové 
zbytky nezbytné pro prenylaci proteinu 
(viz níže) (obr. 1) [13].

Cyklus Rab proteinů v buňce

Obdobně jako jiné GTPázy, mohou se pro-
teiny Rab vyskytovat v buňce ve dvou for-
mách, a to v aktivní formě s navázaným 
GTP (Rab-GTP) a neaktivní formě s navá-
zaným GDP (Rab-GDP). V cytozolu se vy-
skytují v neaktivní konformaci v komplexu 
s disociačním inhibitorem (GDI) [10]. Pro 
aktivaci Rab a umožnění jeho fúze s mem-
bránou je nutné odstranění GDI a  ná-
sledná výměna GDP za GTP (obr. 2).

Syntéza proteinů Rab de  novo pro-
bíhá na ribozomech v cytozolu a vede ke 

Obr. 2. Schematické znázornění aktivace proteinů Rab v buňce.

Proteiny Rab se vyskytují v buňce ve dvou formách – v aktivní formě s navázaným GTP 
a neaktivní formě s navázaným GDP. V cytozolu jsou proteiny Rab neaktivní v komplexu 
s disociačním inhibitorem (GDI). Pro aktivaci Rab a jeho připojení k membráně je nezbytné 
odstranění GDI a výměna GDP za GTP.

Obr. 1. Schéma struktury proteinu Rab.

Struktura proteinu Rab s označenými motivy specifi ckými pro celou rodinu Rab (RabF) 
a pro jednotlivé podrodiny Rab (RabSF), které se podílejí na protein-proteinových interak-
cích. Na C-konci proteinu je hypervariabilní doména s dicysteinylovým prenylačním sig-
nálem (CC).

hypervariabilní oblast se dvěma cysteinovými zbytky pro prenylaci proteinu 

RabF – proteinové motivy specifi cké pro rodinu Rab 

RabSF – proteinové motivy specifi cké pro jednotlivé podrodiny Rab

N-konec C-konec

1 220
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buňky [20]. V případě potřeby opětovné 
aktivace proteinu Rab se uplatní funkce 
proteinů GDFs, které katalyzují disociaci 
GDI z proteinu Rab [21].

Mechanizmus působení 

Rab proteinů

Efektorové molekuly proteinů Rab

Proteiny Rab mohou být k  transport-
ním váčkům přidruženy hned při je-
jich formování na donorové mem-
bráně nebo až po určité době od jejich 
vzniku. Následně jsou vezikuly přemis-
ťovány k cílovým místům pomocí difuze 
nebo za účasti motorových proteinů 
cytoskeletu [5].

Proteiny Rab ve své GTP vázané ak-
tivní formě interagují v  blízkosti svých 
cílových membrán s  řadou efektoro-
vých molekul. Jednotlivé komplexy Rab-
-efektor se liší svou strukturou a podle 
typu proteinu Rab také svou lokalizací 
v buňce [22]. Obecně jsou tyto efektory 
označovány jako proteiny SNAREs (sol-
uble N-ethylmaleimide sensitive fac-

bující hydrolýzu GTP aktivního pro-
teinu, a tedy jeho přeměnu na neaktivní 
formu [17]. Obsahují regulační doménu 
TBC s konzervovanou oblastí obsahující 
aminokyseliny arginin a glutamin, které 
přispívají ke zrychlení katalytické akti-
vity GTPázy Rab [18]. Dosud bylo iden-
tifi kováno nejméně 38 různých lidských 
GAPs [19]. Většina GEFs a GAPs jsou peri-
ferní membránové proteiny, které regu-
lují aktivitu určitých proteinů Rab, a jiné 
proteiny z rodiny Rab zase mohou řídit 
jejich funkci. Vzniká tak síť vzájemných 
pozitivních a negativních interakcí mezi 
jednotlivými proteiny Rab [1].

GDIs a GDFs
Funkce GDI se uplatňuje po ukončení 
procesu vezikulárního transportu, resp. 
po deaktivaci proteinu Rab a jeho diso-
ciaci z membrány. GDI preferuje vazbu 
na neaktivní konformaci Rab-GDP. Váže 
se na jeho C-terminální prenylovanou 
část, čímž zabraňuje interakci s membrá-
nou a protein je tak udržován v cytozolu 

následně mohou vázat další efektorové 
molekuly.

Po splnění své funkce je protein Rab 
inaktivován hydrolýzou GTP, která může 
proběhnout opět samovolně vlastní 
GTPázovou aktivitou proteinu Rab nebo 
s  pomocí regulačního proteinu GAP, 
který hydrolýzu usnadňuje a také urych-
luje  [16]. Po inaktivaci může být Rab-
-GDP recyklován zpět do donorového 
kompartmentu za účasti inhibičního re-
gulátoru GDI, kde může být reaktivo-
ván a  opětovně tak plnit svou funkci 
(obr. 3) [10].

Molekuly regulující aktivitu 

proteinů Rab 

GEFs a GAPs
GEFs vystupují jako pozitivní regulátory 
cyklu Rab proteinů stimulují výměnu 
GDP za GTP u  proteinu Rab na mem-
bráně donorového kompartmentu, čímž 
podporují vznik jeho aktivní formy  [2]. 
GAPs (GTPase activating proteins) jsou 
naopak negativní regulátory způso-

Obr. 3. Cyklus proteinů Rab v buňce.

1. Nově syntetizovaný protein Rab a průběh prenylace. 2. Odstranění disociačního inhibitoru, aktivace Rab a jeho připojení na mem-
bránu. 3. Zapojení jednotlivých regulačních molekul a efektorů, vznik, navedení a transport vezikulu k akceptorové membráně. 4. Hyd-
rolýza GTP a deaktivace Rab proteinu.
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ních molekul. Deregulace této endocy-
tické dráhy může bránit normální degra-
daci receptorů nebo naopak vést k jejich 
nadměrné recyklaci a transportu zpět na 
buněčný povrch. Následkem těchto od-
chylek od běžných procesů může být 
narušení homeostázy buňky a  změny 
proliferace, adhezivity, polarity i dalších 
vlastností buněk, které úzce souvisejí 
s procesem karcinogeneze  [2]. Přehled 
vybraných proteinů Rab a jejich exprese 
u nádorových onemocnění jsou shrnuty 
v tab. 1 [31– 68].

Dosud bylo popsáno několik me-
chanizmů, jakými mohou proteiny Rab 
ovlivňovat maligní transformaci buněk 
a růst nádorů.

Změny exprese proteinů Rab 

v nádorových buňkách

U nádorových buněk zatím nebyla nale-
zena žádná aktivující mutace genů RAB, 
u  různých typů nádorů však byly iden-
tifi kovány odchylky v  expresi proteinů 
Rab, které souvisejí se změnami v mem-
bránovém přenosu [69]. Příkladem jsou 
proteiny Rab1b, Rab4b, Rab10, Rab22a 
nebo Rab24, jejichž exprese je zvýšena 
u hepatocelulárního karcinomu [70].

Hladiny proteinů Rab1  a  Rab2, které 
zajišťují transport mezi ER a  GA, jsou 
zvýšeny u  karcinomu jazyka  [31] a  vy-
soká hladina Rab20 byla zjištěna u kar-
cinomu pankreatu a triple negativního 
karcinomu prsu [71,72].

Ze studií expresních profi lů mikroRNA 
(miRNA) u nádorových vzorků je zřejmé, 
že snížení hladiny ně kte rých miRNA 
je spojeno s  vysokou expresí proteinů 
Rab. Příkladem je miR-9 a Rab34, let-7a 
a  Rab40c u  karcinomu žaludku  [73,74] 
nebo has-miR-373 a Rab22a u karcinomu 
střeva  [75]. Zároveň mohou být geny 
RAB hypermetylovány a  jejich exprese 
potlačena, příkladem je Rab32  u  kar-
cinomu střeva a  žaludku  [63,64] nebo 
Rab37  u  metastazujícího karcinomu 
plic [66].

Z veřejně dostupných databází ex-
presního profilování vyplývá, že ex-
prese genů RAB je snížena nebo zvý-
šena u  všech typů nádorů kromě 
myelomů [76]. Pro správnou funkci intra-
celulárního transportu je patrně nutné 
udržení správné hladiny proteinů Rab, 
exprese téhož proteinu totiž může být 

padně následně po přesunu nákladu do 
akceptorové organely, dochází k  inak-
tivaci proteinu Rab a  k  jeho disociaci 
z membrány.

Vnitrobuněčná lokalizace 

proteinů Rab

Za podmínek dynamické rovnováhy 
buňky jsou proteiny Rab akumulo-
vány u svých cílových organel, a mohou 
být proto považovány za markery 
těchto jednotlivých buněčných kom-
partmentů [12]. Distribuce jednotlivých 
proteinů Rab je z velké části ovlivněna 
výskytem jejich efektorových mole-
kul [28]. Pro jednotlivé zástupce rodiny 
Rab je však dosud popsáno jen málo 
konkrétních efektorů a  ty byly nejčas-
těji identifi kovány pomocí kvasinkového 
dvouhybridního systému nebo meto-
dou afinitní chromatografie. U  ně kte-
rých zástupců proteinů Rab nebyly efek-
tory zatím vůbec popsány a jejich funkce 
tak zůstávají nejasné [29].

Proteiny Rab a nádorová 

onemocnění

V posledních desetiletích se zvyšuje 
počet onemocnění, u kterých byla zjiš-
těna souvislost s  mutacemi v  protei-
nech Rab či proteinech s  nimi spolu-
pracujících. Přibývají důkazy o zapojení 
proteinů Rab do patologických stavů 
lidského organizmu, jako jsou selhání 
imunity, výskyt obezity a  diabetu, Alz-
heimerova choroba, dědičná genetická 
onemocnění (Carpenterův syndrom, 
Griscelliho syndrom, Heřmanského-Pud-
lákův syndrom apod.) nebo nádorová 
onemocnění [29]. 

Proteiny Rab jsou klíčové pro prolife-
raci a migraci nádorových buněk a jejich 
invazi do extracelulární matrix (ECM), ko-
munikaci se stromálními buňkami a re-
zistenci vůči léčivům  [30]. Z  pohledu 
karcinogeneze se jako zásadní jeví za-
pojení proteinů Rab do přepravy buněč-
ných povrchových receptorů. V  tomto 
ohledu je pozornost věnována např. 
EGFR a  receptoru pro mannosa-6-fos-
fát (M6PR)  [8]. Transport těchto endo-
cytovaných receptorů a  s  nimi asocio-
vaných molekul mezi cytoplazmatickou 
membránou a  membránami buněč-
ných organel má za následek selektivní 
degradaci, recyklaci a  sekreci signál-

tor attachment protein receptors)  [19]. 
Se SNAREs dále interagují SM proteiny 
(Sec1/ Munc18-like proteins) a jiné uva-
zující (tethering) faktory [23].

Jako uvazující faktory jsou označovány 
proteiny potřebné k  ukotvení váčku 
k membráně před samotným procesem 
fúze. Dělí se na dvě hlavní skupiny, které 
se vyskytují napříč endocytickou i  se-
kreční dráhou [24]. První skupinou jsou 
homodimerické šroubovicové proteiny 
(coiled-coil tethering proteins), které 
díky své délce přibližně 200 nm mohou 
transportní vezikul vázat na poměrně 
dlouhou vzdálenost  [25]. Druhou sku-
pinu tvoří proteinové komplexy složené 
z  několika podjednotek (multisubunit 
tethering complexes), které s  váčkem 
interagují na vzdálenost pouze 30  nm 
po jeho předchozí vazbě s  coiled-coil 
proteinem [26].

SNAREs jsou malé membránové pro-
teiny, které se podle své lokalizace 
dělí na v-SNAREs (vesicle-SNAREs) 
a  t-SNAREs (target-SNAREs). Při formo-
vání transportních vezikulů na dono-
rové membráně jsou do obalu váčku za-
čleňovány v-SNAREs proteiny. Proteiny 
t-SNAREs jsou naopak lokalizovány na cí-
lových membránách. Při fúzování váčku 
s  membránou dochází k  tvorbě šrou-
bovicových trans-komplexů mezi zmi-
ňovanými typy SNAREs [19]. Při iniciaci 
fúzování hrají důležitou úlohu také roz-
pustné SM proteiny, které řídí vznik kom-
plexů SNAREs [27].

Fúzování vezikulů s cílovou 

membránou

Proces splynutí váčku s  cílovou mem-
bránou je uskutečňován pomocí fúz-
ního aparátu. Předpokladem fúze je do-
statečné přiblížení transportního váčku 
k  cílové membráně pomocí uvazují-
cích proteinů. Proteiny Rab se následně 
uplatňují při řízení a  zrychlování inter-
akcí mezi příbuznými v- a  t-SNAREs. 
Jejich vzájemná vazba vede k  vytvo-
ření trans-komplexů přibližujících mem-
brány do těsné blízkosti [27]. Mechaniz-
mus následného svázání obou membrán 
za současného vytvoření fúzního póru 
dosud není zcela objasněn [12]. Vytvo-
řeným fúzním pórem může rozpustný 
náklad z vezikulu pronikat do cílové or-
ganely [23]. Již během procesu fúze, pří-



4S36

PROTEINY RAB, VNITROBUNĚČNÝ TRANSPORT A NÁDOROVÁ ONEMOCNĚNÍ

Klin Onkol 2016; 29 (Suppl 4): 4S31–4S39

potenciální marker metastáz  [62]. Zvý-
šená exprese Rab31 byla identifi kována 
také u  nádorů mozku, kůže, slinných 
žláz, pankreatu, ledvin či hlavy a  krku, 

především do TGN, kde reguluje mem-
bránový přenos z  TGN do raných en-
dozomů  [77]. Rab31  je silně produko-
ván u karcinomu prsu a je považován za 

u  jednoho typu nádorového onemoc-
nění zvýšena, zatímco u jiného typu sní-
žena. Příkladem je protein Rab3, který 
patří do podrodiny Rab5 a je lokalizován 

Tab. 1. Přehled deregulace exprese proteinů Rab u různých typů nádorů.

Protein Typ nádoru Exprese Asociace Reference

Rab1a

karcinom jazyka
karcinom tlustého střeva

karcinom prostaty

zvýšení
zvýšení
snížení

mTOR signalizace
regulace přes miR-221

[31]
[32]
[33]

Rab1b karcinom prsu
karcinom tlustého střeva

snížení
snížení

TGF-β, SMAD signalizace
regulace přes miR-502

[34]
[35]

Rab3a nádor mozku zvýšení [36]

Rab3b gliom
karcinom prsu

zvýšení
zvýšení

regulace přes miR-200b
regulace přes miR-200b

[37]
[38]

Rab5a karcinom prsu
karcinom prsu

snížení
zvýšení

regulace přes miR-130a
metastáze

[39]
[40,41]

Rab6 karcinom plic snížení regulace přes miR-5100 [42]

Rab7 melanom
karcinom plic

snížení
zvýšení

metastáze [43]
[44]

Rab11a karcinom prsu zvýšení [45]

Rab17 hepatocelulární karcinom snížení [46,47]

Rab 18 nemalobuněčný karcinom plic
gliom

karcinom prsu

zvýšení
zvýšení
zvýšení

regulace přes miR-30b/c
regulace přes miR-200b
regulace přes miR-200b

[48]
[37]
[38]

Rab21 gliom
karcinom prsu

zvýšení
zvýšení

regulace přes miR-200b
regulace přes miR-200b

[37]
[38]

Rab23 gliom
karcinom žaludku

karcinom prsu
karcinom močového měchýře

hepatocelulární karcinom

zvýšení
zvýšení
snížení
zvýšení
zvýšení

regulace přes miR-200b
difuzní karcinom žaludku
regulace přes miR-200b

[37]
[49]
[38]
[50]
[51]

Rab25 hepatocelulární karcinom
nádory hlavy a krku

nemalobuněčný karcinom plic
karcinom ledvin

karcinom žaludku
karcinom vaječníku

karcinom prsu
karcinom vaječníku

zvýšení
snížení
zvýšení
zvýšení
zvýšení
snížení
zvýšení
zvýšení

metastáze
metastáze

marker dobré prognózy a celkového přežití
metastáze v lymfatických uzlinách

[52]
[53]
[54]
[55]
[56]
[57]
[58]
[59]

Rab27b karcinom slinivky zvýšení špatná prognóza [60]

Rab31 hepatocelulární karcinom
karcinom prsu

zvýšení
zvýšení

špatná prognóza [61]
[62]

Rab32 karcinom prsu
karcinom žaludku

karcinom tlustého střeva

zvýšení
snížení
snížení

regulace přes miR-30e
hypermetylace
hypermetylace

[45]
[63]
[64]

Rab34 gliom zvýšení špatná prognóza [65]

Rab37 karcinom plic snížení metastazování [66]

Rab38 gliom zvýšení vysoký grade [67]

Rab40b karcinom žaludku zvýšení metastáze, špatná prognóza [68]



PROTEINY RAB, VNITROBUNĚČNÝ TRANSPORT A NÁDOROVÁ ONEMOCNĚNÍ

Klin Onkol 2016; 29 (Suppl 4): 4S31–4S39 4S37

něk  [101], nebo Rab6c lokalizovaný na 
centrozomech buňky, jehož nadměrná 
exprese vede k zástavě v G1 fázi buněč-
ného cyklu a naopak odstranění způso-
buje vznik tetraploidních buněk  [102]. 
Podobně snížená exprese Rab21 podpo-
ruje vznik mnohojaderných buněk a ge-
nomovou nestabilitu [103].

Mnohočetná léková rezistence

Změna hladin proteinů Rab může ini-
ciovat vznik mnohočetné lékové rezis-
tence nádorových buněk. Rab4 reguluje 
hladinu P-gp, glykoproteinu lokalizova-
ného v  membráně, který funguje jako 
transportér cizorodých látek a  může 
tak snižovat koncentraci a toxicitu pro-
tinádorových léčiv v  buňce a  zvyšovat 
odolnost nádorových buněk vůči te-
rapii. Hladina Rab4  bývá u  rezistent-
ních buněk snížena, stejně jako hladina 
Rab6c [104]. Naopak nadměrná exprese 
Rab8  podporuje odolnost buněk vůči 
působení cisplatiny zvýšením sekrece 
TMEM205  (cisplatin-resistance associa-
ted transmembrane protein 205) [105].

Regulační proteiny GAP/ GEF 

u nádorových buněk

Podobně jako hladiny proteinů Rab 
mohou být u  nádorových buněk po-
změněny i  hladiny jejich regulačních 
molekul GAP a  GEF. Vysoká hladina 
PRC17 (GAP pro Rab5) je spojena s kar-
cinomem prostaty a  transformací NIH 
3T3  fibroblastů  [106], TBC1D7, GAP 
pro Rab17, podporuje růst nádorových 
buněk a  je asociována se špatnou pro-
gnózou u karcinomu plic [107]. Narušení 
funkce p85α (další GAP pro Rab5) způso-
buje deregulaci transportu a  recyklace 
PDGFR (platelet-derived growth factor 
receptor), což vede k zesílení signalizace 
přes Akt, ztrátě kontaktní inhibice a ná-
dorové transformaci buněk, která se pro-
jevuje např. jejich schopností tvořit ná-
dory u „nude“ myší [108].

Závěr

Mutace genů RAB nebo jejich regulá-
torů byly nalezeny především u  vzác-
ných genetických poruch s autozomálně 
recesivní dědičností  [109], nicméně je 
stále častěji popisován význam deregu-
lace proteinů Rab u  nádorových one-
mocnění. Funkční vnitrobuněčný trans-

Rab25 je úzce příbuzný s Rab11 a může 
se vázat s  jeho efektorem (Rab11FIP1/
/ RCP) [88], který řídí recyklaci integrinu 
α5β1 a EGFR a ovlivňuje tak buněčnou 
migraci [89]. V této souvislosti byla po-
psána úloha Rab11 v recyklaci integrinu 
α6β4 a invazivitě buněk karcinomu prsu 
vyvolané hypoxií [90].

I další proteiny Rab jako Rab5 a Rab21 
regulují transport integrinů. Rab5 a Rab21 
jsou lokalizovány především v  raných 
endozomech a plazmatické membráně, 
kde podporují endocytózu a recyklaci in-
tegrinů β1, které ovlivňují adhezi a mig-
raci buněk karcinomu prsu a  prostaty 
(MDA-MB-231 a PC3) [91,92]. Další studie 
ukázaly, že snížení Rab5 a Rab21 u fi bro-
blastů asociovaných s nádory vede k po-
klesu hladiny integrinů α5 v plazmatické 
membráně a k inhibici remodelace ECM, 
která je nezbytná pro invazi buněk kar-
cinomu dlaždicového epitelu [93]. Navíc 
se Rab5 a Rab21 vážou s dalším efekto-
rem APPL1, který zprostředkovává EGF 
signalizaci a  buněčnou proliferaci  [94]. 
Zvýšená exprese Rab5  byla popsána 
u adenokarcinomů plic a hepatocelulár-
ního karcinomu [95,96].

Sekrece proteolytických enzymů 

a invaze buněk do ECM

Nádorové buňky sekretují mnoho typů 
proteáz, vč. matrix-metaloproteináz 
(MMP), které pomáhají buňkám pronik-
nout bazální membránou a  ECM a  mi-
grovat do vzdálených orgánů. Ně kte ré 
z  proteinů Rab ovlivňují sekreci a  ak-
tivaci MMP. Příkladem je Rab8, který 
podporuje sekreci MT1-MMP (mem-
brane-type 1 MMP) a podílí se na invazi 
a migraci buněk karcinomu prsu [97,98]. 
Podobně utváří mikroprostředí nádoru 
Rab4, který kontroluje sekreci prokatep-
sinu-L. Vysoká hladina Rab4  byla nale-
zena u  melanomů  [99]. Naopak Rab7, 
který snižuje sekreci katepsinu B a ovliv-
ňuje degradaci a  recyklaci receptoru 
c-Met, byl popsán jako negativní regu-
látor růstu a invazivity buněk karcinomu 
prostaty [100].

Buněčný cyklus

Aberantní exprese Rab také ovlivňuje
průběh buněčného cyklu. Příkladem je
Rab27b, který podporuje progresi bu-
něčného cyklu a proliferaci u MCF-7 bu-

nicméně u  buněk nádoru plic a  střeva 
a u leukemií byla nalezena výrazně sní-
žená hladina Rab31 [76].

Regulace přenosu integrinu 

a migrace buněk

Základní charakteristikou metastazu-
jících buněk je jejich schopnost mig-
race, vniknutí do ECM a formování me-
tastáz ve vzdálených orgánech. Proteiny 
podrodiny Rab11  (Rab11a, Rab11b, 
Rab25) a  jejich efektory hrají klíčovou 
úlohu v  migraci buněk prostřednic-
tvím regulace transportu a  recyklace 
integrinů.

Nejlépe charakterizovaný je pro-
tein Rab25, který je spojován s nádory 
epiteliálního původu. Vysoká hladina 
Rab25 byla identifi kována u agresivních 
forem karcinomu prsu a vaječníku [78]. 
Zvýšená hladina Rab25  v  nádorových 
buňkách (A2780 a HEY) podporuje růst 
xenograftů v  myších  [79], naopak sní-
žení hladiny Rab25 pomocí RNA interfe-
rence (RNAi) vede k potlačení růstu ná-
doru [80]. Zvýšení hladiny Rab25 u buněk 
odvozených od karcinomu prsu a vaječ-
níků podporuje růst buněk bez závislosti 
na ukotvení k  povrchu, zvyšuje jejich 
viabilitu, snižuje expresi proapoptotic-
kého genu BAX a zvedá fosforylaci pro-
teinu Akt. Při odstranění Rab25 pomocí 
RNAi dochází k opačnému efektu –  k ná-
růstu apoptózy vyvolané hladověním 
buněk nebo působením UV záření [79]. 
Vysoká hladina Rab25  u  buněk A2780 
odvozených od karcinomu vaječníku 
podporuje recyklaci integrinu α5β1 pro-
střednictvím vazby s podjednotkou β1, 
zvyšuje invazi buněk v 3D matrix, a tím 
potenciálně ovlivňuje metastazování 
nádorů  [81]. Nadměrná exprese Rab25 
u buněk SKOV-3 (odvozených od karci-
nomu vaječníku) podporuje signalizaci 
PI3K/ Akt a zvyšuje odolnost buněk vůči 
cisplatině [82].

Vysoká hladina Rab25  je spojena 
i  s  dalšími typy nádorů, jako je testi-
kulární karcinom  [83], Wilmsův karci-
nom [84], karcinom močového měchýře 
nebo hepatocelulární karcinom [70,85]. 
Naopak ztráta exprese Rab25  byla za-
znamenána u  triple negativních karci-
nomů prsu [86] nebo adenokarcinomů 
tlustého střeva, kde je spojena se špat-
nou prognózou onemocnění [87].
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PÔVODNÁ PRÁCA

Vplyv inhibície HSP90 na viabilitu a bunkový 

cyklus v závislosti od stavu p53

Impact of HSP90 Inhibition on Viability and Cell Cycle 
in Relation to p53 Status

Pastorek M., Müller P., Vojtěšek B.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Súhrn
Východiská: Inhibícia chaperónového systému je sľubnou protinádorovou stratégiou, ktorá vy-
užíva zvýšené metabolické nároky neoplastických buniek potrebné pre ich rýchlu proliferáciu 
a kompenzáciu vysokej miery proteotoxického stresu. V súčasnosti sa v klinických štúdiách na-
chádza niekoľko inhibítorov HSP90, chaperónu, ktorý hrá kľúčovú úlohu pri nadobudnutí správ-
nej konformácie širokého spektra de novo syntetizovaných proteínov. Jedným z jeho klientov je 
aj tumor supresorový proteín p53, ktorého mutácia je spoločným znakom väčšiny nádorových 
ochorení. Cieľom tejto práce bolo preto porovnať efekt inhibície HSP90  pomocou inhibítora 
NVP-AUY922 na modeli bunkovej línie karcinómu prsníka s aktívnou formou p53 a z nej odvode-
nej línie, kde bol p53 mutáciou inaktivovaný. Metódy: Prietoková cytometria bola použitá na ana-
lýzu viability pomocou fl uorescein diacetate (FDA) assay a na analýzu bunkového cyklu. Western 
blotting bol použitý na analýzu expresie proteínov p53 a p21. Výsledky: Analýza viability a bunko-
vého cyklu ukázala vyššiu senzitivitu na inhibíciu HSP90 u línie s wild-type p53, ktorá sa na rozdiel 
od línie s mutovaným p53 prejavila nielen blokom v G2/ M, ale aj v zníženej schopnosti proliferácie 
buniek. Po inhibícii HSP90 sme vo wild-type línii oproti línii s mutovaným p53 pozorovali tiež in-
dukciu proteínu p21. Záver: V regulácii bunkového cyklu v podmienkach zvýšeného proteotoxic-
kého stresu spôsobeného inhibíciou HSP90 pravdepodobne hrá úlohu aj proteín p53, čo podpo-
ruje aj vo wild-type línii pozorované zvýšenie hladiny negatívneho regulátora bunkového cyklu 
p21, ktorého expresia je priamo kontrolovaná aktivitou p53. Naše výsledky naznačujú, že status 
mutácie p53 v nádoroch prsníka môže ovplyvniť liečbu pomocou inhibítorov chaperónu HSP90.

Kľúčové slová
karcinom prsníka –  bunkový cyklus –  chaperon –  HSP90 –  TP53 –  p21 –  p53 –  NVP-AUY922

Summary
Background: Chaperone system inhibition is a recent promising strategy for cancer treatment 
that exploits increased metabolic needs required for rapid proliferation as well as higher level 
of proteotoxic stress in neoplastic cells. Chaperone HSP90 plays a key role in proper folding of 
many de novo synthesized proteins, so-called clients, including tumor suppressor p53 which is 
commonly mutated in majority of cancers. Aim of this work was therefore to understand the im-
pact of HSP90 inhibition by NVP-AUY922 on breast cancer cell lines with wild-type and mutated 
p53. Methods: Flow cytometry was used to analyze cell viability by fl uorescein diacetate assay 
and changes in cell cycle. Western blotting was used to analyze expression of p53 and p21 pro-
teins. Results: Analysis of cell viability after HSP90 inhibition revealed higher sensitivity of cell 
line with wild-type p53. Cell cycle analysis then showed that both cell lines undergo increase in 
G2/ M block of the cell cycle, but wild-type cell line had also substantial decrease in proliferative 
capacity of treated cells. We also observed increased expression of negative cell cycle regulator 
p21 in cell line with wild-type p53. Conclusions: Since p21 is directly regulated by p53, our results 
suggest that mutation status of p53 can be important factor in treatment of breast cancer cells by 
HSP90 chaperone inhibition and that wild-type p53 can increase sensitivity to HSP90 inhibition.

Key words
breast cancer –  cell cycle –  chaperone –  HSP90 –  TP53 –  p21 –  p53 –  NVP-AUY922
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Úvod

HSP90  je molekulárny chaperón s ATP-
ázovou aktivitou, ktorý tvorí 2– 3 % cel-
kových proteínov v bunke a jeho primár-
nou úlohou je asistencia tzv. klientom 
k  nadobudnutiu správnej konformácie 
a udržaniu ich stability. Nedávne štúdie 
ukazujú, že HSP90 je súčasťou mnohých 
chaperónových komplexov a v nich po-
máha asistovať k dosiahnutiu funkčného 
stavu min. 10  % všetkých proteínov 
aspoň v  niektorých fázach ich expre-
sie  [1– 3]. Proteóm závislý na HSP90  sa 
zúčastňuje mnohých kľúčových proce-
sov, ktoré sú spojené s vývojom a udrža-
ním proteínovej homeostázy ako v nor-
málnych, tak i  v  nádorových bunkách. 
V nádorových bunkách je HSP90 využí-
vaný hlavne dvoma spôsobmi –  na pod-
poru aktivovaných alebo labilných fo-
riem onkoproteínov, vrátané mnohých 
kináz a  transkripčných faktorov, ktoré 
sú mutované, nadexprimované alebo 
translokované počas vzniku malignít [4] 
a  na pufrovanie zvýšenej miery stresu, 
ktorá je spôsobená zmeneným metabo-
lizmom nádorových buniek [5,6]. Vďaka 
zvýšeným metabolickým nárokom ná-
dorovej bunky a faktu, že mnoho klien-
tov HSP90 sú onkoproteíny, si nádorové 
bunky vytvárajú „závislosť” na tomto 
chaperóne. Následkom vytvorenej závis-
losti je zvýšená potreba HSP90 v nádo-
rových oproti normálnym bunkám  [7]. 
Inhibícia aktivity HSP90 je potenciálnym 
terapeutickým cieľom a v súčasnosti sa 
viacero inhibítorov HSP90  nachádza 
v  klinických skúškach  [5,8]. Z  toho vy-
plýva, že na inhibíciu HSP90 môžu veľmi 
silne odpovedať nádory, ktoré majú vy-
sokú závislosť na onkoproteíne, ktorý je 
zároveň klientom HSP90. Zaujímavým 
príkladom u nádorov prsníka je tyrozín- 
kinázový receptor HER2, ktorý bol identi-
fi kovaný ako klient HSP90, a oproti ostat-
ným klientom je veľmi citlivý na inhibíciu 
chaperónov  [9,10]. Senzitivita klient-
skych proteínov k inhibícii HSP90 môže 
výrazne prispievať ku klinickej efekti-
vite inhibítorov HSP90, no však iba v prí-
pade, že je nádor na danom klientovi 
závislý. Medzi ďalšie klientske proteíny 
HSP90 patria kinázy regulujúce mitózu, 
ako napr. CDK, Plk, alebo ChK1 [11] a vý-
znamným klientom HSP90  je aj tumor 
supresorový proteín p53, transkripčný 

faktor regulujúci široké spektrum bun-
kových procesov od indukcie apoptózy 
po reguláciu opravy DNA. Zaujímavým 
faktom je, že väčšina mutantných bun-
kových línií derivovaných z nádorov má 
defektnú formu p53  neschopnú väzby 
na DNA, čo implikuje silný selektívny tlak 
na znefuknčnenie p53  počas procesu 
tumorigenézy  [12]. To pravdepodobne 
súvisí s  transaktivačnou schopnosťou 
p53 spustiť expresiu génov, ktoré riadia 
a spúšťajú proces apoptózy [13– 17]. Jed-
ným z dejov, ktoré môžu zároveň induko-
vať zastavenie bunkového delenia, ale aj 
p53 regulovanú apoptózu je aj zvýšená 
miera proteotoxického stresu. Keďže 
HSP90 kontroluje kvalitu veľkého množ-
stva klientov a p53 reguluje široké spek-
trum bunkových procesov, je zrejmé, že 
inaktivácia p53 môže mať po ovplyvnení 
inhibítormi HSP90  rozdielny výsledok 
v závislosti od použitého experimentál-
neho modelu, koncentrácie inhibítora 
alebo doby ovplyvnenia. Z  tohto dô-
vodu sme si zvolili model bunkovej línie 
karcinómu prsníka MCF-7 a z nej derivo-
vanej mutantnej línie MCF-7dd9, ktorá 
má inaktivovanú DNA väzobnú doménu 
p53  a  ovplyvnenie inhibítorom NVP-
-AUY922 sme aplikovali po dobu viace-
rých dní v niekoľkých koncentráciách.

Materiál a metódy

Použité bunkové línie a kultivácia

V práci boli použité bunková línia kar-
cinómu prsníka MCF-7  a  bunková línia 
MCF-7dd9 derivovaná z parentálnej línie 
MCF-7  stabilnou transfekciou s  pCMV-
-neoDDp53 plazmidom, ktorý kóduje do-
minantne negatívny skrátený myší pro-
teín p53, s aminokyselinovými reziduami 
1–14 a 302–390 pod kontrolou CMV (cy-
tomegalovírus) promótora. Tento plazmid  
poskytol prof. D. P. Lane. Obe bunkové línie 
boli kultivované v  D-MEM médiu s  10% 
FBS pri 37 °C a po založení na experiment 
ovplyvňované NVP-AUY922 (Selleckchem, 
USA) po 24hodinové kultivácii.

Analýza bunkovej viability

Po skončení ovplyvnenia boli bunky tryp -
sinizované, premyté v  PBS a  inkubo-
vané s 10 nM FDA (fl uorescein diacetate; 
Sigma, USA) po dobu 20 min pri izbovej 
teplote a následne k nim bol pridaný PI 
(propidium iodide; Sigma, USA) v  kon-

centrácii 10 μg/ ml. Vzorky boli analyzo-
vané na prietokovom cytometri BD FA-
CSVerseTM (Beckton-Dickinson, USA), na 
excitáciu bol použitý 488 nm laser a fl uo-
rescenčný signál pre FDA bol zachytený 
572/ 32 nm fi ltrom a pre PI 586/ 42 nm fi l-
trom. Dáta boli spracované pomocou 
softwaru FCS Express 5  Flow Cytome-
try Software (De Novo Software, USA), 
pričom najprv bola pomocou FSC a SSC 
identifi kovaná populácia buniek, z ktorej 
boli vybraté jednotlivé bunky pomocou 
analýzy pomeru FSC-A a FSC-H a podľa 
intenzity fluorescencie identifikované 
jednotlivé populácie na základe ich viabi-
lity. Živá populácia bola charakterizovaná 
ako pozitívna na farbenie FDA, nekro-
tická ako pozitívna na farbenie PI a apo-
ptotická ako negatívna na obe farbenia.

Analýza bunkového cyklu

Po skončení ovplyvnenia boli bunky tryp -
sinizované, premyté v PBS a inkubované 
s 0,05% Tritonom X-100 v PBS pri 37 °C 
po dobu 30  min. Po skončení inkubá-
cie bol k vzorkám pridaný PI v koncen-
trácii 100 μg/ ml a RNáza v koncentrácii 
10 μg/ ml po dobu 5 min. Následne boli 
vzorky analyzované na prietokovom cy-
tometri BD FACSVerseTM (Beckton-Dic-
kinson, USA), na excitáciu bol použitý 
488 nm laser a fl uorescenčný signál pre 
bol zachytený PI 586/ 42 nm fi ltrom. Dáta 
boli spracované pomocou softwaru FCS 
Express 5 Flow Cytometry Software (De 
Novo Software, USA), pričom najprv bola 
pomocou FSC a SSC identifi kovaná po-
pulácia buniek, z ktorej boli vybraté jed-
notlivé bunky na základe pomeru PE-A 
a  PE-H a  jednotlivé fázy bunkového 
cyklu boli identifi kované pomocou mo-
delu 6  multicycle plug-in pre De Novo 
Software.

Analýza proliferácie buniek

Pre analýzu proliferácie buniek sme ku 
všetkým vzorkám pridali 5-etynyl-2’-
-deoxyuridine (Santa Cruz, USA) o  vý-
slednej koncentrácii 10 μM 1 hod pred 
skončením ovplyvnenia a inkubovali pri 
37 °C. Pri ďalšom spracovaní sme postu-
povali podobne ako pri analýze bunko-
vého cyklu s  rozdielom pridania 2  μM 
Sulfo-Cyanine 5 azide (Lumiprobe, Ger-
many) a  inkubáciou po dobu 10  min. 
Vzorky sme následne analyzovali na 
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kého programu, indukciu senescencie či 
bloku v bunkovom cykle. IC50 inhibítora 
NVP-AUY922 vypočítanej z miery preží-
vania a indukcie apoptózy sme u oboch 
línií stanovili pomocou prietokovej cy-
tometrie s  využitím FDA v  kombinácii 
s  PI. Princípom metódy je odštiepenie 
fluoresceínu od diacetátu esterázami 
metabolicky aktívnych buniek, ktoré sú 
následne vizualizované pomocou prie-
tokového cytometra. V  prípade straty 
metabolickej aktivity a negatívneho far-
benia jadier na PI je populácia buniek 
nepriamo považovaná za apoptotickú, 
pri pozitívnom farbení PI za nekrotickú. 
Za výsledný efekt inhibície HSP90 sme 
pre účely stanovenia IC50  považovali 

vali pomocou primárnych protilátok rie-
dených 1 : 1 000 proti p21 (ab118, Abcam 
UK), p53  (DO-1, Santa Cruz Biotechno-
logy, USA) a aktínu (Santa Cruz Biotech-
nology, USA) a sekundárnej anti-mouse 
protilátky riedenej 1 : 2 000 (Santa Cruz 
Biotechnology, USA) konjugovanej s pe-
roxidázou. Naviazané protilátky boli de-
tekované chemiluminiscenčne.

Výsledky

Analýza viability

Mutácia tumor-supresorového pro-
teínu p53 je prítomná vo viac ako polo-
vici nádorov a spôsobuje viaceré fenoty-
pové a metabolické zmeny nádorových 
buniek, ako napr. spustenie apoptotic-

prietokovom cytometri BD FACSVerseTM 
(Beckton-Dickinson, USA), na excitá-
ciu a  zachytenie fluorescenčného sig-
nálu pre PI boli použité 488  nm laser 
s 586/ 42 nm fi ltrom a pre Sulfo-Cyanine 
5  azide bol použitý 635  nm laser 
s 660/ 10 nm. Dáta boli spracované po-
mocou softwaru FCS Express 5 Flow Cy-
tometry Software (De Novo Software, 
USA), pričom najprv bola pomocou FSC 
a SSC identifi kovaná populácia buniek, 
z  ktorej boli vybraté jednotlivé bunky 
pomocou analýzy pomeru PE-A a PE-H 
a  jednotlivé fázy bunkového cyklu boli 
identifi kované podobne ako pri analýze 
bunkového cyklu, pričom proliferujúca 
populácia buniek bola identifikovaná 
ako pozitívna na farbenie Sulfo-Cyanine 
5 azidom.

Western blotting analýza

Bunky sme po skončení ovplyvnenia ly-
zovali v RIPA pufri s PMSF a proteázovými 
inhibítormi a získané proteíny sme sepa-
rovali pomocou SDS-PAGE a  následne 
preniesli na nitrocelulózovú membránu. 
Nami sledované proteíny sme vizualizo-

Tab. 1. Tabulka znázorňuje hodnoty IC50 po 24, 48 a 72 hod ovplyvnení NVP-AUY922. 

V kratších časových intervaloch má inaktivácia p53 protektívnu úlohu pri inhibí-

cii HSP90.
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koncentráciami NVP-AUY922 5– 100 nM. 
V prípade línie MCF-7 s wild-type p53 do-
chádzalo k  výraznejšiemu poklesu po-
dielu proliferujúcich buniek a  nárastu 
G1 fázy, čo môže byť spôsobené práve ak-
tiváciou p53 závislých mechanizmov ne-
gatívne regulujúcich priebeh bunkového 
cyklu. Tento jav bol pozorovaný vo všet-
kých časových intervaloch, pričom vý-
znamné rozdiely v proliferácii kontrolných 
vzoriek oboch bunkových línií pozoro-
vané neboli (graf 3).

Z výsledkov získaných z analýzy viabi-
lity a najmä priebehu bunkového cyklu 
sú zrejmé rozdiely v odpovedi oboch skú-
maných línií na inhibíciu HSP90. Rýchlej-
šie zastavenie bunkového delenia a zvý-
šená miera apoptózy poukazuje na to, 
že rozdiel v odpovedi môže byť spôso-
bený práve stavom p53, ktorý nepriamo 
reguluje bunkový cyklus pomocou in-
dukcie p21. Proteín p21  je silným inhi-

ovplyvňovali NVP-AUY922 v koncentrá-
ciách 5– 100 nM po dobu 24, 48 a 72 hod. 
Vo všetkých časových intervaloch sme 
u  oboch línií pozorovali nárast G2/ M 
bloku, ktorý rástol úmerne so zvyšujú-
cou sa koncentráciou NVP-AUY922. Naj-
výraznejší rozdiel medzi oboma líniami 
bol zistený po 24 hod, kedy dochádzalo 
k pozorovateľne vyššiemu nárastu G2/ M 
bloku u  parentálnej línie MCF-7  oproti 
línii MCF-7dd9 s mutovaným p53 (graf 2).

Analýza bunkového cyklu tiež ukázala 
mierny nárast v G1 fáze bunkového cyklu 
po inhibícii HSP90 a to najmä v prípade 
parentálnej línie MCF-7 s wild-type p53. 
Tento jav sme ďalej skúmali pomocou 
analýzy proliferácie, ktorej princípom je 
inkorporácia 5-etynyl-2’-deoxyuridinu do 
buniek, v ktorých práve prebieha repliká-
cia DNA. Podobne ako v predchádzajúcich 
experimentoch sme bunky analyzovali 
v časoch 24, 48 a 72 hod a ovplyvňovali 

nárast apoptotickej a  nekrotickej po-
pulácie oproti kontrole (tab.  1). Nami 
vybrané bunkové línie MCF-7  a  MCF-
-7dd9  sme po dobu 24, 48  a  72  hod 
ovplyvňovali NVP-AUY922  v  koncen-
tráciách 5– 100  nM. Z  našich pozoro-
vaní je zjavné, že inhibícia HSP90  má 
vo všetkých časoch silnejší efekt na zní-
ženie viability buniek s  wild-type p53, 
k  čomu môže prispievať aj zvýšená 
miera apoptózy zrejme spôsobená in-
dukciou down-stream mechanizmov 
p53  a  to aj po 72  hod od ovplyvnenia
(graf 1).

Analýza bunkového cyklu

Pre analýzu bunkového cyklu sme po-
mocou prietokovej cytometrie vizualizo-
vali jednotlivé fázy cyklu na základe fl uo-
rescenčného signálu PI, ktorý je priamo 
úmerný množstvu DNA. Obe bun-
kové línie MCF-7 a MCF-7dd9 sme opäť 
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Graf 2. Efekt NVP-AUY922 v koncentráciách 5, 10, 20, 50 a 100 nM na zmenu G2/M fázy bunkového cyklu po ovplyvnení na dobu 24, 

48 a 72 hod. 

Obe línie zaznamenali porovnateľný nárast hladiny G2/M fázy, jediný rozdiel bol pozorovaný vo vyššej miere G2/M bloku po 24 hod u línie MCF-7.
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nakého efektu. Tento fenomén by mohol 
byť vysvetlený spustením apoptotic-
kého programu regulovaného p53  ako 
reakciu na vznik proteotoxického stresu 
po inhibícii HSP90. Avšak keďže p53  je 
klientom HSP90, je možné, že inhibícia 
tohto chaperónu počas dlhšieho časo-
vého obdobia má za následok destabili-
záciu p53 a tým aj zníženie jej aktivity ako 
transkripčného faktora. Je totiž známe, že 
v prípade nesprávneho foldingu prichá-
dza p53 ireverzibilne o schopnosť väzby 
na DNA  [18– 20], pretože HSP90  špeci-
fi cky ovplyvňuje DNA väzbovú aktivitu 
a  transkripčnú aktivitu p53  in  vivo za 
bežných fyziologických podmienok [21] 
a väzba HSP90 na p53 je podmienená roz-
poznaním konformácie p53 [18]. Ako  je 

Diskusia

Z našich experimentov vyplýva, že v prí-
pade nádorov s  wild-type p53  môže 
p53  následkom inhibície HSP90  a  tým 
vzniknutého proteotoxického stresu in-
dukovať apoptotický program. Roz-
diely v  mortalite buniek po inhibícii 
HSP90  u  línie MCF-7  a  MCF-7dd9  sú vi-
diteľné vo všetkých časových interva-
loch, no zaujímavé je zistenie, že rozdiel 
v koncentrácii potrebnej na dosiahnutie 
dávky IC50  sa so stúpajúcim časom in-
hibície zmenšuje. Po 24 hod je IC50 pre 
NVP-AUY922 u parentálnej línie približne 
5-krát nižšia, ako u  línie MCF-7dd9, po 
48 hod sa tento rozdiel zníži na približne 
3,5-násobok a po 72 hod je potrebná už 
len 2-násobná dávka na dosiahnutie rov-

bítorom cyklín-dependentných kináz 
a  inhibuje aktivitu komplexov CDK1, 
CDK2 a CDK4/ 6, vďaka čomu funguje ako 
regulátor prechodu G1 a S fázami bunko-
vého cyklu. Keďže je p21 veľmi silne re-
gulovaný transkripčnou aktivitou p53, 
rozhodli sme sa analyzovať zmeny v jeho 
hladine. Nakoľko zmeny v  bunkovom 
cykle boli výrazné už po jednom dni, obe 
línie sme na 24 hod ovplyvnili 10 a 50 nM 
NVP-AUY922 a expresiu p21 sme porov-
nali pomocou Western blotting analýzy. 
Zo získaných výsledkov je evidentné, že 
inhibícia HSP90  spôsobuje nárast hla-
diny p21, ktorý je mediovaný p53, keďže 
k zvýšeniu hladiny p21 došlo len v prí-
pade bunkovej línie MCF-7 a u línie MCF-
-7dd9 p21 pozorovaný nebol (obr. 1).
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Graf 3. Efekt NVP-AUY922 v koncentráciách 5, 10, 20, 50 a 100 nM na zmenu proliferáciu buniek vyjadrenú zmenou v S fáze bunko-

vého cyklu po dobu 24, 48 a 72 hod. 

Obe línie zaznamenali zníženie proliferácie po inhibícii HSP90, no u parentálnej línie MCF-7 nastal v skoršom čase výraznejší pokles už po 
použití nižších koncentrácií NVP-AUY922 oproti mutantnej línii MCF-7dd9. 
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v prípade línie s mutovaným p53 odvo-
denej od chronickej lymfocytickej leuké-
mie naopak k zníženiu hladiny mutova-
nej p53, no napriek tomu bol cytotoxický 
účinok inhibície HSP90  rovnaký bez 
ohľadu na status p53. V našom prípade 
sme po inhibícii HSP90  nepozorovali 
zmeny v  expresii či už wild-type, alebo 
mutovaného p53. Na modeli bunkových 
línií karcinómu prsníka sme teda ukázali, 
že prítomnosť wild-type p53  má vplyv 
na zvýšenú mortalitu buniek po inhibícii 
HSP90, avšak mechanizmus, akým sa tak 
deje, si zasluhuje podrobnejšie skúmanie.

Záver

Napriek intenzívnemu skúmaniu úlohy 
p53  pri vzniku a  progresii nádorových 
ochorení nie je úplne známe, ako stav 
tohto proteínu ovplyvňuje citlivosť ná-
doru na nové liečebné modality indu-
kujúce proteotoxický stres v nádorových 
bunkách. V našej práci sme sa preto za-
merali na vplyv inhibície HSP90, ktorej 
účinok bol vyšší v prípade buniek s wild-
-type p53, napriek schopnosti p53 spros-
tredkovať zástavu v  bunkovom cykle, 
ktorá by mala pre bunku pôsobiť pro-
tektívne. Možnou odpoveďou na po-
zorované rozdiely v toxicite inhibítorov 
HSP90 na bunky s wild-type a mutova-
nou p53  by mohla byť indukcia apo-
ptózy sprostredkovaná p53, avšak na 
potvrdenie tejto teórie sú potrebné ďal-
šie dôkazy. Nami pozorované zníženie 
proliferácie a  vyššia mortalita buniek 
línie odvodenej z  karcinómu prsníka 
s wild-type p53  teda ukazujú, že v prí-
pade karcinómu prsníka by mohol mať 
stav proteínu p53 výrazné implikácie pre 
potenciálnu terapiu inhibítormi HSP90.
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vidno z  výsledkov merania fáz bunko-
vého cyklu, u oboch bunkových línií do-
chádza ku vzniku G2/ M bloku v závislosti 
od koncentrácie inhibítora HSP90. Ďalším 
možným mechanizmom účinku inhibície 
HSP90 tak môže byť aj smrť mitotickou 
katastrofou, čo podporuje fakt, že veľké 
množstvo proteínov zapojených do re-
gulácie mitózy je klientmi HSP90 [22– 25]. 
Na našom modeli bola však miera G2/ M 
bloku podobná u oboch línií nezávisle na 
stave p53, čo znamená, že smrť mitotic-
kou katastrofou neprispieva k pozorova-
ným rozdielom v cytotoxicite spôsobenej 
inhibíciou HSP90. Po inhibícii HSP90 sme 
tiež pozorovali výrazný pokles proliferu-
júcej časti populácie a  to hlavne u  línie 
s  wild-type p53. Analýza expresie uká-
zala, že pravdepodobnou príčinou je 
p53 indukovaná expresia p21, ktorá spô-
sobí zástavu bunkového cyklu a  blok 
v G1 fáze. Toto zistenie je prekvapujúce, 
keďže zástava buniek v G1 fáze cyklu by 
mohla mať protektívny účinok a ochrániť 
bunky pred smrťou mitotickou katastro-
fou. Sú známe prípady, kedy bolo po inhi-
bícii HSP90 pozorované zvýšenie hladiny 
wild-type p53 či už na modeli chronickej 
lymfocytickej leukémie  [26], alebo neu-
roblastómu [27]. Lin et al [26] navyše uvá-
dzajú, že po inhibícii HSP90 dochádzalo 

Obr. 1. Indukcia p21 po ovplyvnení 

10 a 50 nM NVP-AUY922 po dobu 24 hod.

U parentálnej línie MCF-7 bol po ovplyv-
není NVP-AUY922 pozorovaný výrazný ná-
rast hladiny p21 oproti kontrole, čo vysvet-
ľuje indukciu G1 bloku po inhibícii HSP90. 
U línie MCF-7dd9 s mutovanou p53 nebol 
pozorovaný nárast expresie p21, čo nazna-
čuje, že zmena jeho hladiny po inhibícii 
HSP90 je p53 závislá.
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Souhrn
Východiska: Epiteliální ovariální karcinomy jsou v české populaci jednou z nejčastějších příčin 
úmrtí na gynekologické malignity. Tato skupina nádorů je charakterizována značnou hetero-
genitou jak z hlediska její patogeneze, tak i odpovědí na terapii. Je otázkou, zda pokroky v ob-
jasnění molekulární patogeneze jednotlivých typů epiteliálních ovariálních karcinomů mohou 
v budoucnu přispět k aplikaci cílené personalizované léčby. Cíle: Tato práce se snaží shrnout 
současné poznatky o kancerogenezi a molekulární podstatě epiteliálních nádorů ovaria a uká-
zat na možné využití těchto poznatků v klinické praxi. Pro základní charakterizaci epiteliálních 
ovariálních karcinomů je využit dualistický model, který rozděluje tyto nádory do dvou sku-
pin na základě odlišného původu a mechanizmu kancerogeneze. Typ I zahrnuje low-grade se-
rózní karcinomy, endometrioidní karcinomy, mucinózní karcinomy a Brennerův tumor, typ II 
pak high-grade serózní karcinomy. Závěr: Nově získané poznatky získané sekvenováním nové 
generace ukazují zásadní odlišnosti v genetických alteracích u obou skupin nádorů. Rozdíly 
v genetické nestabilitě mezi oběma skupinami nádorů určují způsob jejich kancerogeneze 
a poukazují na nové cesty pro aplikaci cílené terapie. Porucha homologní rekombinace a vy-
soká genetická nestabilita u nádorů typu II je hlavní příčinou jejich senzitivity k platinovým cy-
tostatikům a inhibitorům PARP (poly-ADP ribose polymerase). Na druhou stranu karcinogeneze 
méně agresivních, ale často rezistentních nádorů typu I je závislá na aktivaci signalizačních drah 
PI3K/ AKT a RAS/ BRAF/ MEK/ ERK. Cílená inhibice těchto drah u nádorů typu I by tak v budoucnu 
mohla představovat efektivnější terapii s nižší toxicitou.

Klíčová slova
nádor ovaria –  high-grade serózní ovariální karcinom –  low-grade serózní ovariální karcinom –  
endometrioidní karcinom –  mucinózní karcinom –  nádorová transformace –  genetická nesta-
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Úvod

Gynekologické zhoubné nádory před-
stavují přibližně 15  % všech nádoro-
vých onemocnění ženské populace v ČR. 
Zhoubné novotvary vaječníků tvoří his-
topatologicky heterogenní skupinu ná-
dorů, z  nichž ovariální karcinomy jsou 
klinicky nejvýznamnější [1]. V současné 
době existuje celá řada studií zabývají-
cích se molekulárními základy ovariální 
kancerogeneze a výsledky těchto prací 
významně napomáhají upřesnit klasifi -
kaci ovariálních karcinomů, zlepšit pro-
gnostiku a  v  konečném důsledku indi-
vidualizovat léčbu onemocnění. Cílem 
této práce je přehlednou formou shr-
nout nejnovější molekulárně genetické 
poznatky o nádorové transformaci epi-
teliálních ovariálních karcinomů.

Ovariální karcinomy dlouhodobě zau-
jímají první místo v mortalitě na gyne-
kologické malignity. I  po absolvování 
adekvátního chirurgického výkonu a ná-
sledné adjuvantní chemoterapii se ča-
sové rozpětí mediánu do progrese ne-
moci (progression-free survival  –  PFS) 
pohybuje mezi 16 a 22 měsíci, medián 
celkového přežití (over all survival –  OS) 
pak mezi 2 a  4 roky a 5leté OS nedosa-
huje ani 30 %. V případě tzv. high-grade 
variant ovariálního karcinomu uvádějí 
ně kte ré práce progresi onemocnění 
po adekvátním chirurgickém výkonu 
a  standardní adjuvantní chemoterapii 
s aplikací platinových derivátů v kombi-
naci s  taxány zhruba u 25 % pa cientek 
do šesti měsíců od zahájení léčby  [2]. 

Hereditární výskyt onemocnění je po-
pisován v  10– 13  % případech ovariál-
ního karcinomu a  je zpravidla spojený 
se zárodečnou mutací v genech nádo-
rových supresorů BRCA1  a  BRCA2  [3]. 
V rámci klinické manifestace hereditár-
ního ovariálního karcinomu rozlišujeme 
tři formy: 1. syndrom karcinomu prsu 
a  ovaria, 2. „site-specifi c“ ovariální kar-
cinom a 3. heredi tární nepolypózní ko-
lorektální karcinom (hereditary non-po-
lyposis colorectal cancer –  HNPCC), tzv. 
Lynchův syndrom. První dvě formy cha-
rakterizují vrozené výše uvedené mu-
tace genů BRCA1  a  BRCA2, HNPCC je 
spojen s vrozenou mutací genů, tzv. mi-
smatch repair systému (MMR). Celoži-
votní riziko vzniku karcinomu vaječníků 
se pohybuje pro nosičky mutací mezi 
20 a 40 % a je přibližně 10– 20krát vyšší 
než v  běžné populaci. Průměrný věk 
vzniku dědičných forem karcinomu prsu 
i vaječníků je navíc snížen oproti spora-
dickým formám přibližně o 10 let [4].

Klasifi kace nádorů ovaria

Podle histopatologické klasifi kace a bu-
něčného původu můžeme nádory ova-
ria dělit do tří základních skupin: 1. ná-
dory z  povrchového epitelu, 2. stro-
mální nádory a  3. nádory z  germinál-
ních buněk. Neepiteliální nádory ovaria 
jsou reprezentovány tumory z  germi-
nálních buněk (3  %) a  nádory ze záro-
dečných pruhů a stromatu ovaria (7 %). 
Maligní epiteliální nádory ovaria z  po-
vrchového epitelu dále členíme na kar-

cinomy serózní, endometrioidní, mu-
cinózní, clear cell karcinomy, Brennerův 
tumor a  karcinomy nediferencované 
a smíšené [5]. V posledních letech došlo 
k výrazným změnám v chápání procesu 
tumorigeneze u ovariálního karcinomu. 
Skupina epiteliálních ovariálních karci-
nomů se skládá z  různých nádorových 
typů, které se od sebe liší svojí moleku-
lární patogenezí a  rizikovými faktory. 
V  souvislosti s  výzkumem patogeneze 
a  analýzami genetických alterací ova-
riálního karcinomu je obecně přijímáno 
dualistické dělení epiteliálních ovariál-
ních karcinomů do dvou skupin. Typ I za-
stupuje low-grade serózní a  endomet-
rioidní karcinom, mucinózní karcinom, 
Brennerův tumor a clear cell karcinomy. 
Jsou charakteristické postupným vývo-
jem od premaligních lézí v  low-grade 
tumory a jejich typickým znakem je ak-
tivace signalizačních drah zahrnujících 
protoonkogeny KRAS a BRAF. Jejich pro-
liferace je pomalejší a 5leté OS se udává 
cca 55 % [6]. Typ II reprezentují nádory 
s  výrazně horší prognózou. Naprostou 
většinu nádorů typu II tvoří high-grade 
serózní karcinomy (high-grade serous 
ovarian carcinoma –  HGSC), zbylé patří 
mezi nediferencované karcinomy, karci-
nosarkomy a primární peritoneální kar-
cinom. Někteří autoři přiřazují k  nádo-
rům typu II i high-grade endometrioidní 
karcinomy, které jsou typické přítom-
ností mutovaného p53. Nicméně ana-
lýza mutací v těchto karcinomech uka-
zuje, že se v  převážné většině případů 

Summary
Background: Epithelial ovarian carcinomas are one of the most common causes of death among gynecologic malignancies in the Czech popula-
tion. This group of tumors is characterized by considerable heterogeneity in terms of its pathogenesis and response to therapy. It is questionable 
whether advances in the elucidation of molecular pathogenesis of various types of epithelial ovarian carcinomas can contribute to application of 
personalized targeted therapy. Aims: This work aims to summarize current knowledge on carcinogenesis and molecular basis of epithelial ova-
rian cancers and point out their potential applications in clinical practice. The characterization of the epithelial ovarian carcinomas is based on 
a dualistic model, which divides these tumors into two groups based on their diff erent origins and mechanisms of carcinogenesis. Type I includes 
low-grade serous carcinomas, endometrioid carcinomas, mucinous carcinomas and Brenner tumor. Type II then comprises high-grade serous 
carcinomas. Conclusion: The new fi ndings acquired by next generation sequencing revealed major diff erences in the genetic alterations in both 
groups of tumors. Diff erences in genetic instability between the two groups of tumors determine the mechanisms of their carcinogenesis and 
show new ways for application of targeted therapy. Defi cient homologous recombination and high genetic instability in type II tumors is a pre-
requisite for effi  cient application of platinum cytostatics and PARP (poly-ADP ribose polymerase) inhibitors. On the other hand, carcinogenesis 
of the less aggressive, but often resistant type I tumous is dependent on the activation of signaling pathways PI3K/AKT and RAS/BRAF/MEK/ERK 
pathway. Targeted inhibition of these pathways could effi  ciently improve therapy of type I tumors and decrease serious adverse side eff ects.

Key words
ovarian cancer –  high-grade serous ovarian carcinoma –  low-grade ovarian carcinoma –  endometrioid carcinoma –  mucinous carcinoma –  
malignant transformation –  genetic instability
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LGSC) je podobně jako u  HGSC epi-
tel vejcovodů. Nicméně vývoj LGSC je 
na rozdíl od HGSC založen na postup-
ném přechodu z cystadenomů přes pre-
maligní léze označované jako atypický 
proliferativní tumor (atypical prolifera-
tive tumor –  APST) nebo též serózní bor-
derline tumor. Domnělým primárním 
prekurzorem pro APST je pak papilární 
tubární hyperplazie, která v podobě kor-
tikálních inkluzních cyst přechází na ova-
rium [14]. Další histologickou variantou 
premaligních lézí je neinvazivní niLGSC 
označovaný též jako mikropapilární se-
rózní karcinom. Společným jmenova-
telem prekurzorů LGSC je pak aktivace 
MAP kinázové signalizační dráhy nej-
častěji v důsledku mutace KRAS u 33 % 
nebo BRAF u 25 % [15,16]. Přechod LGSC 
do high-grade tumorů je ojedinělý ze-
jména z  důvodu jejich odlišného prů-
běhu karcinogeneze (obr. 1B).

Endometrioidní a  clear cell karci-
nomy mají společné buněčné prekur-

rekombinaci, 2.  časný výskyt mutací 
genu TP53  a  3.  velmi nízká frekvence 
mutací v genech KRAS a BRAF [11].

Prekurzory epiteliálních nádorů 

ovaria

Rozdělení epiteliálních ovariálních kar-
cinomů do dvou skupin je založeno ze-
jména na odlišnosti v procesu jejich kan-
cerogeneze a původu v prekurzorových 
lézích. Nádory typu I  jsou charakterizo-
vány nižší genetickou nestabilitou a po-
stupným přechodem z benigních a bor-
derline tumorů k  malignímu fenotypu. 
Přestože nádory typu I vycházejí z  růz-
ných buněčných typů, je pro všechny 
subtypy charakteristická aktivace sig-
nalizačních drah zahrnující tyrozinkiná-
zový receptor ERBB2, onkoproteiny PI3K, 
RAS a BRAF vedoucí k aktivaci MAP kináz 
MEK a ERK.

Předpokládaným primárním prekur-
zorem low-grade serózních karcinomů 
(low-grade serous ovarian carcinoma –  

jedná o vývojovou variantu HGSC [7,8]. 
Z  tohoto důvodu je tento typ označo-
ván jako SET (serózní pseudoendome-
trioidní) varianta HGSC, která je cha-
rakterizována vyšší frekvencí mutací 
v  genu BRCA1  a  přítomností infiltrují-
cích lymfocytů [9]. Varianta SET rovněž 
vykazuje lepší odpověď na terapii. Hete-
rogenita v rámci HGSC byla rovněž ana-
lyzována pomocí profi lování genové ex-
prese. Na základě klastrové analýzy bylo 
300 vzorků HGSC rozděleno do čtyř sku-
pin označených jako: 1. imunoreaktivní, 
2. diferencovaná, 3. proliferativní a 4. me-
zenchymální  [10,11]. Toto rozdělení 
rovněž koreluje s  odpovědí na terapii 
a v případě imunoreaktivního typu pod-
poruje hypotézu o  pozitivním vlivu in-
fi ltrujících lymfocytů v odpovědi na te-
rapii  [12,13]. Mezi obecné molekulární 
charakteristiky HGSC odlišující tyto ná-
dory od nádorů typu I patří: 1. přítom-
nost vysoké genetické nestability větši-
nou způsobené poruchou v homologní 

Obr. 1. Kancerogeneze epiteliálních nádorů ovaria z prekurzorových lézí.

A. Vývoj mucinózního karcinomu z metaplastického epitelu v oblasti tubo-peritoneálního spojení. B. Vývoj low-grade serózních karci-
nomů z primární tubární hyperplazie přes kortikální inkluzní cystu (CIC) a atypický proliferativní tumor (APST). C. Na podkladě endo-
metriózy dochází k vytváření clear cell karcinomů, endometrioidních karcinomů a seromucinózních karcinomů. D. Nádory typu II repre-
zentuje zejména high-grade serózní karcinom vznikající v epitelu fi mbrií vejcovodu jako serózní tubární intraepiteliální karcinom (STIC).
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nologií v  klinické praxi. Identifikace 
driver mutací zodpovědných za nádo-
rovou transformaci by tak v  blízké bu-
doucnosti mohla přinést nejen zlepšení 
v dia gnostice ovariálních karcinomů, ale 
zejména otevřít nové možnosti pro cíle-
nou personalizovanou léčbu.

Geny, jejichž mutace mají zásadní vliv 
na vývoj epiteliálních ovariálních karci-
nomů, lze z hlediska jejich funkce rozdě-
lit do tří základních skupin: 1. geny zod-
povědné za opravu DNA a  udržování 
integrity genomu, 2. protoonkogeny 
a 3. geny kódující nádorové supresory.

Genetická nestabilita

Genetická nestabilita je jednou ze zá-
kladních vlastností nádorových buněk, 
která katalyzuje sled genetických změn 
nutných pro maligní transformaci. 
Genetická nestabilita je charakterizo-
vána jako soubor poruch vedoucích 
k patologickému zmnožení genů nebo 
částí chromozomů, translokacím genů, 
aneuploidii nebo zvýšenému počtu mu-
tací. U ovariálních karcinomů se na gene-
tické nestabilitě podílejí zejména poru-
chy v mechanizmech zodpovědných za 
opravu poškozené DNA. Jedním z nejdů-
ležitějších opravných mechanizmů je ho-
mologní rekombinace, která využívá ses-
terské chromatidy jako templát k opravě 
dvouvláknových zlomů DNA. Poško-
zení homologní rekombinace u  HGSC 
je pak příčinou vysoké genomové ne-
stability a abnormálně vysoké frekvence 
mutací. Příčinou poruchy v  homologní 
rekombinaci u  high-grade karcinomů 
je nejčastěji mutace nebo metylace 
genů BRCA1  a  BRCA2, genu CDK12, 
CHEK2 nebo BRIP1, přičemž změny genů 
BRCA1 a BRCA2 jsou nejčastější a z klinic-
kého hlediska nejvýznamnější [26].

Na rozdíl od HGSC vykazuje skupina 
nádorů označovaná jako typ I  menší 
genetickou nestabilitu projevující se 
zejména menším počtem chromo-
zomálních abnormalit. Klinicky nejvý-
znamnější poruchou v reparaci DNA ve 
skupině ovariálních karcinomů typu I je 
MSI. Tato porucha je způsobena muta-
cemi nebo metylacemi v genech zodpo-
vědných za opravu chybného párování 
DNA, tzv. MMR. Ke vzniku MSI pak do-
chází přednostně u  endometrioidních 
karcinomů.

TP53, které jsou přítomny až u 50 % pří-
padů (obr. 1A).

Objevení prekurzorů HGSC lze dato-
vat do roku 2001, kdy byly histologicky 
vyšetřovány vzorky tkání pa cientek, 
které preventivně podstoupily salpingo-
-ooforektomii z důvodu germinální mu-
tace BRCA1 a BRCA2. U 50 % z nich byly 
detekovány dysplastické léze vejcovodů, 
které morfologicky napodobují HGSC 
a  které byly později označeny jako se-
rózní tubární intraepiteliální karcinom 
(STIC)  [21]. U  většiny lézí pak byla rov-
něž detekována akumulace nádoro-
vého supresoru p53  v  důsledku jeho 
mutace  [22]. Pozdější studie vzorků 
pa cientek nesoucích germinální mutaci 
v genech BRCA1 a BRCA2 rovněž potvr-
dily, že k  mutaci v  genu TP53  dochází 
v  tubárním epitelu, který je primárním 
prekurzorem STIC a  posléze HGSC. Při 
důkladné analýze fi mbrií byl STIC rov-
něž detekován jako prekurzorová léze 
u sporadických HGSC [23,24]. Sekveno-
vání genomu HGSC potvrdilo, že mezi 
základní charakteristiky HGSC patří po-
ruchy v homologní rekombinaci a mu-
tace p53 (obr. 1D). 

Využití molekulární 

charakterizace pro cílenou léčbu 

ovariálních karcinomů

Všechny nádory vznikají v důsledku so-
matických mutací DNA, jejichž frekvence 
je závislá na přítomnosti genetické ne-
stability. To však neznamená, že všechny 
mutace přítomné v nádorovém genomu 
jsou příčinou maligní transformace. 
Ve skutečnosti je díky novým sekvenač-
ním technologiím detekována celá řada 
mutací, které k  nádorovému fenotypu 
nemusí vůbec přispívat. Z  tohoto dů-
vodu byly zavedeny pojmy „driver“ (ří-
dicí) a „passenger“ (doprovodné) mu-
tace  [25]. Cílem tohoto konceptu je 
oddělit mutace, které se přímo podí-
lejí na nádorové transformaci, od těch, 
které vzniknou pouze v  důsledku zvý-
šené genetické nestability. Driver mu-
tace na rozdíl od passenger mutací po-
skytují v průběhu maligní transformace 
buňkám výhodu a  vedou ke klonál-
ním expanzím buněk nesoucích právě 
tyto mutace. Rozlišení driver mutací od 
passenger mutací je pak klíčovým cílem 
pro aplikaci nových sekvenačních tech-

zory, tj. epitel endometria. Pro endome-
triální původ obou karcinomů svědčí 
i molekulární znaky společné s endome-
triálním endometrioidním karcinomem. 
Základní charakteristikou těchto nádorů 
je aktivace PI3K kinázy, která je způso-
bena aktivační mutací v  genu PIK3CA 
nebo inaktivační mutací fosfatázy PTEN. 
Frekvence mutací PIK3CA je však častější 
u clear cell karcinomů, zatímco k mutaci 
PTEN dochází častěji u  karcinomů en-
dometrioidních [17,18]. Další odlišností 
mezi oběma typy karcinomů je častější 
výskyt mikrosatelitní nestability (MSI) 
a aktivace dráhy Wnt β-catenin u endo-
metrioidních karcinomů (obr. 1C).

Mucinózní karcinomy jsou ve většině 
případů dobře diferencované nádory, 
které však často vykazují značnou bu-
něčnou heterogenitu a  v  určitých pří-
padech se mohou vyskytovat společně 
s  teratomy. Vzhledem k  tomu, že mu-
cinózní karcinomy na rozdíl od ostatních 
epiteliálních nádorů nevykazují znaky 
mülleriánského původu (přítomnost es-
trogenových a progesteronových recep-
torů), není jejich buněčný původ přesně 
objasněn. Vedle teratomů, z nichž se mu-
cinózní karcinomy vyvíjí spíše ojediněle, 
byl jako prekurzor mucinózních karci-
nomů určen Brennerův tumor. Jedná se 
obvykle o nádor menšího rozsahu a pře-
vážně benigního charakteru. Primár-
ním prekurzorem tohoto nádoru pak 
byl označen metaplastický epitel v ob-
lasti tubo-peritoneálního spojení ozna-
čovaný jako Wathardova hnízda [19,20]. 
Imunohistochemické studie a  in  situ 
hybridizace ukázaly, že ztráta exprese 
nádorového supresoru p16 kódovaného 
genem CDKN2A je zodpovědná za zvý-
šenou atypickou proliferaci těchto ná-
dorů a  vývoj cystadenomu. Hypotéza 
o  Brennerově tumoru jako prekurzoru 
mucinózních karcinomů je rovněž pod-
porována nálezem společných klonál-
ních znaků u  nádorů obsahujících oba 
buněčné typy  [21]. Typickým moleku-
lárním znakem mucinózních karcinomů 
je aktivace signální dráhy ERBB2-KRAS-
-BRAF, která se objevuje u 90 % případů, 
přičemž aktivační mutace KRAS je při 
frekvenci 65  % nejčastější genetickou 
změnou. Oproti ostatním nádorům typu I
se mucinózní karcinomy odlišují po-
měrně častým výskytem mutací v genu 



4S50

MOLEKULÁRNÍ PODSTATA KANCEROGENEZE EPITELIÁLNÍCH OVARIÁLNÍCH KARCINOMŮ

Klin Onkol 2016; 29 (Suppl 4): 4S46–4S53

kazu MSI může být pro detekci poru-
chy v  MMR použita i  analýza jednotli-
vých genů kódujících proteiny podílející 
se na MMR (MLH1, MLH3, MSH2, MSH3, 
MSH6, PMS1 PMS2), a to detekce mutací 
v těchto genech, metylace jejich promo-
torů nebo snížení jejich exprese.

ARID1A

Mezi další geny, jejichž mutace přispívá 
ke genetické nestabilitě ovariálních kar-
cinomů, je gen ARID1A (AT-rich interac-
tion domain 1A). Kóduje protein, který je 
součástí komplexu SWI/ SNF (switch/ su-
crose non-fermentable), který se podílí 
na formování nukleozomů, remodelaci 
chromatinu a regulaci genové exprese. 
Mutace genu ARID1A byly detekovány 
zejména u endometrioidních karcinomů 
dělohy, kolorektálních karcinomů, u en-
dometrioidních a  clear cell karcinomů 
ovaria [34,35]. Mutace v genu ARID1A je 
jednou z počátečních genetických změn 
u  endometrioidních ovariálních karci-
nomů a  poukazuje tak i  na proces je-
jich karcinogeneze. Přítomnost mutace 
genu ARID1A byla prokázána v endome-
trioidním epitelu u endometriomů při-
léhajících ke karcinomu, ale nikoli u en-
dometriomů vzdálenějších. Význam 
mutace genu ARID1A pro tento typ ova-
riálních karcinomů potvrzují i myší mo-
dely. Inaktivace genů ARID1A a  PIK3CA 
vedla k indukci clear cell karcinomů ova-
ria, zatímco inaktivace PTEN a  ARID1A 
vedla k vytváření endometrioidních kar-
cinomů [36,37]. Současné práce ukazují, 
že ARID1A může fungovat jako nádo-
rový supresor i  jako housekeeping gen. 
Mutace ARID1A vede k  indukci exprese 
onkogenů PI3K a AKT a naopak ke snížení 
exprese genu kódujícího protein MLH1, 
který je zodpovědný za MMR. Přestože 
souvislost mezi mutací v  genu ARID1A 
a MSI byla popsána u řady nádorů, není 
jasné, zda mutace ARID1A je příčinou 
nebo následkem MSI. Naopak výskyt 
mutací ARID1A negativně koreluje s pří-
tomností mutace p53, což poukazuje na 
možnost jejich vzájemné spolupráce při 
potlačování nádorové transformace.

Kromě toho, že mutace v genu ARID1A 
může být v  dia gnostice využita pro 
upřesnění původu endometrioidních 
a clear cell ovariálních karcinomů, uva-
žuje se i  o  jejím využití při cílené tera-

zerčních a  delečních smyček v  úseku 
krátkých mono- nebo dinukleotido-
vých repetitivních sekvencí, které vzni-
kají sklouznutím řetězce, nebo chybou 
v párování bází, a to zejména v případě 
G-T neshody vzniklé zařazením nespráv-
ného nukleotidu. Tyto chyby jsou opra-
vovány komplexem MMR proteinů 
(tzv. MMR), zahrnující proteiny MLH1, 
MLH3, MSH2, MSH3, MSH6, PMS1, PMS2. 
Důsledkem ztráty funkce tohoto oprav-
ného systému je vznik krátkých in-
zercí DNA v postižených buňkách, které 
mohou být v  dceřiných buňkách dále 
prodlužovány. K těmto změnám dochází 
nejčastěji v místech nazývaných mikro-
satelity, které jsou charakterizovány ty-
pickými repeticemi nukleotidů GT/ CA, 
a díky nim je tento typ genetické nesta-
bility nazýván MSI. Pro samotný nádor 
je však porucha opravných mechani-
zmů MMR důležitá zejména v souvislosti 
s mutacemi v kódujících oblastech genu. 
V důsledku MSI dochází k mutacím, které 
narušují čtecí rámec genu, tzv. frame-
-shift mutacím. Důsledkem porušení 
čtecího rámce vznikají proteiny, jejichž 
sekvence je změněna ve všech amino-
kyselinách následujících za místem mu-
tace. Přestože jsou takové proteiny ne-
funkční a jsou v buňkách degradovány, 
představují významný zdroj nových pep-
tidů, které jsou rozpoznávány imunitním 
systémem, tzv. neoantigenů. V poslední 
době se ukazuje, že tvorbu neoantigenů 
lze velmi dobře využít při cílené imuno-
terapii nádorů. Přítomnost MSI je také 
významným prediktorem při terapii ko-
lorektálních karcinomů pomocí check-
point inhibitorů, terapeutických proti-
látek blokujících povrchové molekuly 
PD-1 a PD-L1 [29– 31]. Vzhledem k tomu, 
že použití checkpoint inhibitorů přineslo 
v  posledních letech významný posun 
v léčbě celé řady nádorových onemoc-
nění, zvažuje se jejich využití i pro terapii 
ovariálních karcinomů [32,33]. Detekce 
poruch MMR a MSI by se tak v budoucnu 
mohla stát jedním z důležitých predik-
tivních markerů pro terapii využívající 
checkpoint inhibitory.

K dia gnostice MSI se používá ana-
lýza pěti specifických míst genomu, 
která jsou charakterizována vznikem 
výše popsaných mutací (BAT25, BAT26, 
D2S123, D5S346 a D17S250). Vedle prů-

BRCA1 a BRCA2

BRCA proteiny jsou součástí multiprotei-
nových komplexů, které se účastní roz-
poznávání a  opravy poškozené DNA. 
Proteiny BRCA1 a BRCA2 se účastní ho-
mologní rekombinace, která využívá ses-
terské vlákno jako templát k bezchybné 
opravě dvouvláknového zlomu. V  pří-
padě ztráty BRCA1 a BRCA2 je porušená 
DNA opravována alternativním mecha-
nizmem, který vede ke vzniku mutací. 
Vyšší výskyt dvouvláknových zlomů 
pak vede k aktivaci nádorového supre-
soru p53, který jako transkripční faktor 
spouští expresi řady proapoptotických 
genů. Kritická role p53 při kompenzaci 
ztracené funkce BRCA tak může vysvět-
lit velmi vysoký počet somatických mu-
tací postihujících gen TP53 u ovariálního 
karcinomu  [27,28]. V  případě high-
-grade ovariálních karcinomů jsou he-
reditární a somatické mutace v genech 
BRCA1 a BRCA2 popisovány ve 21 % pří-
padů, dalších 11 % případů je spojeno 
se ztrátou exprese BRCA1  v  důsledku 
hypermetylace promotorové oblasti 
genu [26].

Ztráta schopnosti reparace DNA po-
mocí homologní rekombinace vede ke 
zvýšené závislosti buněk na alternativ-
ních mechanizmech opravujících vzniklé 
zlomy. To je pravděpodobně také jeden 
z důvodů primární citlivosti HGSC k pla-
tinovým cytostatikům. Jedním z  klíčo-
vých proteinů zajišťujících alternativní 
způsob opravy poškozené DNA je pro-
tein poly-ADP ribose polymerase (PARP) 
a  jeho ztráta je pro buňky s  poruchou 
homologní rekombinace letální. Prin-
cip této tzv. syntetické letality se proto 
začal využívat i v terapii HGSC a od roku 
2014  je pro tento typ léčby k  dispo-
zici specifi cký inhibitor PARP, olaparib. 
V současné době jsou v řadě klinických 
studií testovány nové inhibitory PARP, 
přičemž řada z  nich jako např. nirapa-
rib, iniparib nebo talazoparib jsou již ve 
fázi III.

Porucha opravy chybného 

párování MMR

Proteiny kódované geny MMR se účastní 
rozpoznání a opravy určitých typů chyb 
v  DNA, které vznikají během replikace 
v  nově syntetizovaném vláknu DNA. 
Jde zejména o chyby typu krátkých in-
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ke konstitutivní aktivaci MAP kináz MEK 
a ERK, které jsou zodpovědné za aktivaci 
transkripčních faktorů, mezi něž patří 
protoonkogeny MYC, CREB nebo FOS.

Terapeutické možnosti ovlivnění 
této signalizační dráhy jsou v současné 
době omezeny na proteiny BRAF a MEK. 
Inhibitory BRAF, vemurafenib a dabrafe-
nib, byly schváleny pro léčbu maligního 
melanomu nesoucí mutaci BRAF V600E. 
V klinických zkouškách byl vemurafenib 
testován u  LGSC s  mutací BRAF V600E 
s  velmi dobrou odpovědí, která uka-
zuje na potenciální prospěšnost testo-
vání této mutace. V roce 2009 proběhla 
klinická studie fáze II testující účinek in-
hibitoru MAP kinázy MEK1/ 2, selumeti-
nibu, na rekurentní LGSC. Selumetinib 
byl dobře snášen a  vykazoval odpo-
věď na léčbu u 15 % pa cientek, u 65 % 
pak vedl ke stabilizaci onemocnění [46]. 
V  současné době jsou schváleny dva 
inhibitory MEK1/ 2  kinázy, trameti-
nib a cobimetinib, které jsou testovány 
i na LGSC.

Geny regulující buněčný cyklus RB1, 

CCNE1

Buněčný cyklus je v průběhu každé fáze 
regulován komplexy cyklin dependent-
ních kináz (CDK) a cyklinů. Pro průchod 
z G1 fáze do S fáze buněčného cyklu je 
klíčovou fosforylace nádorového supre-
soru RB1, který funguje jako negativní 
regulátor přechodu do S fáze. Nefosfo-
rylovaný RB1 váže protein E2F a blokuje 
jeho schopnost aktivovat expresi genů 
nutných pro zahájení S  fáze. Komplex 
cyklin D-CDK4/ 6 fosforyluje protein RB1, 
což vede k uvolnění a aktivaci E2F, který 
jako transkripční faktor spouští expresi 
řady genů důležitých pro přechod do 
S fáze, vč. cyklinu E (CCNE1). Mezi další 
negativní regulátory přechodu z G1 do 
S  fáze patří protein p16  (CDKN2A) 
a p21 (CDKN1A), které přímou interakcí 
inhibují aktivitu CDK.

U ovariálních karcinomů dochází nej-
častěji k  mutacím proteinu RB1  u  ná-
dorů typu II a  mutacím CDKN2A u  ná-
dorů typu I. Amplifi kace nebo aktivační 
mutace v  genu CCNE1  byla zazname-
nána v  19  % high-grade ovariálních 
karcinomů, a  to zpravidla v  případech, 
kde nebyla nalezena alterace v genech 
BRCA1 a BRCA2. CCNE1 je protoonkoge-

Počet nádorů exprimujících zvýšené hla-
diny EGFR nebo ERBB2 je však podstatně 
vyšší, což vedlo ke snaze využít tyto re-
ceptory jako terapeutické cíle. V  klinic-
kých zkouškách byly testovány specifi cké 
inhibitory EGFR erlotinib, gefi tinib a ca-
nertinib a  terapeutická protilátka cetu-
ximab. Jako inhibitory ERBB2 byly testo-
vány lapatinib a terapeutická protilátka 
trastuzumab  [40– 42]. V  žádné z  těchto 
studií však nebylo dosaženo požadova-
ného terapeutického efektu a rovněž ne-
byla prokázána korelace mezi expresí re-
ceptorů a terapeutickým efektem. Tento 
negativní výsledek lze pravděpodobně 
vysvětlit tím, že většina ovariálních kar-
cinomů není na těchto receptorech zá-
vislá, protože k aktivaci příslušných sig-
nálních drah dochází díky mutacím 
v genech KRAS, BRAF nebo PIK3CA. Dal-
ším důvodem pro nízkou efektivitu inhi-
bitorů EGFR a ERBB2 může být zvýšená 
exprese jiných receptorových tyrozin-
kináz, jako jsou např. receptory ERBB3, 
ERBB4 a MET [43]. Z těchto důvodů bude 
pro terapii ovariálních karcinomů vhod-
nější testovat nové inhibitory tyrozinki-
náz s širším spektrem účinku a selektovat 
pa cienty v  závislosti na mutacích KRAS 
a BRAF. V tomto směru proběhlo několik 
studií, které prokazují slibný účinek mul-
tikinázového inhibitoru sunitinibu u ova-
riálních clear cell karcinomů [44,45].

KRAS/ BRAF/ MEK/ ERK

Mezi klíčové události v  kanceroge-
nezi ovariálních nádorů typu I patří ak-
tivace mitogen aktivovaných proteinki-
náz (MAP) prostřednictvím kináz KRAS 
a  BRAF. Protein KRAS je GTPáza, která 
funguje jako molekulární přepínač sig-
nalizace mezi membránovými recep-
tory a  intercelulárními kinázovými kas-
kádami. Mutace genu KRAS, ke kterým 
dochází téměř výhradně v  kodonech 
12 a 13, vedou k jeho konstitutivní akti-
vaci, a tím k fosforylaci cílových signál-
ních proteinů. Z  hlediska patogeneze 
ovariálních karcinomů je pro KRAS nej-
důležitější cílovou molekulou kináza 
BRAF, která stejně jako KRAS patří k nej-
častěji mutovaným proteinům nádorů 
typu I. Přestože bylo identifi kováno více 
než 30 onkogenních mutací BRAF, 90 % 
případů je způsobeno bodovou mu-
tací V600E. Aktivace kinázy BRAF vede 

pii. Na myších modelech bylo ukázáno, 
že nádory nesoucí mutace ARID1A jsou 
na rozdíl od normálních buněk a nádorů 
s nemutovaným ARID1A citlivé k inhibici 
EZH2 metyltransferázy. EZH2  je enzym 
zodpovědný za metylaci histonů a  po-
dobně jako ARID1A se podílí na regu-
laci chromatinu. Specifické inhibitory 
EZH2  jsou v  současné době testovány 
v několika klinických zkouškách fáze II. 
Další terapeutické využití mutace v genu 
ARID1A představuje aplikace inhibitorů 
PARP. Inhibitory EZH2 jsou tak příslibem 
zejména pro léčbu clear cell ovariálních 
karcinomů, které nesou mutaci ARID1A 
v 50 % případů a u nichž je odpověď na 
standardní chemoterapii velmi nízká.

Onkogenní signalizace

Pro přehlednost lze nejvýznamnější on-
kogeny ovariálních epiteliálních ná-
dorů přiřadit k  několika signalizačním 
drahám: 1. receptorové tyrozinkinázy, 
2. PI3K/ AKT a  mTOR, 3. MAP kinázová 
dráha RAS/ RAF/ MEK/ ERK, 4. Wnt signali-
zace a 5. kontrola buněčného cyklu cyk-
lin dependentními kinázami. Z hlediska 
současných možností a dostupnosti spe-
cifi ckých inhibitorů je možné efektivně 
cílit zejména na MAP kinázovou signali-
zaci, cyklin dependentní kinázy a recep-
torové tyrozinkinázy. 

Receptorové tyrozinkinázy 

EGFR1 a ERBB2

EGFR a  ERBB2  jsou transmembránové 
proteiny, které patří do rodiny recepto-
rových tyrozinkináz. Jejich ligandem jsou 
peptidové růstové faktory, které po vazbě 
na extracelulární část receptoru vedou 
k jeho stabilizaci umožňující vytvořit ak-
tivní dimer. Vytváření dimerů následně 
vede k  vzájemné fosforylaci interagují-
cích intracelulárních domén receptoru 
a  transdukci signálu. Fosforylace cyto-
plazmatické části receptoru umožňuje 
navázání specifi ckých interakčních part-
nerů a propagaci signálu. Mezi nejdůleži-
tější signalizační dráhy aktivované recep-
tory EGFR a ERBB2 patří dráhy PI3K/ AKT 
a RAS/ BRAF/ MEK/ ERK. Přestože aktivace 
obou drah hraje klíčovou roli zejména 
u ovariálních nádorů typu I, nejsou gene-
tické změny u ERBB2 a EGFR příliš časté. 
U  mucinózních a  LGSC nádorů se mu-
tace ERBB2  vyskytuje asi v  5  %  [38,39]. 
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cestu pro aplikaci nových cílených léčiv, 
která vykazují nižší toxicitu a  jsou pří-
slibem zejména pro léčbu nádorů pri-
márně rezistentních ke klasické terapii. 
Pro správnou klasifikaci a  potenciální 
aplikaci cílené terapie však bude v bu-
doucnu nutné doplnit histopatologic-
kou klasifi kaci o cílenou genetickou ana-
lýzu. Z výše uvedeného souhrnu vyplývá, 
že nejvhodnějšími kandidáty pro sekve-
nační analýzu jsou geny TP53, BRCA1, 
BRCA2, KRAS, BRAF, PIK3CA, ARID1A, PTEN, 
BRIP1, RB1, CDKN2A, CDK12, CHEK2, 
CTNNB1  a  ERBB2. Další genetické ana-
lýzy by pak měly být zaměřeny na de-
tekci amplifi kace (CCNE1), detekci MSI 
nebo detekci poruch v  homologní 
rekombinaci.
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Závěr

Pochopení základních mechanizmů 
molekulární patogeneze epiteliálních 
ovariálních karcinomů vedlo k  vytvo-
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formace. Poznání klíčových genetic-
kých změn v  patogenezi jednotlivých 
typů ovariálních karcinomů pak otevírá 
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PÔVODNÁ PRÁCA

Tvorba hmotnostne spektrometrických 

spektrálnych knižníc nádorových bunečných línií

Building Mass Spectrometry Spectral Libraries of Human Cancer 
Cell Lines

Faktor J., Bouchal P.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Súhrn
Východiská: Kvantifi kácia proteínov v modelových nádorových bunečných líniách a v nádorových 
tkanivách je často predmetom onkologického výskumu. Metóda SWATH (sequential windowed 
acquisition of all theoretical fragment ion spectra), novinka v kvantitatívnej onkoproteomike, zís-
kava čoraz väčšiu popularitu, pretože umožňuje kvantifi káciu všetkých proteínov zaznamenaných 
v spektrálnej knižnici. Spektrálna knižnica obsahuje fragmentačné informácie o každom detekova-
teľnom proteíne vo vzorke. Dôkladná príprava spektrálnej knižnice výrazne vylepší kvantifi káciu 
obzvlášť nízkoabundantných proteínov, ktoré často zohrávajú výnamnú úlohu v nádorových ocho-
reniach. Cieľ: V tomto článku sa venujeme optimalizácii prípravy spektrálnej knižnice s cieľom maxi-
malizovať počet kvantifi kovateľných proteínov v modelovej bunečnej línii MCF-7 odvodenej od kar-
cinómu prsníka. Experiment je zameraný na optimalizáciu postupu prípravy vzorky pred vstupom 
do hmotnostného spektrometru, kde bol skúmaný vplyv zloženia lyzačného pufru, vplyv postupu 
rozpúšťania peptidov a vplyv materiálu mikroskúmaviek na počet proteínov v spektrálnej knižnici. 
V neposlednom rade boli optimalizované aj parametre merania na hmotnostnom spektrometri 
pre získavanie dát do spektrálnej knižnice. Záver: Dôslednou optimalizáciou postupu sa podarilo 
pripraviť spektrálnu knižnicu obsahujúcu fragmentačné informácie o 1 653 proteínoch (FDR < 1%) 
z 1 μg lyzátu MCF-7. Hlavným prínosom optimalizácie postupu prípravy spektrálnej knižnice je 
rozšírenie pokrytia proteómu vo SWATH digitálnych bio bankách umožňujúcich kvantifi káciu ľu-
bovoľného proteínu vo fyzicky už nedostupných vzorkách. Kvalitné spektrálne knižnice by mohli 
v budúcnosti zohrávať kľúčovú úlohu pri tvorbe digitálnych fi ngerprintov proteómu pa cientov.

Kľúčové slová
nádorové biomarkery  –  hmotnostná spektrometria  –  proteomika  –  digitálna bio banka  –  
SWATH –  kvantifi kácia proteínov

Summary
Background: Cancer research often focuses on protein quantifi cation in model cancer cell lines and 
cancer tissues. SWATH (sequential windowed acquisition of all theoretical fragment ion spectra), 
the state of the art method, enables the quantifi cation of all proteins included in spectral library. 
Spectral library contains fragmentation patterns of each detectable protein in a sample. Thorough 
spectral library preparation will improve quantitation of low abundant proteins which usually play 
an important role in cancer. Aim: Our research is focused on the optimization of spectral library 
preparation aimed at maximizing the number of identifi ed proteins in MCF-7 breast cancer cell line. 
First, we optimized the sample preparation prior entering the mass spectrometer. We examined 
the eff ects of lysis buff er composition, peptide dissolution protocol and the material of sample vial 
on the number of proteins identifi ed in spectral library. Next, we optimized mass spectrometry 
(MS) method for spectral library data acquisition. Conclusion: Our thorough optimized protocol for 
spectral library building enabled the identifi cation of 1,653 proteins (FDR < 1%) in 1 μg of MCF-7 ly-
sate. This work contributed to the enhancement of protein coverage in SWATH digital bio banks 
which enable quantifi cation of arbitrary protein from physically unavailable samples. In future, high 
quality spectral libraries could play a key role in preparing of patient proteome digital fi ngerprints.

Key words
bio marker –  mass spectrometry –  proteomics –  digital bio banking –  SWATH –  protein quantifi cation
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Úvod

Rakovina patrí v dnešnej dobe k veľmi 
častým ochoreniam a v roku 2012 bola 
celosvetovo príčinou 8,2 milióna úmrtí [1]. 
Rakovinové ochorenia sú spôsobované 
genómovými zmenami a  aj zmenami 
v  bio chemických dráhach, ktoré vedú 
k  nekontrolovanému deleniu buniek 
a v pokročilejších štádiách onemocnenia 
k  metastázovaniu. Včasná dia gnostika 
a cielená liečba zameraná na charakteris-
tické proteíny môže znížiť úmrtnosť spô-
sobenú dôsledkom rakovinových ocho-
rení  [2]. Preto sa onkologický výskum 
zameriava na hľadanie nových rakovi-
nových bio markerov a  terapeutických 
cieľov a  onkoproteomika, zaobera júca 
sa výskumom proteínov zmenených 
v súvislosti s rakovinovými ochoreniami, 
sa stala jeho nezastupiteľným odve-
tvím [3]. Pre onkoproteomiku sú kľúčové 
metódy využívajúce techniky hmotnost-
nej spektrometrie (mass spectrometry –  
MS), ktoré popisujú zmeny v  koncent-
račnom zastúpení proteínov v závislosti 
na vonkajších alebo vnútorných pod-
netoch. Novinkou v oblasti cielenej on-
koproteomiky je metóda SWATH (se-
quential windowed acquisition of all 
theoretical fragment ion spectra), ktorá 
bola vyvinutá za účelom spoľahlivej 
kvantifi kácie všetkých detekovateľných 
proteínov v  jednej analýze  [4]. Výho-
dou pre onkologický výskum je možnosť 
tvorby digitálnych spektrálnych bio bánk 
bio logického materiálu, ktoré môžu ob-
sahovať súbory tkanív, ale aj bunečných 
línií. Digitálny spektrálny bio banking 
v  princípe umožňuje kvantifikáciu vy-
braného proteínu aj niekoľko rokov po 
zmeraní dát a  výmenu dát medzi la-
boratóriami, čo významne urýchľuje 
výskum [5]. Pre extrakciu SWATH kvan-
titatívnych dát je nevyhnutné použiť 
spektrálnu knižnicu obsahujúcu infor-
mácie o proteínoch/ peptidoch zastúpe-
ných vo vzorke. Podmienkou je, aby 
v  spektrálnej knižnici mal každý pro-
teín reprezentujúci peptid priradený 
retenčný čas a  fragmentačné spekt-
rum produktových iónov s  ich intenzi-
tami  [6]. Kvantifi kácia proteínov, ktoré 
nie sú v spektrálnej knižnici, je nemožná 
napriek tomu, že ich spektrá môžu byť 
prítomné v SWATH dátach. Dôkladná op-
timalizácia prípravy spektrálnej knižnice 

má teda zásadný význam pre množstvo 
kvantifi kovateľných proteínov vo SWATH 
bio banke. Cieľom nášho výskumu bolo 
nájsť vhodné podmienky pre prípravu 
spektrálnej knižnice modelovej bu-
nečnej línie MCF-7  odvodenej od kar-
cinómu prsníka. Prvotnou úlohou bolo 
nájsť vhodné podmienky bunečnej lýzy, 
kde sa prihliadalo na kompatibilitu ly-
začného pufru s MS. V ďalšom kroku boli 
optimalizované podmienky na rozpúšťa-
nie peptidov pred MS analýzou a  bola 
porovnaná adsorpcia peptidov na rôzne 
povrchy stien mikroskúmaviek. Najväčší 
vplyv na počet proteínov obsiahnutých 
v spektrálnej knižnici má správne nasta-
venie parametrov MS metódy. Preto sme 
sa zamerali na optimalizáciu minimálnej 
intenzity prekurzorového peptidu vy-
braného na fragmentáciu a doby vylúče-
nia prekurzorového peptidu. Ukázalo sa, 
že dôkladnou optimalizáciou postupu 
prípravy vzorky a MS metódy na hmot-
nostnom spektrometri TripleTOF 5600+ 
sa dá podstatne zvýšiť počet proteínov 
obsiahnutých v spektrálnej knižnici, čo 
nám rozširuje možnosti kvantifikácie 
proteínov zastúpených v  nízkych kon-
centráciách. Tieto proteíny sú obzvlášť 
zaujímavé pre onkologický výskum.

Materiál a metódy

Príprava lyzátu bunečnej línie MCF-7 

a proteolytické štiepenie proteínov

Bunky získané z MCF-7 bunečnej línie boli 
30  min lyzované v  lyzačnom pufre zlo-
ženom z  8  M močoviny, 0,1  M Tris/ HCl, 
pH 8,5  a  v  pufre zloženom z  0,05% do-
decylsulfátu sodného (SDS) a 0,5 M trie-
tylammonium bikarbonátu. Po skon-
čení lýzy bol lyzát centrifugovaný 
30  min/ 14  000 g/ 5  °C. Metódou RC-DC 
(Bio-Rad, USA) bola zmeraná koncentrácia 
proteínu v supernatante a 100 μg proteí-
nového lyzátu bolo odobraných na pro-
teolytické štiepenie. Proteolytické štie-
penie a purifi kácia peptidov z MCF-7 boli 
prevedené podľa Pernikářová et al [7].

„Acetonitrilová extrakcia“ peptidov 

pred separáciou pomocou 

kvapalinovej chromatografi e (LC) 

spojenej s MS detekciou (LC-MS)

K 15  μg peptidovej vzorky z  MCF-7  ly-
zátu bolo pridaných 15  μl pufru zlože-
ného z  51% acetonitrilu (AcN), 0,05% 

trifluoroctovej kyseliny (TFA) v  H2O. 
Vzorka bola dôkladne premiešaná tak, 
aby sa rozpustili všetky peptidy na ste-
nách skúmavky. Následne bola vzorka 
sonikovaná počas 5 min a opäť dôkladne 
premiešaná. Vzorka bola centrifugovaná 
10 min/ 10 000 g/ 25 °C. Po prepipetovaní 
do novej skúmavky bol odparený aceto-
nitril v Speed-Vacu tak, aby sme získali 
zmes peptidov v nanášacom pufre zlo-
ženom z 2% AcN, a 0,05% TFA v H2O.

Štandardné rozpúšťanie peptidovej 

vzorky pred LC-MS analýzou

K 15  μg peptidovej vzorky z  MCF-7  ly-
zátu bolo pridaných 15  μl pufru zlože-
ného z 2% AcN, 0,05% TFA v H2O. Vzorka 
bola dôkladne premiešaná tak, aby sa 
rozpustili všetky peptidy na stenách 
skúmavky. Následne bola vzorka soniko-
vaná počas 5 min a opäť dôkladne pre-
miešaná. Vzorka bola centrifugovaná 
10 min/ 10 000 g/ 25 °C.

Mikroskúmavky použité na porovnanie 

adsorbcie peptidov na povrch

Zriedený roztok peptidovej vzorky 
MCF-7 bol napipetovaný do štyroch mi-
kroskúmaviek s  rôznym povrchom tak, 
aby bolo možné nastrieknuť 0,05  μg 
peptidov na kolonu. Použité boli poly-
propylénové mikroskúmavky so silanizo-
vaným povrchom kat. č. 910-00096 (Ek-
sigent, USA), dve mikroskúmavky s poly -
propylénovým povrchom „Red“ kat. 
č.  548-3120  (WVR, USA), „Orange“ kat. 
č.  548-0120  (WVR, USA) a  mikroskú-
mavka so skleneným inzertom kat. 
č. 02-FIRVG (Thermo, USA). Mikroskú-
mavky so vzorkou boli umiestnené v auto-
samplere temperovanom na teplotu 8 °C.

Parametre LC-MS analýzy pre tvorbu 

spektrálnej knižnice

Vzorky boli separované na chromato-
grafe Eksigent Ekspert nanoLC 400 sys-
tem (SCIEX, USA), ktorý bol priamo spo-
jený s  hmotnostným spektrometrom 
TripleTOF 5600+ (SCIEX, Kanada).

Peptidy boli zachytené a odsolené na 
trap kolone μ-precolumn, 30  μm i.d., 
5 mm dĺžka, C18 PepMap 100, 5 μm veľ-
kosť častíc, 100 Å veľkosť pórov (Thermo 
Scientifi c, USA). Následne boli peptidy 
eluované na analytickú kolonu s  nápl-
ňou 3C18-CL-120, 75  μm i.d., 150 mm 
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skej referenčnej databáze (Uniprot 
2013_09)  [8]. Parametre prehľadáva-
nia boli nastavené nasledovne  –  tryp-
sín (proteolytický enzým), karbamido-
metyl (fi xná modifi kácia), FDR analýza 
bola prevedená proti obrátenej data-
báze (Uniprot 2013_09) [8].

Výsledky a diskusia

Optimalizáciou podmienok prípravy 
spektrálnej knižnice bunečnej línie 
MCF-7  (obr.  1) môžeme významne vy-
lepšiť pokrytie kvantifikovaného pro-
teómu a  zvýšiť tak kvalitu spektrálnej 
knižnice (tab.  1– 3) a  aj kvantitatívnych 
dát extrahovaných zo SWATH datase-
tov. Prvým krokom pri príprave spektrál-
nej knižnice je extrakcia proteínov z bu-
nečnej línie pomocou lyzačného pufru. 
Pri extrakcii proteínov je nutné použiť 
lyzačné pufry kompatibilné s  MS, prí-
padne pred MS analýzou odstrániť in-
terferujúce látky použité pri lýze  [9]. 
Metóda štiepenia proteínov na fi ltri (fi lter 
aided sample preparation  –  FASP)  [10] 
umožňuje použitie detergentu SDS, prí-

móde. V  ionizačnom zdroji (nano-elek-
trospreji) bol dusík použitý ako zml-
žovací plyn a  teplota aj tok sušiaceho 
plynu boli nastavené na hodnoty 150 °C 
a  12  °C. Ionizačné napätie bolo nasta-
vené na hodnotu 2700 V. MS spektrum 
z  analyzátoru doby prieletu (TOF-MS) 
bolo zmerané v každom cykle nasledo-
vané fragmentáciou 20  najintenzívnej-
ších prekurzorových iónov a zmeraním 
spektier ich produktových iónov. Mini-
málna intenzita prekurzorového iónu 
bola optimalizovaná. Pri tejto optima-
lizácii boli použité hodnoty 50  impul-
zov za sekundu (cps), 100 cps a 250 cps. 
Predmetom optimalizácie bola aj hod-
nota času vylúčenia zmeraných prekur-
zorových iónov, použité boli hodnoty 
8 s, 12 s, 20 s, 30 s a 40 s. Akumulačný čas 
prekurzorového iónu bol 100 ms.

Analýza dát –  tvorba spektrálnej 

knižnice

Dáta získané MS/ MS metódou boli 
prehľadané pomocou programu Pro-
teinPilot 4.5  (SCIEX, Kanada) proti ľud-

dĺžka, 5  μm veľkosť častíc, 120  Å veľ-
kosť pórov (Eksigent, USA). Mobilná 
fáza A  bola zložená z  0,1%  (v/ v) kyse-
liny mravčej (FA) v H2O a mobilná fáza B 
z 0,1% (v/ v) FA v AcN.

Nastavenie nano-kvapalinového 

chromatografu pre separáciu 

peptidov spektrálnej knižnice

Elúcia z analytickej kolony začínala na 2 % 
mobilnej fázy B počas 1 min. Percentuálny 
podiel mobilnej fázy lineárne stúpal na 
12 % B počas 5 min, ďalších 114 min podiel 
B lineárne vzrástol na 35 % a v nasledujú-
cich 2 min vzrástol až na 80 % B, na hodnote 
80 % B zostal počas 18 min a potom po-
diel mobilnej fázy B lineárne klesal na 2 % 
počas 2 min. Podiel mobilnej fázy B zostal 
na hodnote 2 % počas ďalších 38 min. Prie-
tok mobilnej fázy bol 300 nl/ min.

Nastavenie MS metódy pre 

identifi káciu proteínov (MS/ MS) 

v spektrálnej knižnici

Hmotnostný spektrometer TripleTOF 
5600+ pracoval v dáta dependentnom 

Obr. 1. Princíp tvorby spektrálnej knižnice. 

V prvom kroku extrahujeme proteíny z biologického materiálu pomocou lyzačného pufru. Proteínový lyzát je proteolyticky štiepený na 
peptidy proteázou. Po odsolení sú peptidy rozpustené v nanášacom pufre a premiestnené do mikroskúmavky. Po separácii na LC sys-
téme sa peptidy ionizujú a vstupujú do hmotnostného spektrometra, kde sú zmerané ich MS a MS/MS spektrá. Analýza dát a tvorba spek-
trálnej knižnice prebieha v programe ProteinPilot, kde sú porovnávané teoretické MS/MS spektrá peptidov s nameranými MS/MS spek-
trami. Peptid/proteín je zaradený do spektrálnej knižnice pokiaľ je nájdený prekryv medzi teoretickým a nameraným MS/MS spektrom.

MS – hmotnostná spektrometrie, LC – kvapalinová chromatografi e

proteín

teoretické MS/MS spektrum

zmerané MS/MS spektrum

databáza

analýza datpeptidy

TripleTOF 5600+ 

tvorba spektrálnej 
knižnice

separácia, 
ionizácia
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iónového prúdu a  aj viac identifi kova-
ných proteínov v  porovnaní s  lyzátom 
pripraveným v  0,05% SDS. Vyšší počet 
identifi kácií a celkový MS signál z lyzátu 
pripraveného v  močovinovom lyzač-
nom pufre môže byť výsledkom vyššej 
lyzačnej a solubilizačnej efektivity. Nižší 
signál u  MCF-7  v  SDS lyzačnom pufre 
zrejme spôsobuje SDS zachytené na ste-
nách fi ltra, ktoré po vymytí do vzorky 
môže negatívne interferovať počas 
LC-MS analýzy [11]. Po lýze, FASP proteo-
lytickom štiepení, odsolení a zakoncent-
rovaní bio logickej vzorky sa získava kon-
centrát obsahujúci zmes peptidov, ktorý 
sa pred analýzou rozpúšťa v nanášacom 
pufre (2% AcN + 0,05% TFA v H2O). Naná-
šací pufer musí rozpúšťať celé spektrum 
peptidov, efektivita závisí od postupu 
rozpúšťania peptidov a od zloženia na-
nášacieho pufru [12]. Porovnaný bol kla-
sický postup rozpúšťania peptidovej 
vzorky z MCF-7, kde sa k lyzátu pridáva 
nanášací pufer s  následným miešaním 
a postup acetonitrilovej extrakcie pep-
tidov. Acetonitrilová extrakcia peptidov 
mierne zvýšila počet identifi kácií v spek-
trálnej knižnici na 716 (FDR < 1%) oproti 
klasickému postupu (tab. 1). Postup ace-
tonitrilovej extrakcie peptidov umožňuje 
efektívnejšie uvoľnenie hydrofóbnych 
peptidov zo stien skúmavky dôsledkom 
použitia vyššieho podielu organickej 
fázy (50% AcN) v porovnaní s klasickou 
metódou rozpúšťania v 2% AcN. Roztok 
peptidov v nanášacom pufre je následne 
premiestnený do LC-MS systému v mik-
roskúmavkách. Nežiaducim efektom je 
adsorbcia peptidov na steny mikroskú-
mavky, kde sa na nepolárne plastické 
povrchy počas státia v autosampleri ad-
sorbujú najmä hydrofóbne peptidy [13]. 
Na trhu sú k dispozícii mikroskúmavky 
vyrobené z rôznych materiálov, ktoré by 
mali minimalizovať adsorbciu peptidov. 
V  súčasnosti sa často používajú skle-
nené mikroskúmavky, mikroskúmavky 
so silanizovaným povrchom, prípadne 
s povrchom potiahnutým polypropylé-
nom alebo polyetylénom [14]. Porovna-
ním mikroskúmaviek sme dospeli k zá-
veru, že použitý materiál nemá zásadný 
vplyv na signál a počet identifi kovaných 
proteínov v spektrálnej knižnici (tab. 2). 
Ukázalo sa, že optimalizácia parametrov 
metódy na ovládanie LC-MS prístroja má 

sa, že lyzát pripravený v lyzačnom pufre 
zloženom z 8 M močoviny 0,5 M Tris/ HCl, 
pH 8,5 poskytuje vyšší signál celkového 

padne močoviny v  lyzačnom pufre. Po 
pridaní lyzátu fi lter zabezpečí výmenu 
do MS kompatibilného pufru. Ukázalo 

Tab. 1. Počet identifi kovaných proteínov v spektrálnej knižnici v závislosti na po-

stupe rozpúšťania.

Pred MS analýzou bol rozpustený 1 μg peptidovej vzorky z bunečnej línie MCF-7 
v nanášacom pufre (2% AcN, 98% H2O, 0,05% TFA). Peptidové vzorky boli každým po-
stupom rozpustené v duplikáte a meranie bolo zopakované 3-krát. Pre každý postup 
bola určená smerodajná odchýlka a priemerný počet identifi kovaných proteínov. 
Výsledky dokazujú, že medzi porovnávanými postupmi nie je podstatný rozdiel 
v počte identifi kovaných proteínov, počet identifi kácií sa mierne zvyšuje pri použití 
acetonitrilovej extrakcie peptidov.

Počet proteínov v spektrálnej knižnici v závislosti na postupe rozpúšťania 

1 μg peptidovej vzorky MCF-7

Replikát Počet identifi kovaných proteínov (FDR < 1%)

acetonitrilová extrakcia 

peptidov

štandardný postup 

rozpúšťania peptidov

1 681 686

705 672

724 700

2 722 712

693 713

723 695

priemer 708 696

smerodajná odchýlka 18,1 15,7

MS – hmotnostná spektrometrie

Tab. 2. Počet identifi kovaných proteínov v spektrálnej knižnici v závislosti na povr-

chu mikroskúmavky v autosampleri.

Napipetovaných bolo 0,05 μg peptidovej vzorky z MCF-7 do mikroskúmaviek v dupli-
káte a meranie bolo zopakované 2-krát. Pre každý typ mikroskúmavky bola určená sme-
rodajná odchýlka a priemerný počet identifi kovaných proteínov. Výsledky dokazujú, že 
počet identifi kácií medzi porovnávanými mikroskúmavkami nie je podstatný. Mikro-
skúmavka so skleneným inzertom má vyššiu smerodajnú odchýlku a počet identifi ko-
vaných proteínov je nižší v porovnaní s ostatnými mikroskúmavkami.

Typ 

mikroskúmavky

Počet identifi kovaných proteínov (FDR < 1%)

replikát 1 replikát 2 priemer smerodajná 

odchýlka

thermo
(sklenený inzert)

117 181
128 42,2

79 133

eksigent (silanizo-
vaný povrch)

200 108
153 41,1

173 132

VWR „orange“
(polypropylén)

172 155
154 23,6

120 168

VWR „red“
(polypropylén)

105 155
144 27,3

148 168
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nie nových bio markerov a  terapeutic-
kých cieľov. Kompletnejšie spektrálne 
knižnice prispejú k rozšíreniu a prehĺbe-
niu poznatkov v onkologickom výskume.
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naopak podstatný vplyv na rozsah a kva-
litu spektrálnej knižnice. V  rámci opti-
malizácie MS/ MS metódy sme hľadali 
najlepšie nastavenie minimálnej inten-
zity peptidového (prekurzorového) iónu 
použitého na fragmentáciu a dobu jeho 
vylúčenia (tab. 3). Optimalizáciou mini-
málnej intenzity prekurzorového píku 
sme zamedzili fragmentáciu prekurzo-
rov na úrovni šumu a zároveň sme zame-
dzili vylúčenie prekurzorov pochádzajú-
cich z proteínov zastúpených v nízkych 
koncentráciách, ktoré sú často pred-
metom onkologického výskumu. Opti-
málna doba vylúčenia prekurzorového 
iónu ďalej rozšírila počet identifi kova-
ných proteínov. Vylúčenie fragmento-
vaných prekurzorových iónov zabraňuje 
opakovanej fragmentácii prekurzoro-
vého iónu s rovnakým m/ z, a umožňuje 
tak fragmentáciu menej zastúpených 
prekurzorov. Po optimalizácii prípravy 
peptidovej vzorky z  bunečnej línie 
MCF-7  a  parametrov MS metódy bola 
vytvorená spektrálna knižnica obsahu-
júca 1 653 (FDR < 1%) proteínov z 1 μg 
lyzátu MCF-7 bunečnej línie, čo predsta-
vuje 8,1 % zo všetkých 20 197 recenzo-
vaných proteínov obsiahnutých v  ľud-
skej databáze proteínov Swiss-Prot [15].

Záver

S využitím rôznych lyzačných podmie-
nok, výberom vhodných mikroskúma-
viek ako aj optimalizáciou MS metódy 
sme dosiahli vyšší počet identifikova-
ných proteínov a vytvorili sme komplet-
nejšiu spektrálnu knižnicu pre nádo-
rovú bunečnú líniu MCF-7. Nový postup 
tvorby spektrálnej knižnice bude ďalej 
aplikovaný pri SWATH kvantifi kácii pro-
teínov v bio logických vzorkách, kde vý-
znamne ovplyvní kvalitu vyextraho-
vaných kvantitatívnych dát a  pokrytie 
celkového proteómu. Rozšírenie spek-
trálnej knižnice umožní kompletnejší 
náhľad na reguláciu proteínov zastúpe-
ných v nízkych koncentráciách, ktoré sú 
obyčajne najzaujímavejšie pre onkolo-
gický výskum, a tým zjednoduší hľada-

Tab. 3. Počet identifi kovaných proteínov v závislosti na parametroch MS/MS me-

tódy pre tvorbu spektrálnej knižnice.

V tabuľke sú zhrnuté výsledky z optimalizácie času vylúčenia prekurzorového pep-
tidu a optimalizácie minimálnej prekurzorovej intenzity. Najvyšší počet identifi ká-
cií získame nastavením 12 s doby vylúčenia zmeraných prekurzorových peptidov, 
nastavením minimálnej intenzity prekurzorového peptidu na hodnotu 50 impulzov 
za sekundu (cps) a využitím 120 min nelineárneho LC gradientu.

Vylúčenie prekurzorového peptidu Minimálna intenzita 

prekurzorového peptidu

čas (s) počet identifi kovaných 

proteínov (FDR < 1%)

intenzita 

(CPS)

počet identifi kovaných 

proteínov (FDR < 1%)

8 1 653 50 1 302

12 1 684 100 1 197

20 1 642 250 932

30 1 528

40 1 399

MS – hmotnostná spektrometrie, LC – kvapalinová chromatografi e
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PŘEHLED

Využití metody vodík/ deuteriové výměny 

v bio farmaceutickém průmyslu

Utilization of Hydrogen/ Deuterium Exchange 
in Biopharmaceutical Industry

Coufalová D., Vojtěšek B., Hernychová L.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
Východiska: Vývoj bio farmaceutik je nejrychleji se rozvíjející oblastí dnešního farmaceutického 
průmyslu. Analýza proteinových terapeutik je však velice náročný úkol kvůli jejich velikosti 
a komplexnosti prostorové struktury. Jakékoliv změny v primární, sekundární, terciální či kvar-
terní struktuře proteinů mohou mít výrazný vliv na jejich funkci, účinnost a v neposlední řadě 
i toxicitu. Hmotnostní spektrometrie se v minulosti osvědčila jako kvalitní nástroj pro analýzu 
primární struktury proteinů (aminokyselinové sekvence) a v posledních letech je díky rozvoji 
nových metod schopná analyzovat i vyšší proteinové struktury. Jednou z těchto nových metod 
je vodík/ deuteriová výměna (HDX). HDX je založena na výměně amidových vodíků aminoky-
selinového řetězce za deuteria z okolního roztoku. Vodíky nacházející se na povrchu proteinu 
jsou za deuteria vyměňovány mnohem rychleji než vodíky schované uvnitř proteinu. Získané 
výsledky z HDX metody mohou poskytnout informace o prostorové struktuře proteinu a také 
o protein-proteinových a protein-ligandových interakcí. Navíc analýzou výměny deuterií v růz-
ných časových intervalech může tato metoda poskytnout informace i o dynamických změnách 
proteinové struktury a dynamice proteinových interakcí. Vzhledem k možnostem, které tato me-
toda nabízí, se HDX stala atraktivní metodou pro charakterizaci proteinových bio farmaceutik. 
Cíl: Cílem tohoto přehledového článku je poukázat na možnosti využití hmotnostní spektrome-
trie v bio farmaceutickém průmyslu se zaměřením na metodu HDX a její aplikace.

Klíčová slova
hmotnostní spektrometrie –  proteomika –  konformace proteinů –  objevování léků –  farmaceu-
tický průmysl –  vodík/ deuteriová výměna

Summary
Background: The development of bio pharmaceutics is the fastest growing segment of the pre-
sent pharmaceutical industry. The analysis of proteins therapeutics is a challenging task due to 
their large size and complexity of spatial structure. Any changes in the primary, secondary, tertiary 
or quaternary protein structure can have huge impact on their function, effi  ciency and toxicity. 
Mass spectrometry proved itself to be a powerful tool for analysis of primary protein structure 
(amino acid sequence) and thanks to the development of new techniques in last years it is able 
to analyse higher order protein structures. One of these new techniques is hydrogen/ deuterium 
exchange (HDX). HDX is based on exchange of amid protons with deuterium from solution on the 
protein backbone chain. Protons on the surface of protein are exchanging with deuterium much 
faster than protons buried inside of protein. HDX results could provide information about spatial 
protein structure and also about protein-protein interactions and protein-ligand interactions. 
Furthermore, by analysing of deuterium exchange in diff erent time points this method could give 
information about dynamic changes of protein structure and dynamics of proteins interactions. 
Because of possibilities of this method, HDX become attractive method for characterization of 
protein bio pharmaceuticals. Aims: This review article is focused on the utilization of mass spect-
rometry in bio pharmaceutical industry and mainly on HDX method and its applications.

Key words
mass spectrometry –  proteomics –  protein conformation –  drug discovery –  drug industry –  
hydrogen/ deuterium exchange
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Úvod

Vývoj bio farmaceutik, z  nichž největší 
část představují protilátky a  rekombi-
nantní proteiny, je jednou z nejvíce dyna-
micky se rozvíjejících oblastí farmaceu-
tického průmyslu. Biofarmaceutika však 
nejsou žádným nováčkem mezi používa-
nými léčivy a např. rekombinantní pro-
tein inzulin je k  léčbě diabetu úspěšně 
užíván již několik desítek let. Proteinová 
léčiva se od standardních nízkomoleku-
lárních léčiv liší nejen svoji velikostí do-
sahující až stovky kDa, ale i svou vysokou 
komplexitou. Kvůli ní vyžaduje navrho-
vání nových bio farmaceutik zcela od-
lišný přístup. Prostorové uspořádání 
a  funkce nízkomolekulárních léčiv jsou 
přímo závislé na jejich struktuře. U pro-
teinů je situace složitější, neboť protein 
se stává funkčním až po sbalení do na-
tivní konformace, obvykle za účasti dal-
ších proteinů (chaperonů). Nesprávně 
složené proteiny podléhají agregaci 
in vivo i in vitro a stávají se cílem proteáz. 
Navíc kromě ztráty funkce může agre-
gace proteinů spouštět nežádoucí imu-
nitní odpověď. Přes všechny obtíže, které 
přináší analýza bio farmaceutických pro-
duktů, nabízejí proteinová léčiva uni-
kátní vlastnosti a  funkce, které nelze 
zastoupit malými syntetickými moleku-
lami. Mezi jejich velké výhody patří vy-
soká specifi cita, bezpečnost, méně ne-
gativních vedlejších efektů a  dlouhá 
životnost v organizmu.

Nepostradatelným nástrojem pro cha-
rakterizaci proteinových léčiv se stala 
hmotnostní spektrometrie (mass spekt-
rometry –  MS), která umožňuje analyzo-
vat nejen kovalentní strukturu, ale i kon-
formaci proteinů, její dynamické změny 
a interakce s dalšími proteiny či jinými li-
gandy [1,2]. V současné době je MS nej-
více využívaná pro charakterizaci ko-
valentní struktury proteinů, tedy jejich 
aminokyselinové sekvence, a posttrans-
lačních modifi kací (PTM) [3,4].

Metody analýzy proteinové 

konformace

Mezi klasické metody studia proteino-
vých konformací patří rentgenová krys-
talografi e a nukleární magnetická rezo-
nance (NMR). Obě metody se v minulosti 
ukázaly jako velice přínosné pro de-
tailní charakterizaci proteinové struktury 

a proteinových komplexů. Avšak vzhle-
dem k jejich limitujícím faktorům nejsou 
v řadě případů nejvhodnější volbou pro 
analýzu bio farmaceutik.

Rentgenová krystalografi e je jedineč-
nou metodou pro určení absolutní pro-
storové struktury proteinů vč. polohy 
všech atomů a vazeb mezi nimi. Jak již 
vyplývá z názvu, tato metoda vyžaduje 
krystalizaci proteinu, což ovšem zne-
možňuje analýzu proteinů za fyziolo-
gických podmínek. Navíc částečně sba-
lené proteiny je obtížnější krystalizovat, 
proto při analýze roztoku se směsí slo-
žených a  částečně složených proteinů 
není možné určit poměr obou forem. 
Příbuzná metoda „X-ray scattering“, která 
umožňuje analýzu proteinů přímo v roz-
toku, je limitována nízkým rozlišením [5].

Oproti rentgenové krystalografii je 
vysokorozlišovací NMR schopná od-
halit detaily vyšších struktur vč. jejich 
dynamických změn. Metoda je však 
omezena maximální velikostí mole-
kul (~30  kDa), čímž je pro většinu bio-
farmaceutických produktů nevyužitelná. 
Není tedy překvapením, že rutinní ana-
lýzy konformace a  stability proteino-
vých léčiv jsou stále závislé na klasických 
bio fyzikálních metodách, jako jsou me-
tody spektroskopické (cirkulární dichroi-
zmus, fl uorescence, UV absorpce, FTIR 
spektroskopie), kalorimetrie, analytická 
ultracentrifugace a gelová chromatogra-
fi e [6]. Metody umožňují analyzovat pro-
tein za fyziologických podmínek, jejich 
nevýhodou je však nízké rozlišení a ne-
schopnost detekce dynamických změn 
proteinové konformace.

MS a analýza konformace 

proteinů

MS je další účinnou metodou pro ana-
lýzu struktury bio polymerů, avšak bez 
spojení s  jinými technikami umožňuje 
pouze charakterizaci aminokyselinové 
sekvence proteinů a  PTM. Teprve až 
s  rozvojem nových metod během po-
sledních dvou desetiletí došlo k  výraz-
nému rozšíření použitelnosti MS i  pro 
studium vyšších proteinových struk-
tur, jejich dynamických změn a  inter-
akcí s  proteiny či nízkomolekulárními 
ligandy. Přesto však většina aplikací zů-
stává i  nadále pouze doménou akade-
mických pracovišť, a  to zejména kvůli 

obtížné automatizaci celého postupu. 
Příkladem je chemické zesítění, které 
je vhodné pro studium proteinových 
struktur i  protein-proteinových inter-
akcí, ale poskytuje nízké výtěžky, a není 
tudíž zcela vyhovující pro specifi cké po-
žadavky bio farmaceutického průmyslu, 
který vyžaduje vysoké výtěžky, auto-
matizaci přípravy vzorků i vyhodnocení 
dat [7]. Naproti tomu metody přímé io-
nizace v elektrospreji (ESI) a vodík/ deu-
teriová výměna (HDX) ve spojení s MS si 
cestu do bio farmaceutických laboratoří 
již našly.

Přímá ESI-MS

Přímá ESI-MS využívá šetrné ionizace 
proteinů v ESI, která umožňuje transfer 
proteinů z kapalné fáze do plynné, aniž 
by došlo ke změně jejich konformace 
nebo narušení nekovalentních vazeb. 
Přímá ESI-MS je v  bio farmaceutickém 
průmyslu nejčastěji používána ke studiu 
rozložení nábojových stavů a ke studiu 
protein-proteinových a protein-ligando-
vých interakcí [8,9]. Schopnost proteinu 
přijímat více nábojů během ionizace 
přímo souvisí s  jeho konformací, díky 
tomu je možné sledováním nábojových 
stavů a  zejména jejich změn deteko-
vat výrazné strukturní změny proteinů, 
a to např. jejich denaturaci [10]. Proteiny 
sbalené v nativní formě mají kompaktní 
strukturu, která je schopná přijmout re-
lativně malé množství nábojů. Naopak 
denaturované proteiny, ale i  proteiny 
s navázanými ligandy a proteinové oli-
gomery, které mají mnohem větší struk-
turu, dokážou přijmout mnohem větší 
počet nábojů. Z  hmotnostních spekter 
lze následně porovnáním populace píků 
s nízkým počtem nábojů a vysokým po-
čtem nábojů určit zastoupení jednotli-
vých forem proteinu.

Hlavními výhodami metody jsou její 
jednoduchost (nevyžaduje žádné zna-
čení ani imobilizaci proteinů), rych-
lost, nízká spotřeba vzorku a specifi cita 
(umožňuje přímo měřit vazebnou ste-
chiometrii a analyzovat směsné vzorky). 
Mezi nevýhody přímé ESI-MS patří nut-
nost měření proteinu v  roztoku vhod-
ném pro ionizaci, což v  řadě případů 
vylučuje možnost použití pufru optimál-
ního pro protein, a také nízké rozlišení, 
které sice dovoluje detekci strukturních 
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dem a bez ligandu, kde na ose x je doba 
inkubace a na ose y procento deuterace.

HDX-MS si rychle nachází cestu z aka-
demických pracovišť do bio farmaceu-
tických laboratoří, a to díky možnosti au-
tomatizace celého procesu od přípravy 
vzorků, přes jejich analýzu až po vyhod-
nocování dat [19,20]. Mezi její nejčastější 
použití v  bio farmaceutickém průmyslu 
patří epitopové mapování, studium vlivu 
PTM na strukturu bio farmaceutik, srov-
návací studie bio farmaceutik z různých 
produkcí a v neposlední řadě i analýza 
protein-ligandových interakcí, kterou lze 
využít ke screeningu potenciálních níz-
komolekulárních léčiv [12,21].

HDX-MS a srovnávací studie
Při výrobě bio farmaceutik je nutné za-
jistit srovnatelnost výsledných produktů 
mezi jednotlivými produkovanými šar-
žemi. Proteiny v nesprávné konformaci 
podléhají v  organizmu agregaci a  ná-
sledné degradaci a navíc mohou spouš-
tět odpověď imunitního systému. Změny 
v primární struktuře proteinů je možné 
snadno detekovat klasickou či tandemo-
vou MS, ale nemusí vypovídat nic o změ-
nách vyšších struktur. HDX-MS se ukázala 
být velice vhodnou ortogonální meto-
dou ke standardně používaným meto-
dám pro analýzu proteinových konfor-
mací, jako jsou cirkulární dichroizmus, 
kalorimetrie a  gelová chromatografie. 
HDX-MS navíc od těchto metod dokáže 
konformační změny lokalizovat v rámci 
aminokyselinové sekvence.

z okolí rychleji než vodíky tvořící vodí-
kové můstky nebo méně přístupné vo-
díky uprostřed proteinové struktury. 
Princip metody byl popsán již v 50. letech 
20. století při sledování výměny vodíků 
za deuteria u inzulinu [15]. K detekci vo-
díků vyměněných za deuteria byla dříve 
využívaná zejména NMR [16] a infračer-
vená spektroskopie [17], ale širšího vyu-
žití se tato metoda dočkala až po jejím 
spojení s  MS  [18]. Vlivem výměny jed-
noho atomu vodíku za jeden atom deu-
teria vzroste molekulová hmotnost pro-
teinu o jednotku a tuto změnu je možné 
přesně detekovat právě hmotnostním 
spektrometrem.

Základní schéma HDX-MS experi-
mentu je znázorněno na schématu  1. 
V  prvním kroku je protein inkubován 
za požadovaných podmínek s ligandem 
a bez ligandu. Výměnná reakce vodíků je 
zahájena přidáním pufru s D2O a ve sta-
novených časových intervalech je reakce 
zastavena okyselením na pH 2,5  a  za-
mražením v  tekutém dusíku. Před mě-
řením jsou vzorky rychle rozmraženy 
a naneseny na pepsinovou kolonu, v níž 
dochází ke štěpení proteinů. Vzniklé 
peptidy jsou separovány na analytické 
koloně a  analyzovány v  hmotnostním 
spektrometru. Hmotnostní spektra pep-
tidů jsou zpracována softwarem, který 
porovnává molekulové hmotnosti totož-
ných deuterovaných a nedeuterovaných 
peptidů a  vypočítává procenta deute-
race. Výsledkem jsou grafy pro jednot-
livé peptidy srovnávající protein s ligan-

změn proteinů, ale je již nedostačující 
pro lokalizaci změn v rámci aminokyse-
linové sekvence.

HDX-MS

HDX-MS je spolehlivá, robustní a  do-
statečně senzitivní metoda pro analýzu 
proteinové konformace, protein-protei-
nových interakcí, protein-ligandových 
interakcí a  agregace proteinů  [11,12]. 
Na  rozdíl od výše zmiňovaných metod 
dokáže nejen detekovat globální změny 
ve struktuře proteinu, ale je schopná je 
lokalizovat na aminokyselinové úrovni. 
Experimenty je navíc možné provádět 
v  pufrech za fyziologických podmínek, 
pH a přítomnosti solí [13].

Základním principem metody HDX-MS 
je schopnost proteinů vyměňovat své 
vodíky za vodíky přítomné v  okolním 
prostředí. Výměna se sice týká všech 
vodíků v  primární struktuře, ale pouze 
výměna amidových vodíků hlavního 
řetězce je touto metodou detekova-
telná [14]. Vodíky vázané v postranních 
řetězcích aminokyselin podléhají velice 
rychlé výměně, která je téměř neměři-
telná, zatímco vodíky vázané na uhlících 
hlavního řetězce jsou vyměňovány po-
malu, což neumožňuje sledování kon-
formačních změn proteinu v  žádaných 
časových intervalech. Rychlost výměny 
amidových vodíků je závislá na přítom-
nosti vodíkových můstků a lokalizaci vo-
díků v rámci prostorové struktury. Ami-
dové vodíky vystavené na povrchu 
proteinu jsou vyměňovány za vodíky 

Schéma 1. Schéma HDX-MS experimentu. 

Protein je nejprve inkubován samostatně a s ligandem po dobu potřebnou k vytvoření protein-ligandové interakce. Následně je přidá-
ním pufru s D2O zahájena reakce výměny deuterií, která je v požadovaných časových intervalech zastavena okyselením vzorku na pH 2,5 
a zamražením v tekutém dusíku. V dalším kroku je vzorek rychle rozmražen a dávkován na pepsinovou kolonu, kde dochází ke štěpení 
proteinu. Vzniklé peptidy jsou separovány na analytické koloně a měřeny hmotnostním spektrometrem. Výsledná data pro protein a pro-
tein s ligandem jsou porovnávána speciálním softwarem a výsledky jsou nejčastěji prezentovány formou grafů zobrazujících závislost 
procenta deuterace na délce deuterace.

MS – hmotnostní spektrometrie, LC – kapalinová chromatografi e
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HDX-MS byla např. použita pro ově-
ření interakce mezi navrženým nízkomo-
lekulárním ligandem a  onkoproteinem 
Reptin  [30]. Analýza potvrdila protein-
-ligandovou interakci a  navíc s  přes-
ností na peptidy určila interakční místo. 
Obdobně i  v  případě proteinu MDM2 
HDX-MS potvrdila interakci s nízkomole-
kulárním ligandem Nutlin-3 [31].

Závěr

Vzrůstající poptávka po nových bio-
farmaceutikách vytváří tlak na vývoj 
analytických metod schopných léčiva 
kompletně analyzovat s vysokou repro-
ducibilitou a  ve velkých množstvích. 
Metoda MS si již našla své stabilní místo 
pro analýzu primární struktury proteinů 
a  propojením s  novými technikami se 
pomalu stává nepostradatelnou i  pro 
charakterizaci proteinových konfor-
mací a  vazeb s  interakčními partnery. 
Zejména spojení s HDX je zajímavé pro 
bio farmaceutický průmysl, jelikož do-
káže snadno odpovědět na otázky tý-
kající se komplexní struktury bio-
farmaceutik, jejich dynamických změn 
a interakcí a navíc umožňuje proces od 
přípravy vzorků až po vyhodnocování 
dat z velké části automatizovat.
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padě byla použita HDX-MS i rentgenová 
krystalografi e. Nalezený epitop byl kon-
formační povahy, což vysvětlilo, proč se 
v předchozích experimentech využíva-
jících klasické metody epitopového ma-
pování (např. fágový display) nepoda-
řilo epitop dostatečně charakterizovat. 
Popsaný epitop slouží k přípravě synte-
tické peptidové vakcíny obsahující imu-
nodominantní epitop navržený dle vý-
sledků z epitopového mapování.

HDX-MS a vliv posttranslační modifi kace 
na strukturu proteinů
Posttranslační modifi kace proteinových 
bio farmaceutik mohou vznikat přirozeně 
(glykosylace, fosforylace, metylace…) 
nebo uměle (PEGylace, konjugace s léky) 
v  závislosti na výrobním procesu a  po-
žadavcích. Kromě detekce a  identifi-
kace PTM je u bio farmaceutik nutné ově-
řit, zdali přítomnost dané PTM ovlivňuje 
strukturu proteinu a  tím i  jeho funkč-
nost. Například u glykosylací, které patří 
mezi nejčastější PTM, byl prokázán vliv 
na skládání proteinu, vazby s  interakč-
ními partnery i  na imunitní odpověď 
organizmu [27].

Houde et al ve své studii pomocí HDX-
-MS srovnávali účinek glykosylace na 
konformaci monoklonálních IgG1  pro-
tilátek  [28]. Výsledky ukázaly, že oxi-
dace a galaktosylace methioninu ovliv-
nila strukturu IgG1, zatímco fukosylace 
na ni neměla žádný vliv. Z uměle vytvo-
řených modifi kací jsou velice zajímavé 
konjugáty protilátky s lékem (antibody-
-drug conjugate –  ADC) tvořené speci-
fi ckou tumor rozpoznávající protilátku 
s navázaným chemoterapeutikem, které 
je takto zacíleno přímo do nádorové 
buňky. Nezbytným krokem ve vývoji no-
vých ADC je ověření, zdali vazba léku 
s  protilátkou nezpůsobuje změny ve 
struktuře protilátky, k čemuž je možné 
využít právě metodu HDX-MS [29].

HDX-MS a protein-ligandové interakce
Kromě charakterizace samotných protei-
nových léčiv je možné metodu HDX-MS 
využít i ke sledování účinku nízkomole-
kulárních léčiv na cílové proteiny. Takto 
lze pozorovat, zdali léčivo interaguje 
s předpokládanou oblastí či zdali dokáže 
změnit konformaci proteinu na aktivní či 
neaktivní formu.

HDX-MS byla použita pro srovnání to-
tožné monoklonální protilátky vyro-
bené ve třech různých výrobních pro-
cesech  [22]. Pro analýzu vzorků byla 
použita globální i  lokální analýza a au-
tomatizovaný systém pro přípravu i mě-
ření vzorků. Výsledky ukázaly, že mezi 
vzorky nebyly změny na globální pro-
teinové úrovni ani na lokální peptidové 
úrovni. Analýza stejných vzorků protilá-
tek byla pro srovnání provedena i v jiné 
laboratoři vybavené stejným hmotnost-
ním spektrometrem, ale bez automa-
tizovaného systému přípravy vzorků. 
Výsledná data též potvrdila, že mezi 
analyzovanými protilátkami není rozdíl 
v proteinové struktuře.

HDX-MS a epitopové mapování
Epitopové mapování je přístup sloužící 
k popisu specifi cké interakce mezi para-
topem protilátky a  epitopem antigenu. 
Vzniklý komplex protilátka-antigen může 
aktivovat imunitní odpověď organizmu 
nebo inaktivovat antigen. Epitopy se dělí 
na lineární a konformační. Lineární epi-
topy jsou definované aminokyselino-
vou sekvencí a  denaturace neovlivňuje 
jejich funkčnost. U  konformačních epi-
topů je funkce úzce spjatá s jejich prosto-
rovou strukturou a denaturací se ztrácí. 
Zejména charakterizace konformačních 
epitopů je náročná, jelikož je nutné an-
tigeny i  protilátky analyzovat za nativ-
ních podmínek. Identifi kace a charakteri-
zace epitopů je zásadní pro vývoj nových 
protilátek i ochranu duševního vlastnictví 
v bio farmaceutickém průmyslu [23,24].

HDX-MS je vhodná metoda pro iden-
tifi kace lineárních i konformačních epi-
topů, jak ukazuje následující příklad. 
Zhang et  al analyzovali epitop u  aler-
genu (Ana o 2) z kešu oříšků v komplexu 
s  dvěma protilátkami (2B5  a  1F5)  [25]. 
Výsledek odhalil, že protilátka 2B5  in-
teraguje s lineárním epitopem, zatímco 
protilátka 1F5 pro vazbu potřebuje epi-
top konformační. HDX-MS v tomto pří-
padě umožnila přesně lokalizovat epi-
top, a  to s  vynaložením menšího úsilí, 
než vyžadují konvenční metody epitopo-
vého mapování. V ně kte rých případech 
je však vhodné kombinovat více metod, 
jako tomu bylo u epitopového mapování 
meningokového lipoproteinu fHbp (fak-
tor H vázající protein) [26]. V tomto pří-
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PŘEHLED

Nové metody studia metylace DNA –  

MS-HRM analýza a elektrochemie

Novel Approaches in DNA Methylation Studies –  
MS-HRM Analysis and Electrochemistry

Bartošík M., Ondroušková E.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
Metylace cytozinů v DNA je jedním z epigenetických mechanizmů regulujících expresi genů, 
a hraje tak důležitou roli v diferenciaci nebo proliferaci buněk. V nádorových buňkách často do-
chází ke změnám v metylaci DNA, kupříkladu nadměrnou metylací (hypermetylací) promotorů 
tumor supresorových genů. Proto jsou vyvíjeny nové metody analýzy, které by byly schopny 
určit rozsah metylace konkrétní sekvence DNA. K  těmto metodám se řadí i  relativně levné 
a  rychlé techniky MS-HRM (methylation-specifi c high resolution melting) a elektrochemie. 
Ve srovnání s jinými používanými metodami jsou vhodné pro screening většího počtu vzorků či 
více cílových oblastí DNA. MS-HRM svou citlivostí a relativní nenáročností konkuruje ostatním 
zavedeným metodám, jako jsou metylačně-specifi cká PCR nebo přímá bisulfi tová sekvenace. 
Elektrochemie nabízí nenáročné přístrojové vybavení a při použití vhodných elektroaktivních 
molekul a elektrodových povrchů i několik zajímavých strategií rozlišení cytozinů a metylcyto-
zinů. Obě techniky byly již úspěšně použity při stanovení metylace DNA promotorů důležitých 
tumor supresorových genů a mohly by tak v budoucnu přispět ke zpřesnění dia gnostiky a pro-
gnostiky onkologických onemocnění. Aberantní metylace promotorů byla popsána již u stovek 
genů se vztahem k nádorovým onemocněním a s rozvojem metod, jež by umožňovaly jejich 
detekci i v klinické praxi, by se řada z nich mohla stát novými důležitými bio markery.

Klíčová slova
DNA metylace –  5-metylcytozin –  HRM analýza –  teplota tání –  DNA duplex –  elektrochemie –  
hybridizace nukleových kyselin

Summary
Cytosine methylation in DNA is an epigenetic mechanism regulating gene expression and plays 
a vital role in cell diff erentiation or proliferation. Tumor cells often exhibit aberrant DNA me-
thylation, e.g. hypermethylation of tumor suppressor gene promoters. New methods, capa-
ble of determining methylation status of specifi c DNA sequences, are thus being developed. 
Among them, MS-HRM (methylation-specifi c high resolution melting) and electrochemistry 
off er relatively inexpensive instrumentation, fast assay times and possibility of screening mul-
tiple samples/DNA regions simultaneously. MS-HRM is due to its sensitivity and simplicity an 
interesting alternative to already established techniques, including methylation-specifi c PCR or 
bisulfi te sequencing. Electrochemistry, when combined with suitable electroactive labels and 
electrode surfaces, has been applied in several unique strategies for discrimination of cytosines 
and meth ylcytosines. Both techniques were successfully tested in analysis of DNA methylation 
within promoters of important tumor suppressor genes and could thus help in achieving more 
precise diagnostics and prognostics of cancer. Aberrant methylation of promoters has already 
been described in hundreds of genes associated with tumorigenesis and could serve as impor-
tant biomarker if new methods applicable into clinical practice are suffi  ciently advanced.

Key words
DNA methylation –  5-methylcytosine –  HRM analysis –  melting temperature –  DNA duplex –  
electrochemistry –  nucleic acid hybridization
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Úvod

Epigenetické mechanizmy hrají klíčo-
vou roli v normálním vývoji jedince i při 
vzniku různých onemocnění. Regulují 
expresi genů reverzibilní kovalentní mo-
difi kací DNA, RNA nebo proteinů (bez 
změny pořadí nukleotidů anebo ami-
nokyselin), které jsou ovšem dědičné, 
a  ovlivňují tak fenotyp, aniž by měnily 
genotyp. Epigenetické mechanizmy se 
uplatňují na celé řadě úrovní (před tran-
skripcí, post-transkripční i  post-trans-
lační), a  jsou tak důležité např. v  mor-
fogenezi, při diferenciaci buněk anebo 
při jejich proliferaci. Mezi epigenetické 
mechanizmy se řadí např. metylace 
DNA, acetylace histonů nebo fosfory-
lace, sumoylace či ubikvitinace různých 
proteinů.

V případě metylace DNA zde máme 
na mysli reakci katalyzovanou DNA 
metyltransferázou (DNMT), která pře-
náší metylovou skupinu (-CH3) ze sub-
strátu S-adenozyl-methioninu (SAM) na 
uhlík cytozinu v pozici 5’, nacházejícího 
se v dinukleotidu CpG, za vzniku 5-me-
tylcytozinu (obr.  1). Metylace cytozinů 
v DNA „tlumí“ expresi genů, přičemž se 
předpokládají dva hlavní mechanizmy –  
přímá interference vazby transkripč-
ních faktorů na DNA a  aktivace histo-
nových de acetyláz (které snižují expresi 
genů ovlivněním kompaktnosti DNA). 

Distribuce CpG dinukleotidů je v rámci 
genomu značně asymetrická, jsou ob-
vykle seskupeny do krátkých úseků, tzv. 
CpG „ostrůvků“, nacházejících se nejčas-
těji v promotorech genů. Ve většině pří-
padů jsou tyto cytoziny nemetylované, 
výjimky tvoří plně metylované ostrůvky 
např. v  ně kte rých genech u  ženských 
chromozomů X nebo u imprintovaných 
genů na jedné parentální alele [1].

Abnormální metylace DNA byla dete-
kována i v nádorových buňkách. Ty pa-
radoxně vykazují jednak zvýšenou me-
tylaci (hypermetylaci) promotorů tumor 
supresorových genů [1] blokující expresi 
proteinů důležitých např. při opravě po-
škození DNA nebo apoptóze, na druhé 
straně však i  globálně sníženou me-
tylaci (hypometylaci) genomu vedoucí 
k  vyšší expresi původně utlumených, 
potenciálně nebezpečných genů (např. 
virových nebo imprintovaných genů, 
repetitivních sekvencí atd.)  [2], popří-
padě k chromozomální destabilizaci [3]. 
Hypermetylace promotorů byla pro-
kázána např. v  genu kódujícím pro-
tein p16 u různých typů nádorů (karci-
nom mléčné žlázy, žaludku, plic atd.) [4], 
BRCA1 (karcinom mléčné žlázy a vaječ-
níků)  [5], v  genu kódujícím O6-metyl-
guanin DNA metyltransferázu (MGMT) 
v glioblastomech [6], glutation-S-trans-
ferázu [7] nebo VHL (karcinom ledvin) [8]. 

Objevují se důkazy, že metylace DNA 
ovlivňuje i expresi mikroRNA, důležitých 
posttranskripčních regulátorů genové 
exprese [9].

Globální hypometylace DNA byla na-
opak nalezena např. u nádorů prostaty, 
hepatocelulárních karcinomů nebo kar-
cinomu děložního hrdla  [10]. Snížená 
metylace nebo až demetylace může po-
stihnout i  promotory onkogenů. Naše 
skupina prokázala, že demetylace onko-
genu E6 v genomu lidského papiloma-
viru 16 (HPV-16) způsobujícího rakovinu 
děložního hrdla vede k jeho zvýšené ex-
presi, a může tak sloužit jako prediktivní 
bio marker transformace prekanceróz-
ních lézí na karcinom [11]. Analýza me-
tylace DNA proto skýtá obrovský po-
tenciál využitelný např. pro včasnou 
dia gnostiku nádorů a případné určení je-
jich invazivity, progrese, metastatického 
potenciálu nebo chemosenzitivity [12].

Současné metody studia 

metylace DNA

Existují metody, které sice dokážou 
kvantifikovat globální metylaci DNA, 
např. HPLC  [13], ovšem neposkytují in-
formace o  konkrétních metylovaných 
pozicích v rámci genomu, a nejsou tak 
vhodné pro funkční analýzy. Budeme 
se proto věnovat pouze těm přístupům, 
které umožňují určit míru metylace kon-
krétního místa v  DNA, tj. obvykle sek-
vence genu nebo jeho promotoru. Velká 
většina z  těchto metod je založena na 
1. použití metyl senzitivních restrikč-
ních endonukleáz, 2. reakci DNA s hyd-
rogensiřičitanem sodným (tzv. bisulfi-
tové konverzi) anebo 3. chromatinové 
imunoprecipitaci s  využitím protilátek 
vůči metylcytozinu. Všechny tyto pří-
stupy byly vyvinuty v  70. a  80. letech 
20. století a  od té doby zaznamenaly 
značný rozvoj.

Restrikční analýza

Metyl senzitivní restrikční endonuk-
leázy (restriktázy) jsou speciální enzymy, 
které rozeznávají a  štěpí konkrétní re-
strikční místa v DNA v závislosti na pří-
tomnosti metylcytozinu. Obvykle jde 
o enzymy štěpící pouze nemetylovanou 
DNA, např. HpaII (rozeznávající a  ště-
pící sekvenci CCGG), BstUI (CGCG) nebo 
HhaI (GCGC), přičemž přítomnost me-

Obr. 1. Metylace cytozinu.

A. DNA metyltransferáza (DNMT) katalyzuje přeměnu cytozinu na 5-metylcytozin. Zdroj 
metylových skupin je S-adenozyl-methionin (SAM), který je konvertován na S-adenozyl-
-homocystein (SAH). B. Metylace cytozinu nastává pouze u CpG dinukleotidů.

A cytozin 5-metylcytozin

B
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thyLight  [19] kombinující MSP (tj. kon-
verzi bisulfi tem s následnou amplifi kací 
pomocí metyl-specifických primerů) 
a fl uorescenční detekci pomocí Taqman 
sondy (DNA oligonukleotid značený 
na jednom konci fl uoroforem a na dru-
hém konci zhášedlem). Během PCR Taq-
man sonda hybridizuje s  templátovou 
DNA v  rámci amplifikované sekvence, 
přičemž DNA polymeráza během repli-
kace sondu rozštěpí, fl uorofor je tím od 
zhášedla oddělen, což vede k  nárůstu 
fl uorescence. I když se jedná o metodu 

fikuje bisulfitem konvertovanou DNA 
pomocí metyl-specifi ckých primerů, při-
čemž tyto primery jsou navrženy zvlášť 
pro konvertovanou nemetylovanou 
DNA (která obsahuje uracily, a proto má 
primer více adeninů) a  zvlášť pro kon-
vertovanou metylovanou DNA (pri-
mer obsahuje více guaninů). Amplikony 
jsou následně vizualizovány pomocí ge-
lové elektroforézy. Jedná se o  rychlou 
a citlivou metodu bez nutnosti speciál-
ního příslušenství, není však dostatečně 
kvantitativní. Tou je naopak metoda Me-

tylcytozinu v rozeznávané sekvenci ště-
pení DNA blokuje. Naproti tomu exis-
tují i endonukleázy, které naopak štěpí 
pouze metylovanou DNA, např. McrBC 
rozeznávající a štěpící dvě (G/ A)mC místa 
vzdálená od sebe až 3 kb  [11,14]. Zřej-
mou nevýhodou restrikčních analýz je 
nutná přítomnost daného restrikčního 
místa v analyzovaném genu nebo pro-
motoru. Původní časově i  materiálně 
náročnější Southernovu analýzu štěpe-
ných fragmentů [15] nahradila restrikční 
analýza v kombinaci s kvantitativní PCR 
(qPCR). DNA je nejdřív štěpena vhod-
nou endonukleázou a  následně pouze 
nefragmentovaná DNA (tudíž pouze 
metylovaná anebo nemetylovaná DNA, 
v závislosti na použité restriktáze) je am-
plifikována a  současně kvantifikována 
pomocí qPCR [16].

Další metodou je tzv. MS-MLPA (me-
thylation-sensitive multiplex ligation-
-dependent probe amplification) čili 
kombinace restrikce, ligace a  amplifi-
kace [17]. MLPA test je založen na apli-
kaci dvou oligonukleotidů, které hyb-
ridizují k  přilehlým cílovým sekvencím 
ve zkoumané DNA a pomocí ligázy jsou 
spojeny do jedné sondy. Současně se 
přidává i restriktáza, která štěpí nemety-
lovanou ligovanou DNA. V průběhu ná-
sledné PCR reakce jsou amplifikovány 
pouze neštěpené sondy (obsahující pri-
mer sekvence), které hybridizovaly s me-
tylovanou DNA. Metoda je sice semi-
-kvantitativní, ale umožňuje analýzu 
až 60 různých fragmentů DNA v jediné 
multiplexní PCR reakci pomocí následné 
kapilární elektroforézy, a  to na základě 
různých délek oligonukleotidů (obr. 2).

Bisulfi tová konverze

Hydrogensiřičitan sodný (sodium bisul-
fi te) deaminuje v sérii kroků cytozin na 
uracil, zatímco metylcytozin je chemicky 
chráněn a zůstává nezměněn. Takto mo-
difi kovaná DNA je následně použita jako 
templát pro PCR reakci, přičemž uracil 
je amplifi kován jako tymin a metylcyto-
zin jako cytozin (obr. 3). Tím jsou získány 
dvě různé sekvence DNA v závislosti na 
původní metylaci. Tato specifi cká kon-
verze je základem mnoha technik ana-
lýzy DNA metylace.

Mezi nejpoužívanější patří metylačně-
-specifi cká PCR (MSP) [18], která ampli-

Obr. 2. Schéma MS-MLPA.

Stanovení metylace restrikčního místa kombinací ligace, štěpení, PCR reakce a kapi-
lární elektroforézy. Základem je vhodný design DNA sond, z níž jedna obsahuje primer X 
a druhá primer Y. U metylované DNA po ligaci proběhne PCR reakce, generující amplikony 
o různých délkách v závislosti na délce původní DNA sondy, které jsou rozlišeny kapilární 
elektroforézou. Nemetylovaná DNA je po ligaci štěpena a amplifi kace neprobíhá. 

DNA sondy: fi alově – sekvence primerů, červeně – sekvence hybridizující s cílovou DNA, 
zeleně – nehybridizující sekvence o různých délkách pro usnadnění analýzy kapilární 
elektroforézou

nemetylovaná DNA

neamplifi kováno

metylovaná DNA

denaturace a hybridizace se sondami

simultánní ligace a štěpení endonukleázami

PCR reakce a analýza fragmentů pomocí kapilární elektroforézy
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Metylovaná DNA je tak zachycena a ne-
metylovaná DNA je následně odmyta. 
Získaná DNA je sekvenována nebo ana-
lyzována pomocí DNA microarrays [22].

HRM analýza

Jednou z poměrně citlivých a nepříliš ná-
kladných metod analýzy metylace DNA 
je MS-HRM (methylation-specifi c high re-
solution melting) využívající rozdílných 
teplot tání dvouřetězcových DNA v  zá-
vislosti na jejich sekvenci. Podíl párů cy-
tozin-guanin (C-G) a tymin-adenin (T-A) 
obecně určuje pevnost vazby mezi 
dvěma řetězci DNA. Pár C-G je spojen 
třemi vodíkovými vazbami, zatímco T-A 
jen dvěma. Čím vyšší je tedy podíl C-G 
párů v analyzovaném řetězci, tím je vazba 
dvouřetězce silnější a tím vyšší je teplota 
tání, Tm, které je potřeba dosáhnout, aby 
dvouřetězcová DNA disociovala na jed-
notlivé řetězce. Pokud je k detekci DNA 
použito fl uorescenční interkalační bar-
vivo, pak je možné srovnat Tm jednotli-
vých dvouřetězců stanovením teploty, 
při které dochází k poklesu fl uorescence 

tzv. COBRA analýza (combined bisulfi te 
restriction analysis). Po bisulfi tové kon-
verzi a  PCR amplifi kaci jsou amplikony 
štěpeny restriktázou, která specificky 
štěpí restrikční místo ovlivněné konverzí. 
Elektroforézou v denaturujícím gelu lze 
z poměru štěpených a neštěpených PCR 
produktů zjistit stupeň metylace [21].

Proteiny vázající metylcytozin

Metylcytoziny v DNA mohou být speci-
fi cky zachyceny pomocí protilátek vůči 
metylcytozinu, popřípadě s  využitím 
proteinů vázajících metylovou skupinu 
(methyl-binding proteins). V  obou pří-
padech se v  podstatě jedná o  oboha-
cení vzorku o  metylovanou DNA a  její 
následnou analýzu pomocí různých 
metod. Imunoprecipitace metylované 
DNA (methylated DNA immunopreci-
pitation  –  MeDIP) představuje metodu 
globální analýzy metylace. DNA je frag-
mentována ultrazvukem, po denaturaci 
inkubována s protilátkou proti metylcy-
tozinu a následně se sekundární protilát-
kou navázanou na magnetickou kuličku. 

dražší, Taqman sondy zabezpečují vyšší 
specifi citu amplifi kace.

Bisulfi tové pyrosekvenování poskytuje 
relativně přesná data o metylaci jednot-
livých cytozinů, i když pouze u krátkých 
sekvencí do délky cca 250 bází. Po bisulfi -
tové konverzi DNA následuje PCR, u které 
je jeden z primerů bio tinylován, a může 
tak být imobilizován na streptavidinových 
kuličkách. Do reakční směsi jsou postupně 
přidávány jednotlivé deoxynukleotidtri-
fosfáty (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), přičemž 
v reakční směsi je v daný okamžik příto-
men pouze jeden z  těchto nukleotidů. 
Po inkorporaci komplementárního nuk-
leotidu se uvolní pyrofosfát (PPi), který je 
enzymem ATP sulfurylázou konvertován 
na ATP. ATP je následně využito luciferá-
zou k  oxidaci luciferinu na oxyluciferin, 
čímž dochází k  uvolnění světla, které je 
snímáno kamerou. Nespotřebované nuk-
leotidy jsou na závěr degradovány apy-
rázou a z kuliček odmyty, aby do reakční 
směsi mohly vstoupit jiné nukleotidy [20].

Kombinaci bisulfi tové konverze s  re-
strikčními endonukleázami představuje 

Obr. 3. Základy bisulfi tové konverze.

A. Cytozin je při reakci s bisulfi tem (hydrogensiřičitanem sodným) sulfonován, deaminován, a nakonec při zvýšeném pH desulfonován až 
na uracil, zatímco metylcytozin je nezměněn. B. Stejná primární sekvence DNA se po bisulfi tové konverzi a PCR amplifi kaci liší v závislosti 
na tom, zda byla původně metylována či nikoliv. Metylcytozin se amplifi kuje jako cytozin, zatímco uracil jako tymin.

A B
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pak byla využita k  detekci metylova-
ného virového genu L1 u HPV-16, čímž by 
mohla přispět k přesnější prognostice to-
hoto onemocnění [34,35]. dMS-HRM byla 
využita při detailní analýze metylace pro-
motoru genu kódujícího BRCA1  nebo 
CDKN2B [27,36].

Elektrochemie

Elektrochemie se na rozdíl od výše po-
psaných optických metod zabývá přeno-
sem elektronů mezi studovanou látkou 
a  elektrodou, a  to v  prostředí elektro-
lytu (tj. vodivého roztoku). Studovaná 
látka může elektrodě elektrony ode-
vzdávat (oxidovat se), nebo od elektrody 
elektrony přijímat (redukovat se), při-
čemž se tento přenos elektronů projeví 
změnou sledovaného signálu (obr.  5). 
Výhodou elektrochemie je jednoduchá 
a relativně levná instrumentace, rychlé 
měření a  možnost miniaturizace sys-
tému s paralelní detekcí vzorků. I proto 
je čím dál častěji aplikována v  oblasti 
molekulární onkologie, kde se obvykle 
používá při detekci různých bio markerů 
(proteinů  [37], DNA  [38,39] nebo mi-
kroRNA  [40]), studiu interakcí DNA 
s proteiny [41] a poškození DNA nízko-
molekulárními látkami [38], ale i při tes-
tování potenciálních protinádorových 
léčiv [42].

metylovaných/ nemetylovaných alel i ve 
vzorku s  nízkým obsahem CpG umož-
ňuje modifi kace MS-HRM využívající di-
gitální PCR (dMS-HRM), při níž je vzo-
rek před amplifi kací naředěn tak, že je 
následně amplifi kována vždy jen jedna 
molekula DNA. Tím se zároveň vyřeší 
i  nerovnoměrná efektivita amplifi kace 
metylovaných vs. nemetylovaných DNA 
sekvencí [27].

Od dob těchto pilotních studií se vyu-
žití metodiky MS-HRM postupně rozšiřuje 
a přibývá prací, ve kterých byla úspěšně 
aplikována na detekci metylace promo-
torů genů spojených většinou s  nádo-
rovými onemocněními. Konkrétně byla 
takto popsána metylace promotoru 
genu AKAP12 u karcinomu prostaty [28], 
u pa cientek s karcinomem prsu pak byla 
touto metodou detekována např. me-
tylace promotoru genu CST6  [29] nebo 
SOX17  [30]. Yang et al provedli MS-HRM 
analýzu metylace promotorů několika 
genů s funkcí nádorových supresorů, při-
čemž získali zajímavé výsledky, které by 
mohly být využity při včasné detekci kar-
cinomů nosohltanu  [31]. Citlivost me-
tody potvrzuje i  její využití u  pa cientů 
s  kolorektálním karcinomem při ana-
lýze metylací cirkulující nádorové DNA 
v periferní krvi [32] nebo ze stolice [33]. 
U pa cientek s rakovinou děložního hrdla 

danému rozpadem dvouřetězce a uvol-
něním interkalačního barviva.

Vývoj interkalačních barviv, která ne-
inhibují průběh PCR, a přístrojů s dosta-
tečnou citlivostí zachycujících i  jemné 
změny fl uorescence vedl k  využití me-
tody HRM pro detekci jednonukleotido-
vých polymorfi zmů v  genotypizačních 
studiích [23,24]. Stejný princip lze využít 
i pro rozlišení mezi metylovanou a ne-
metylovanou alelou, přičemž MS-HRM 
poprvé využili k detekci metylace MGMT 
promotoru Wojdacz et al [25]. V této va-
riantě metody HRM je DNA nejprve 
podrobena bisulfi tové konverzi a  poté 
je v  přítomnosti fl uorescenčního inter-
kalačního barviva amplifikován analy-
zovaný úsek. Po ukončení amplifi kace 
je sledován pokles fl uorescence jednot-
livých vzorků při zvyšující se teplotě. 
Ke stanovení procenta metylace vzorku 
je vždy jako standard použita plně mety-
lovaná a plně demetylovaná DNA, které 
jsou smíchány v určitých poměrech a od 
nichž lze stupeň metylace vzorku odečíst 
(obr. 4). Výhodou MS-HRM jsou poměrně 
nízké náklady a  dostatečná citlivost 
pro detekci 0,1% metylace templátu. 
Nevýhodou je, že touto metodou lze zjis-
tit pouze procento metylace dané sek-
vence, ale nikoliv, které konkrétní CpG 
dinukleotidy jsou metylované a  které 
ne. Dále, stejně jako u ostatních metod 
založených na PCR dochází k nerovno-
měrné efektivitě amplifikace metylo-
vané a  nemetylované DNA sekvence, 
kdy nemetylovaná DNA je obecně am-
plifi kována s vyšší účinností. Tento pro-
blém je řešitelný upraveným designem 
primerů tak, aby obsahovaly jeden až 
dva CpG dinukleotidy u 5’-konce, čímž 
se stanou o něco specifi čtější pro mety-
lovanou alelu. Takto navržené primery 
spolu s optimalizací teploty renaturace 
pak umožní vyrovnání účinnosti PCR 
u metylované a nemetylované DNA [26]. 
MS-HRM lze nejlépe využít pro kvantifi -
kaci metylace u DNA sekvencí bohatých 
na CpG dinukleotidy, které tvoří pouze 
homoduplexy, a  mohou tak být srov-
nány s plně metylovanou/ demetylova-
nou DNA. V případě sekvencí s nízkým 
obsahem CpG (méně než tři) se mohou 
tvořit i heteroduplexy a křivky tání jsou 
potom komplexnější a  obtížněji inter-
pretovatelné. Přesnější stanovení počtu 

Obr. 4. Typický normalizovaný výsledek MS-HRM. 

Fluorescenční profi ly, získané při zvyšující se teplotě, se liší v závislosti na původním stupni 
metylace amplifi kovaného úseku DNA. Křivky tání kontrolních vzorků (metylovaná a de-
metylovaná DNA smíchané v různých poměrech) umožní určit stupeň metylace analyzo-
vaného vzorku.
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nucleic acid) sondu. Tato PNA sonda byla 
komplementární k metylované DNA po 
konverzi bisulfi tem (naopak nemetylo-
vaná DNA se po konverzi lišila ve dvou 
nukleotidech, a tudíž nebyla plně kom-
plementární k  PNA sondě). Následně 
aplikovali kladně nabitou elektroak-
tivní značku, která se elektrostaticky vá-
zala na záporně nabitou metylovanou 
DNA daleko více než na nemetylovanou 
DNA (ta s PNA sondou totiž hybridizo-
vala v  mnohem menší míře). Výhodou 
PNA sondy je její elektroneutralita  –  
proto se na ni kladně nabitá značka ne-
vázala, což vedlo ke snížení falešně ne-
gativních výsledků. Metoda ovšem 
nebyla testována na bio logických vzor-
cích, a proto zůstává otázkou, jestli bude 
efektivní nejenom u  nádorových linií, 
ale zejména v  klinickém materiálu od 
pa cientů.

Naše laboratoř rovněž aplikovala bi-
sulfi tovou konverzi bez nutnosti použití 
PCR [54]. Metoda spočívá v tom, že me-
tylcytozin je na rtuťových elektrodách 
redukovatelný, zatímco uracil po bisul-
fi tové konverzi nikoliv. Metylovaná DNA 
tak po konverzi poskytovala vyšší signál 
než nemetylovaná DNA, přičemž množ-
ství metylcytozinů v  DNA korelovalo 
s velikostí signálu. I tuto metodu je po-
třeba optimalizovat pro její použití v bio-
logických vzorcích.

Závěr a výhled do budoucnosti

Studium metylace DNA jakožto epigene-
tické modifi kace regulující genovou ex-
presi je nejen zajímavou, ale i  nesmírně 
důležitou oblastí současného onkologic-
kého výzkumu. Čím dál tím více vědec-
kých prací potvrzuje vliv abnormální me-
tylace na expresi důležitých nádorových 
supresorů nebo onkoproteinů, a vývoj no-
vých metod pro analýzu metylace DNA tak 
může vést k efektivnější dia gnostice nádo-
rových onemocnění anebo k lepší predikci 
odpovědí na jejich léčbu. Prozatím však 
chybí dostatečně ověřené testy použitelné 
v klinické praxi. Jedním z mála je Epi pro-
Colon –  dia gnostický krevní test nedávno 
schválený americkým Úřadem pro kont-
rolu potravin a léčiv pro detekci metylace 
promotoru genu pro Septin 9 u pa cientů 
s kolorektálním karcinomem [55].

Protože důležitým faktorem těchto testů 
bude i jejich fi nální cena, vyvíjejí se i me-

mické značky. Skupina J. Bartonové apli-
kovala popsanou strategii pro studium 
hyperaktivity DNMT1  přímo v  buněč-
ných lyzátech kolorektálního karcinomu, 
přičemž zjistili výrazně vyšší aktivitu 
DNMT1 v nádorové tkáni oproti přilehlé 
zdravé tkáni [45]. qPCR ani Western blot-
ting analýza ovšem tuto hyperaktivitu 
nepotvrdily, což autoři vysvětlují vyšší 
senzitivitou elektrochemické metody.

eMethylsorb je nedávno navržený test 
pro rozlišení metylované a  nemetylo-
vané DNA na základě jejich rozdílných 
adsorpčních vlastností. Obě DNA jsou 
modifi kovány bisulfi tem a následně am-
plifi kovány asymetrickou PCR, která vy-
generuje jednořetězcové amplikony 
obohacené buď o guanin (pro metylo-
vanou DNA), anebo adenin (pro neme-
tylovanou DNA). Rozdílné afi nity těchto 
amplikonů ke zlatému povrchu elekt-
rody vedou k  větší adsorpci „adenino-
vých“ amplikonů (od nemetylované 
DNA), a tudíž k větší elektrostatické re-
pulzi se záporně nabitou elektroaktivní 
značkou (tj. k  poklesu signálu). Proza-
tím byla metoda testována na DNA z ná-
dorových buněk MCF-7, u které rozlišila 
0%, 10%, 25%, 50%, 75% a 100% stupeň 
metylace [51,52].

Bisulfi tová konverze byla použita i pro
analýzu metylace genu TP53  [53], a  to 
bez použití PCR amplifi kace. Autoři ne-
použili DNA sondu, ale její strukturní 
analog složený z  peptidové kostry 
a  DNA nukleotidů, tzv. PNA (peptide 

Bylo rovněž publikováno několik stra-
tegií využívajících elektrochemickou 
analýzu metylace DNA. Nejjednodušší 
je přímé rozlišení cytozinu a  metylcy-
tozinu na povrchu určitých elektrod na 
bázi uhlíku, a  to díky rozdílnému po-
tenciálu jejich oxidace  [43]. Výsledná 
voltametrická křivka (křivka závislosti 
proudu na potenciálu) pak obsahuje 
dva oddělené píky, jeden od cytozinu 
a  druhý od metylcytozinu. Tento pří-
stup, který jako jeden z  mála nevyža-
duje hybridizaci s komplementární DNA, 
ovšem vyžaduje vysoké vstupní kon-
centrace DNA a  neumožňuje lokalizaci 
CpG dinukleotidů v  rámci analyzované 
sekvence.

Velice častou strategií je elektroche-
mické sledování aktivity a inhibice me-
tyltransferáz  [44– 50]. Povrch elektrody, 
popřípadě magnetických kuliček je mo-
difikován nemetylovaným duplexem 
DNA obsahujícím restrikční místo pro 
vybranou restriktázu, přičemž jedno 
z  vláken DNA je obvykle elektroche-
micky značeno. V přítomnosti DNMT na-
stává metylace cytozinů v CpG místech 
a následná inkubace s restriktázou vede 
k tomu, že nemetylovaný duplex je ště-
pen, zatímco metylovaný ne. Promytím 
elektrody/ kuliček je odstraněna značená 
část nemetylované DNA, což vede v po-
rovnání s metylovaným vzorkem k po-
klesu signálu. Jednotlivé práce se pak 
liší typem studovaného genu, zvolené 
restriktázy nebo použité elektroche-

Obr. 5. Elektrodový děj.

Příklad elektrodového děje, znázorňující elektrooxidaci železnatého kationtu na povrchu 
elektrody (A). Pomocí cyklické voltametrie (B) se dá sledovat nejenom oxidace (horní pík), 
ale i zpětná redukce třímocného kationtu na dvoumocný (dolní pík). Šipky ukazují směr 
změny potenciálu v čase, monitoruje se proudová odezva. Z velikosti píků se dá stanovit 
koncentrace studované molekuly, např. DNA nebo proteinu.
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PŘEHLED

Úloha PD-1/ PD-L1 signalizace v protinádorové 

imunitní odpovědi

Th e Role of PD-1/ PD-L1 Signaling Pathway in Antitumor Immune 
Response

Zatloukalová P., Pjechová M., Babčanová S., Hupp T. R., Vojtěšek B.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
Východiska: Pro správnou funkci imunitního systému je důležitá souhra mezi inhibičními a stimu-
lačními mechanizmy, které jednak chrání organizmus před cizorodými mikroorganizmy a látkami 
z vnějšího prostředí, ale také brání zdravou tkáň před případnými poškozujícími útoky imunit-
ního systému. Inhibiční mechanizmy jsou tedy nepostradatelnou složkou imunitního systému 
podílející se na jeho správné funkci. Nádorové buňky však mohou inhibiční mechanizmy zneu-
žít k úniku před imunitní reakcí a tím podpořit vznik a rozvoj nádorového onemocnění. Proto je 
tedy za jednu z charakteristik nádorových buněk považovaná schopnost vyhnout se imunitnímu 
dozoru. Imunoterapie je léčebným postupem, v průběhu kterého dochází ke stimulaci imunit-
ního systému. Za efektivní a specifi cké imunoterapeutické cíle jsou považovány kontrolní body 
imunitní reakce. V posledních letech je značná pozornost věnována inhibiční dráze PD-1/ PD-L1, 
tj. dráze programované buněčné smrti. Blokádou PD-1/ PD-L1 dochází k utlumení inhibičního sig-
nálu, k obnovení účinnosti imunitních mechanizmů a ke zvýšení protinádorové aktivity. Protilátky 
blokující receptor PD-1 a jeho ligand PD-L1 jsou již poměrně úspěšně klinicky využívány. Přesto je 
stále velmi důležité vést výzkum se zaměřením na objasnění mechanizmu této dráhy, na nalezení 
faktorů významně ovlivňujících její aktivitu a na popis variability této dráhy vycházející z různoro-
dosti nádorového prostředí. Získané výsledky lze poté využít k dosažení maximálního protinádo-
rového účinku inhibicí osy PD-1/ PD-L1. Cíl: Cílem tohoto článku je shrnout dosavadní poznatky 
o PD-1/ PD-L1 signální dráze a prodiskutovat její úlohu v protinádorové imunitní odpovědi.

Klíčová slova
dráha programované buněčné smrti – únikové mechanizmy nádorů – PD-1 – PD-L1 – CD274

Summary
Background: Correct function of the immune system depends on close cooperation between sti-
mulation and inhibition signals, which protect an organism from outside microorganisms and other 
agents, but also protects healthy tissues against possible self-destructing attacks of the immune 
system. However, the inhibitory mechanisms can be abused by cancer cells that evade immune re-
sponses and, in fact, they help develop cancer. Therefore, one of the characteristics of cancer cells 
is the ability to evade immune recognition. Immunotherapy is a treatment method that stimulates 
the immune system to fi ght cancer. The checkpoints of the immune system can be considered as 
eff ective and specifi c therapeutic targets. Programmed cell death signaling pathway (PD-1/PD-L1) 
is one of the most discussed inhibition pathways in recent years. Blockage of PD-1/PD-L1 interaction 
restores mechanisms of immune response and increases antitumor immune activity. Monoclonal 
antibodies blocking PD-1 receptor or its ligand PD-L1 have already shown clinical effi  cacy. However, 
it is important to carry out research to explore the mechanisms of PD-1/PD-L1 pathway to fi nd new 
factors, which infl uence its activity and, of course, to illuminate the variability of this pathway which 
naturally originates in the diversity of the tumor milieu. Obtained results could be utilized to achieve 
maximal anticancer eff ect after inhibition of PD-1/PD-L1 signaling pathway useful in clinical practice. 
Aim: The aim of the article is to summarize current knowledge about PD-1/PD-L1 signaling pathway 
and to discuss its role in antitumor immune response.

Key words
programmed cell death pathway – tumor escape – PD-1 – PD-L1 – CD274
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Úvod

Imunitní systém zajišťuje integritu orga-
nizmu tím, že jej chrání před patogen-
ními organizmy a škodlivými látkami, roz-
poznává vlastní tkáně, odstraňuje buňky 
staré, poškozené a  nádorové. Veškeré 
děje probíhající v organizmu, vč. karcino-
geneze, jsou pod neustálým imunitním 
dohledem. Imunitní systém potlačuje 
růst nádorových buněk především v po-
čátečních fázích nádorové transformace. 
S rozvojem nádoru se mechanizmy imu-
nitní reakce postupně vyčerpávají a ná-
dorové buňky nasazují nástroje, kterými 
imunitní reakci samy účinně omezují. 
Imunitní systém je navíc ve vztahu k ná-
dorovým buňkám v nevýhodě, a to z dů-
vodu značné podobnosti nádorových 
buněk s  normálními. Imunitní systém 
má tendenci nádorové buňky tolero-
vat jako buňky vlastní a tím snižuje svoji 
účinnost v boji proti nádorům. Pokud je 
ovšem abnormalita nádorových buněk 
rozpoznatelná, jsou do reakce zapojeny 
všechny mechanizmy přirozené (nespe-
cifi cké) i adaptivní (antigenně specifi cké) 
imunity.

Nádorové buňky uplatňují řadu stra-
tegií, pomocí nichž se snaží uniknout 
kontrole imunitního systému. Nádorová 
buňka se především snaží zamaskovat 
svůj specifický nádorový antigen roz-
poznatelný imunitním systémem. Imu-
nogenicita (schopnost vyvolat imunitní 
odpověď) nádorových buněk je velmi 
účinně snižována mutacemi v  genech 
kódujících nádorové antigeny, které mají 
za následek vznik variant imunitním sys-
témem nerozpoznatelných. U  řady ná-
dorových buněk může pro změnu dojít 
k  poklesu, nebo dokonce až ke ztrátě 
exprese MHC molekul (major histo-
compatibility complex  –  hlavní histo-
kompatibilní komplex) nezbytných pro 
zviditelnění nádorových antigenů pro 
T lymfocyty a  u  ně kte rých nádorů do-
chází ke zvýšené produkci glykokalyxo-
vých molekul překrývajících nádorové 
antigeny [1].

Nádorové buňky jsou schopné ve svůj 
prospěch zneužívat také samotné bu-
něčné složky imunitního systému. T lym-
focyty se podílejí na rozpoznání a likvi-
daci patogenů a  nádorových buněk, 
přičemž jejich aktivita je velmi přísně 
modulovaná pozitivními (kostimulač-

ními) a  negativními (inhibičními) re-
gulačními signály. Aktivace „naivních“ 
T  lymfocytů je zprostředkovaná přes 
TCR  receptor interagující s  antigenem 
navázaným na molekulu MHC v antigen 
prezentujících buňkách (APC) (obr.  1). 
Tento signál zajišťuje specificitu imu-
nitní odpovědi, ale sám o sobě není k ak-
tivaci T lymfocytů dostatečný. Druhý, tzv. 
kostimulační signál, je přenášen pro-
střednictvím kostimulační molekuly 
CD28 přítomné na povrchu T lymfocytů, 
která se váže na receptor B7  přítomný 
na APC. Kostimulační signál je na anti-
genu nezávislý, ale k aktivaci T lymfocytů 
je nezbytný. Nedostatečná síla kostimu-
lačního signálu po setkání T lymfocytu 
s  nádorovou buňkou způsobí „uspání“ 
neboli funkční inaktivitu, tzv. anergii. 
Proto jsou také kostimulační molekuly 
CD80 a CD86 exprimované nádorovými 
buňkami jen minimálně nebo vůbec [2]. 
Anergní T lymfocyty nemají schopnost 
produkovat aktivační cytokiny, což brání 
jejich dozrávání v buňky efektorové.

Rozsah imunitní reakce je závislý na in-
terakci řady dalších receptorů a ligandů, 
které zesilují či tlumí procesy aktivace 
T lymfocytů. Významnou inhibiční drá-
hou navozující funkční inaktivitu  lymfo-
cytů je PD-1/ PD-L1, která je považovaná 
za jeden z  kontrolních bodů imunit-
ního systému (checkpoint). Obecně tato 
dráha chrání organizmus před vznikem 
autoimunitních onemocnění, ale sou-
časně se může podílet na navození ná-
dorové tolerance. Vznik nádorové tole-
rance je složitý a komplexní proces, který 
je často provázen dysbalancí mezi inhi-
bičními a  kostimulačními signály. Zvý-
šená aktivita inhibiční PD-1/ PD-L1 dráhy 
může vyvolat funkční postižení efekto-
rových T lymfocytů, a tím způsobit jejich 
„vyčerpání“ (exhausting). „Vyčerpané“ 
T lymfocyty nejsou schopné specifi cké 
cytotoxické odpovědi a  destrukce cí-
lových buněk [3]. K této T lymfocytární 
dysfunkci může docházet, kromě již zmí-
něných nádorových onemocnění, také 
u dlouhodobých infekcí a jejím typickým 
znakem je zvýšená exprese PD-1.

PD-1 receptor a jeho exprese

PD-1  je transmembránový glykoprotein 
typu I patřící do velké imunoglobulinové 
rodiny proteinů CD28/ B7. PD-1  je tvo-

řen transmembránovou hydrofobní do-
ménou, na kterou je přes 20 aminokyse-
lin dlouhý linker navázaná extracelulární 
IgV doména, která vykazuje 21– 22% ho-
mologii s  ostatními receptory rodiny 
CD28 [4]. Na vnitřní straně membrány se 
nachází intracelulární doména receptoru 
se dvěma konzervovanými tyrozinovými 
motivy –  ITIM (immunoreceptor tyrosin-
-based inhibitory motif ) neboli inhibiční 
motiv receptoru imunitního systému za-
ložený na tyrozinu – a ITSM (immunore-
ceptor tyrosin-based switch motif ) neboli 
„přepínatelný“ motiv receptoru imunit-
ního systému založený na tyrozinu. Inhi-
biční funkce PD-1 je vázaná především na 
ITSM motiv (TxYxxV/ I) [5] a jeho význam-
nost byla potvrzena nalezením mutace, 
která potlačila inhibiční schopnost PD-1. 
Naopak mutace v  sekvenci ITIM funkci 
PD-1  neovlivnila a  předpokládá se, že 
ITIM je pravděpodobně zapojen do jiných 
regulačních dějů nesouvisejících s  akti-
vací T lymfocytů [5]. PD-1 se v membráně 
vyskytuje ve formě monomeru, a to z dů-
vodu nepřítomnosti cysteinových zbytků, 
které by umožnily homodimerizaci.

PD-1 je kódován genem PDCD1 lokali-
zovaným na chromozomu 2 a obsahují-
cím pět exonů [6]. Je exprimován přede-
vším na aktivovaných T a B lymfocytech, 
monocytech, NK buňkách, dendritických 
buňkách a na tumor infi ltrujících lymfocy-
tech [6]. K expresi PD-1 může také dochá-
zet na regulačních T lymfocytech (Treg), 
a  to na membráně i  v  cytoplazmě  [7]. 
V  tomto případě není ovšem jasné, zda 
cytoplazmatický PD-1  uplatňuje své in-
hibiční vlastnosti  [8]. V  klidových imu-
nitních buňkách byla pozorována jen 
minimální exprese PD-1. Po stimulaci 
T lymfocytů však byla významná hladina 
PD-1 detekována již po 2 hod a exprese 
PD-1  plynule stoupala v  průběhu dal-
ších 24 hod [9]. K silné expresi PD-1 do-
chází na „vyčerpaných“ inaktivních T lym-
focytech při chronické virové infekci [3]. 
Přestože je PD-1 exprimován v celé řadě 
buněk imunitního systému, pravděpo-
dobně nejdůležitější funkci zaujímá jako 
inhibiční receptor na T lymfocytech.

Ligandy PD-L1 a PD-L2 

a jejich exprese

Mezi ligandy specificky se vázající na 
PD-1 patří PD-L1 (neboli B7-H1, CD274) 
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nový receptor RGMb (repulsive guidance 
molecule b neboli Dragon). Funkce 
RGMb v rámci imunitního systému není 
doposud zcela objasněná. Bylo zjištěno, 
že interakce PD-L2/ RGMb zvyšuje tole-
ranci k patogenům, které proniknou do 
dýchacích cest [15].

Expresní profi ly PD-L1 a PD-L2 se vý-
razně liší, proto se předpokládá, že se 
každý účastní jiných procesů regulace 
imunitní odpovědi. PD-L2 je obvykle de-
tekován ve velmi nízké hladině a jeho ex-
prese je omezena na makrofágy a den-
dritické buňky. Předpokládá se, že hlavní 
funkcí PD-L2  je aktivace a  polarizace 

toimunitní onemocnění  [10]. Později 
bylo potvrzeno, že PD-1/ PD-L1  inter-
akce hraje významnou roli v  potlačení 
imunitní odpovědi v  nádorovém mik-
roprostředí  [11,12]. Dalším interakčním 
partnerem PD-L1  je kostimulační mo-
lekula CD80  exprimovaná na aktivova-
ných T lymfocytech [13]. Jejich vzájem-
nou interakcí dochází k omezení funkce 
T lymfocytů a  ke snížení produkce cy-
tokinů  [13]. Jakou měrou se na ome-
zení imunitní odpovědi podílí inter-
akce PD-L1 s PD-1 či CD80 není dosud 
známo  [14]. Interakčním partnerem 
PD-L2 je kromě PD-1 také transmembrá-

a  PD-L2  (neboli B7-DC, CD273). Jedná 
se o  transmembránové glykoproteiny 
imunoglobulinové povahy mající ve 
své struktuře extracelulární domény IgC 
a  IgV typické pro rodinu proteinů B7. 
Domény obsahují čtyři cysteinové zbytky, 
které vytvářejí disulfi dické můstky stabi-
lizující molekulu. Cytoplazmatická do-
ména je tvořená řetězcem 30 aminoky-
selin a  pravděpodobně není schopná 
dále přenášet signál po vazbě ligandu 
na PD-1.

Inhibiční role PD-L1 v imunitním sys-
tému byla objasněna u  myší defi cient-
ních v PD-L1, u kterých se rozvinulo au-
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Obr. 1. Molekulární mechanizmus PD-1/PD-L1 signalizace. Upraveno podle [34].
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dorových onemocnění liší. Jednou z mu-
tací vedoucí k aberantní aktivaci MAPK 
podílející se na zvýšené proliferaci, ale 
i  rezistenci nádorových buněk, je mu-
tace v genu BRAF kódujícím serin/ threo-
nin kinázu. Mutace v  genu BRAF ovliv-
ňují aktivitu transkripčních faktorů c-Jun 
a STAT3. c-Jun přímo zvyšuje de novo ex-
presi PD-L1. Naopak transkripční fak-
tor STAT3 je schopen indukovat expresi 
PD-L1  u  melanomu pouze v  koope-
raci s  c-Jun  [26]. Ke zvýšené expresi 
PD-L1  může také docházet po aktivaci 
MAPK způsobené mutací v  receptoru 
epidermálního růstového faktoru u ne-
malobuněčného karcinomu plic (non-
-small cell lung cancer  –  NSCLC)  [27]. 
Naopak hyperaktivace PI3K/ Akt signální 
dráhy indukující expresi PD-L1  je často 
spojená se ztrátou funkce nádorového 
supresoru PTEN (phosphatase and tensin 
homologue), jak bylo zjištěno u  buněk 
karcinomu střeva [28] a melanomu [26].

Exprese PD-L1  u  nádorových buněk 
byla indukovaná aktivací MAPK po apli-
kaci paklitaxelu  [29] nebo nízké kon-
centrace cisplatiny  [30]. Aktivovaná 
MAPK a  s  ní spojená zvýšená exprese 
PD-L1  může přispívat k  omezení imu-
nitní reakce a  tím podporovat nádoro-
vou rezistenci [29].

Exprese PD-L1 je také indukovaná hy-
poxickým prostředím, které je typické pro 
nádorové tkáně (obr. 2). Toto prostředí in-
dukuje zvýšenou expresi transkripčního 
faktoru HIF-1α (hypoxia-inducible fac-
tor 1α), který se přímo váže na promo-
tor genu kódujícího PD-L1  a  tím regu-
luje jeho transkripci [31]. Exprese PD-L1 je 
také modulovaná prostřednictvím mik-
roRNA (miRNA). Jedná se malé regulační 
RNA o velikosti 22– 24 nukleotidů, které se 
vážou na částečně komplementární ob-
lasti mRNA a  tím řídí inhibici translace, 
nebo degradaci mRNA. Exprese PD-L1 je 
indukovaná miR-200, která zároveň 
podporuje metastazování nádoru  [32]. 
Naopak snížení exprese PD-L1  je zpro-
středkováno miR-513  [33]. Exprese 
PD-L1  je indukovaná IFN-γ (interfero-
nem  γ), který je produkován cytotoxic-
kými T lymfocyty. IFN-γ uvolněný z  ak-
tivovaných T lymfocytů mohou využít 
nádorové buňky k  indukci svého „nádo-
rového“ PD-L1, jehož interakce s PD-1 re-
ceptorem na T lymfocytech přispívá k in-

aktivitou PD-1/ PD-L1. Tento proces byl 
potvrzen již dříve v rámci studií myších 
a lidských PD-L1+ buněk, u kterých byla 
apoptóza T lymfocytů potlačená proti-
látkou blokující PD-L1 [17,19].

Proliferace T lymfocytů může být dále 
omezena blokádou buněčného cyklu 
(obr. 1), kterou navozuje zvýšená aktivita 
transkripčního faktoru Smad3 (SMAD fa-
mily member 3) blokujícího buněčný 
cyklus a  degradace Cdc25A (M-phase 
inducer phosphatase 1), což je pro 
změnu aktivátor buněčného cyklu. Oba 
výše zmíněné faktory inhibují prolife-
raci T lymfocytů a oba jsou indukované 
PD-1/ PD-L1  dráhou  [20]. Ras (p21ras) 
je naopak faktorem stimulujícím bu-
něčný cyklus, jehož exprese je vlivem 
PD-1/ PD-L1 signalizace inhibována [20]. 
PD-1/ PD-L1 dále inhibuje signální dráhu 
PI3K/ Akt, která omezuje degradaci tran-
skripčního faktoru FoxO1, který zpětně 
přispívá k expresi PD-1 a tím podporuje 
vznik „vyčerpaných“ T lymfocytů [21].

PD-1/ PD-L1 signalizace ovlivňuje také 
metabolizmus T lymfocytů, a to inhibicí 
glykolýzy a  metabolizmu aminokyse-
lin a  současně aktivací dějů vedoucích 
k oxidaci mastných kyselin [22].

Velmi důležitý je indukující vliv 
PD-1/ PD-L1  dráhy na vývoj Treg, které 
se obecně podílejí na potlačení imu-
nity tím, že omezují aktivitu efektoro-
vých T lymfocytů  [23]. Přestože je role 
Treg v  regulačních procesech imu-
nitní odpovědi velmi komplexní a není 
dosud zcela objasněná, podařilo se inhi-
bicí PD-1/ PD-L1 dráhy buněk melanomu 
obnovit cytotoxické vlastnosti T lym-
focytů a naopak potlačit tlumivou akti-
vitu Treg [24]. Stejný pozitivní účinek na 
vývoj Treg byl také pozorován u dendri-
tických buněk exprimujících PD-1 [25].

Mechanizmy regulující expresi 

PD-L1 a PD-L2 v nádorových 

buňkách

Exprese PD-L1 je regulovaná signálními 
dráhami MAPK (mitogen-activated pro-
tein kinase, rodina serin/ threonin kináz) 
a  PI3K/ Akt (phosphatidylinositol-3-ki-
nase-Akt) (obr.  2), přičemž především 
abnormality na úrovni jednotlivých re-
gulačních komponent mohou vést ke 
karcinogenezi. Podíl obou drah v  pro-
cesu karcinogeneze se u jednotlivých ná-

T  lymfocytů  [16]. PD-L1  je exprimován 
zejména na T a  B lymfocytech, dendri-
tických buňkách a makrofázích. Exprese 
PD-L1  však byla zjištěna i  v  buňkách 
zdravé tkáně plic, jater, sleziny atd.  [6], 
kde pravděpodobně přispívá k periferní 
toleranci [6]. Nádorové tkáně často vyka-
zují zvýšenou hladinu PD-L1, který je vět-
šinou detekován v lokálně ohraničených 
oblastech na povrchu buněk [17] a prav-
děpodobně napomáhá vzniku nádorové 
tolerance. Zajímavý je příklad Hodgki-
nova lymfomu, který je charakterizován 
přítomností buněk Reedové-Sternberga 
vykazujících specifi ckou genovou abe-
raci, a to amplifi kaci oblasti chromozomu 
9p24.1, která je zodpovědná za zvýšenou 
produkci ligandů PD-L1  a  PD-L2  [18]. 
Zvýšená hladina PD-L1 koreluje s nepří-
znivou prognózou onemocnění a  ex-
prese PD-L1 zvyšuje agresivitu a invazi-
vitu nádorů [16].

Molekulární mechanizmus 

PD-1/ PD-L1 signalizace

Pro aktivaci T lymfocytů je zásadní inter-
akce TCR receptoru s  antigenem navá-
zaným na MHC molekulu APC za vzniku 
imunologické synapse. Jedná se o supra-
molekulární strukturu, jejíž součástí 
jsou kostimulační molekuly jako CD28, 
CD80/ CD86 či CD40, ale i další adhezivní 
molekuly jako LFA-1  (lymphocyte func-
tion-associated antigen-1) či ICAM (intra-
cellular adhesion molecule-1) zajišťující 
stabilitu komplexu. V případě interakce 
s  inhibiční dráhou PD-1/ PD-L1  dochází 
nejprve k  vazbě PD-L1  na PD-1, k  při-
pojení k  TCR synapsi a  k  defosfory-
laci CD3 a ZAP-70 molekuly TCR recep-
toru podílejících se na TCR signalizaci 
(obr. 1). Vazbou ligandu na PD-1 dochází 
současně k fosforylaci tyrozinu na ITSM 
motivu, čímž se aktivuje tyrozinová fos-
fatáza SHP-2  (Src homology 2  domain-
-containing tyrosine phosphatase 2) in-
hibující PI3K/ Akt signální dráhu [6]. Oba 
výše zmíněné děje aktivují další mecha-
nizmy vedoucí k  omezení proliferace 
a k dysfunkci T lymfocytů.

PD-1/ PD-L1 dráha stimuluje apoptózu 
T lymfocytů (obr. 1). Za normálních pod-
mínek kostimulační synapse podporuje 
expresi antiapoptotického Bcl-xL (B-cell 
lymphoma-extra large), jehož exprese 
je ale v nádorovém prostředí potlačená 
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studie probíhají u pa cientů s PD-L1 po-
zitivním lokálně pokročilým metastazu-
jícím NSCLC. Durvalumab je humanizo-
vaná protilátka procházející klinickými 
studiemi monoterapie u NSCLC, nádorů 
hlavy a  krku a  UBC, kde ORR dosáhly 
46 % u PD-L1 pozitivních pa cientů [38].

Další možností je kombinovaná léčba 
blokující současně dva kontrolní body 
PD-1  a  CTLA-4 (cytotoxický T lymfocy-
tární antigen 4). Inhibice CTLA-4 se pro-
jevuje převážně v časných stadiích akti-
vace T lymfocytů, inhibice PD-1 ovlivňuje 
T lymfocyty zejména v  efektorové fázi. 
Rozdílnost v  působení těchto protilá-
tek naznačuje jejich komplementaritu 
a také výsledky kombinované léčby po-
tvrdily její vyšší účinnost oproti mono-
terapii anti-CTLA-4 i anti-PD-1. Bohužel 
vyšší však byla i  toxicita kombinované 
léčby [39].

nický přínos pembrolizumabu byl však 
zjištěn pouze u  omezeného počtu lé-
čených pa cientů, navíc vyvolané au-
toimunitní nežádoucí účinky mohou 
být závažné až život ohrožující. Další 
IgG4  monoklonální protilátkou proti 
PD-1 je nivolumab. Byl schválený k léčbě 
pokročilého metastazujícího melanomu, 
renálního karcinomu a  NSCLC, u  kte-
rého byl pozorován výrazný efekt mono-
terapie s překvapivě nízkými vedlejšími 
účinky [36]. V nejbližší době se očekává 
jeho rozšíření na další dia gnózy.

Na ligand PD-L1 cílí protilátky atezoli-
zumab, durvalumab a avelumab. Atezoli-
zumab je testován k terapii uroteliálního 
karcinomu močového měchýře (uri-
nary bladder cancer –  UBC), kde celková 
míra léčebné odpovědi (over all response 
rate –  ORR) dosahovala 50 % u pa cientů 
s metastazujícím karcinomem [37]. Další 

hibici imunitního systému. Na expresi 
PD-L1  indukované IFN-γ se podílí tran-
skripční faktor IRF-1 (interferon regulatory 
factor 1), který se přímo váže na promo-
tor PD-L1 (obr. 2) [34]. Expresi PD-L1 zvy-
šují také interleukiny signalizací prostřed-
nictvím transkripčního faktoru STAT3 [35].

PD-1/ PD-L1 

a protinádorová terapie

V současné době jsou k  dispozici mo-
noklonální protilátky blokující recep-
tor PD-1, ale i  ligand PD-L1. První kli-
nické experimenty byly zaměřeny na 
podání anti-PD-1 protilátek pa cientům 
s metastatickým melanomem. První lék 
schválený pro klinické využití byl pem-
brolizumab. Jedná se vysoce selektivní 
humanizovanou IgG4-κ protilátku proti 
receptoru PD-1  využívanou k  léčbě 
pa cientů s pokročilým melanomem. Kli-
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Obr. 2. Mechanizmy regulace exprese PD-L1 v nádorových buňkách.
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Závěr

Identifikace kontrolních bodů imunit-
ního systému a  zároveň hlubší pocho-
pení vztahu mezi nádorovou progresí 
a  imunitním systémem přináší nové 
možnosti v léčbě nádorových onemoc-
nění. Léčba založená na využití mo-
noklonálních protilátek ke kontrolním 
bodům imunitní reakce představuje 
novou éru moderní imunoterapie. Vyřa-
zení popsaných inhibičních molekul po-
mocí cílených protilátek napomáhá vyšší 
aktivitě imunitního systému, neboť blo-
kádou PD-1/ PD-L1  je podpořena efek-
torová složka imunity přímo v  nádoru, 
kde napomáhá přemoci toleranci k ná-
dorové tkáni.

Exprese „nádorového“ PD-L1 je vysoce 
heterogenní a  vychází z  různorodostí 
nádorového mikroprostředí. Inhibiční 
dráha PD-1/ PD-L1 může k prolomení to-
lerance imunitního systému využít řadu 
mechanizmů, proto se i strategie úniku 
nádorových buněk před imunitní reakcí 
liší a proto také dochází k odpovědi na 
imunoterapii bez ohledu na míru ex-
prese ligandu PD-L1. PD-L1  je dyna-
mický marker, jehož hladina se v  čase 
mění v závislosti na rozvoji imunitní od-
povědi a stále není jasné, zda se testo-
vání nádorových buněk na přítomnost 
PD-L1  bude moci přenést do klinické 
praxe  [40]. Jedním z  důležitých úkolů 
blízké budoucnosti je nalezení predik-
tivních a prognostických markerů, které 
by napomohly ohodnotit možnosti a sílu 
imunitního systému a  vybrat populaci 
pa cientů vhodných pro tuto léčbu.
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Souhrn
Východiska: Základem léčby časných nebo lokálně pokročilých stadií nemalobuněčného karci-
nomu plic (non-small cell lung cancer –  NSCLC) je chirurgická resekce, event. radioterapie. V případě 
in operabilního či metastatického postižení je léčba paliativní systémová. Celosvětově představuje 
NSCLC nejčastější příčinu úmrtí v souvislosti s nádorovým onemocněním a dlouhodobě vyvstává 
potřeba nových terapeutických přístupů. Důkazy o úloze protinádorové aktivity imunitního sys-
tému vyvolaly v posledních letech nový zájem o imunoterapii, a to i v léčbě NSCLC. Předmětem 
vývoje a klinického hodnocení jsou různé strategie vakcinace s cílem posílení imunitní odpovědi 
a antigen-nespecifi cká imunomodulace. V této oblasti se dostávají do klinické praxe tzv. check point 
inhibitory blokující inhibiční imunologické synapse jak cytotoxického T lymfocytárního antigenu 4 
(CTLA-4) či proteinu programované buněčné smrti a jeho ligandu (PD-1, PD-L1). Mimo vývoj inova-
tivních léčiv je významným cílem v oblasti imunoterapie solidních malignit identifi kace a klinická 
aplikace efektivních bio markerů odpovědi na protinádorovou imunoterapii a hodnocení přínosu 
kombinace imunoterapie s klasickými léčebnými metodami jako chemoterapie, radioterapie a s cí-
lenou léčbou. Cíl: Cílem tohoto sdělení je 1. popsat základní imunobio logii NSCLC v kontextu ino-
vativních imunomodulačních terapeutik, 2. popsat strategii a shrnout terapeutické výsledky proti-
nádorových vakcín u NSCLC z klinických hodnocení fáze III, 3. shrnout výsledky terapie checkpoint 
inhibitory u NSCLC a 4. nastínit aktuální výzvy v oblasti imunoterapie NSCLC.

Klíčová slova
nemalobuněčný karcinom plic –  imunoterapie –  protinádorové vakcíny –  bio markery léčebné 
odpovědi

Summary
Background: The treatment of early or locally advanced stages of non-small cell lung cancer (NSCLC) 
is based on surgical resection or radiotherapy. Metastatic disease is always incurable, treatment is 
palliative, systemic based on chemotherapy or target therapy. NSCLC is the most common cause of 
cancer-related death worldwide, and new therapeutic approaches are needed. Based on the emerg-
ing data on the role of immune system in shaping of tumor outbreak and outcome, immunotherapy 
is currently in the center of interest of cancer research and therapy of solid cancers including NSCLC. 
Various anti-cancer vaccination approaches and antigen-independent immunomodulatory drugs 
are being developed and trialed. The most advanced in terms of approaching clinical practice are the 
so-called checkpoint inhibitors blocking cytotoxic T-lymphocyte antigen-4 (CTLA-4) or programmed 
cell death of the protein and its ligand (PD-1, PD-L1). Beside innovative drug development, the fi eld 
of cancer immunotherapy focuses on the identifi cation and clinical application of eff ective biomar-
kers of clinical effi  cacy and on the evaluation of combinations of immunotherapeutic drugs or with 
classical anti-cancer approaches, such as chemotherapy, radiotherapy or with targeted therapy. 
Aim: In this review, we summarize basic principles of immnobiology of NSCLC in the context of inno-
vative immunotherapeutics, strategy and phase III results of anti-cancer vaccines in NSCLC, results of 
NSCLC treatment with checkpoint inhibitors, and current challenges in immunotherapy of lung cancers.
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non-small cell lung cancer –  immunotherapy –  cancer vaccines –  drug response bio markers
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Úvod

Incidence karcinomu plic v  ČR je 38/
/ 100 000 žen a 87/ 100 000 mužů. Celo-
světově představuje nejčastější příčinu 
úmrtí v  souvislosti s  nádorovým one-
mocněním. Základem léčby nemalo-
buněčného karcinomu (non-small cell 
lung cancer –  NSCLC) stadia I a  II je re-
sekční výkon, event. radioterapie, není-li
operace indikována. Stadium IIIA je rov-
něž považováno za operabilní, ale s vý-
razně horší prognózou nepřesahující 
15% 5leté přežití, zvláště při N2  posti-
žení. Adjuvantní chemoterapie je indi-
kována u stadia II a III, přínos u stadia IB 
zůstává sporný, u stadia IA není žádný. 
Adjuvantní radioterapie má přínos jen 
u stadia III s uzlinovým postižením N2. 
Léčba metastatického bronchogenního 
karcinomu je paliativní systémová. Ana-
lytické možnosti posledních let přinesly 
zásadní informace o  bio logii a  patofy-
ziologii NSCLC, které svědčí o  tom, že 
molekulární podstata této dia gnózy je 
heterogenní a  na základě přítomnosti 
kauzálních onkogenních mutací/ abe-
rací se rozpadá do několika molekulárně 
defi novaných podjednotek [1]. Jednot-

livé kauzální aberace se pak stávají cílem 
protinádorové terapie (tab.  1)  [2– 34]. 
V  závislosti na přítomnosti aktivačních 
mutací EGFR či translokace EML4-ALK je 
volena cílená léčba kinázovým inhibito-
rem nebo chemoterapií.

Imunobio logie NSCLC

Počátky hypotézy předpokládající schop-
nost imunitního systému eliminovat či 
kontrolovat maligní buňky se datují na 
přelom 19. a 20. století [35– 38]. Existuje 
řada nástrojů imunitního systému, které 
mohou atakovat maligní buňky; příkla-
dem je generace efektorových T lym-
focytů namířených proti nádorovým 
antigenům (obr.  1) či cytolytická akti-
vita NK buněk. Na druhou stranu exis-
tuje řada imunosupresivních mecha-
nizmů, jimiž může disponovat maligní 
buňka či spíše nádorové mikroprostředí 
a  které odvrací protinádorovou akti-
vitu imunitních buněk. Koncept imu-
nitního dohledu nad nádorovým buje-
ním je v  dnešní době rozpracován do 
konceptu nádorové imunoeditace (can-
cer immunoediting) popisujícího vzá-
jemnou interakci nádorových buněk 

a  imunitního systému. Imunoeditace 
spočívá ve vývoji protinádorových me-
chanizmů imunitního systému, ale také 
prvků úniku nádorových buněk imunit-
nímu dohledu. Během imunoeditingu se 
tedy selektují klony nádorových buněk 
s nižší imunogenicitou nebo s antigen-
ním spektrem, proti němuž nebyla na-
mířena imunitní reakce. Vzájemná inter-
akce nádorových buněk a  imunitního 
systému může být rozdělena do tří fází 
(3Es), z anglického elimination, equilib-
rium, escape. Fáze eliminace je charakte-
rizována převahou imunitního dohledu, 
tedy protinádorovými mechanizmy imu-
nitního systému, které vedou k eliminaci 
tumoru či efektivní kontrole jeho růstu. 
V rovnovážné fázi nádorové imunoedi-
tace udržuje imunitní systém maligní 
tkáň z  klinického hlediska v  klidovém 
stadiu (dormancy). Nicméně v nádorové 
tkáni dochází ke genetickým a epigene-
tickým změnám a díky konstantnímu se-
lekčnímu tlaku imunitního systému dále 
progredují klony buněk málo imuno-
genních, rezistentních k imunitní odpo-
vědi a  navozujících imunosupresi, což 
představuje nádorovou imunoeditaci 

Tab. 1. Nejčastější dosud známé aberace u NSCLC jako cíle stávající a potencionální protinádorové terapie.

Cíl = aberace Frekvence u NSCLC Cílená léčba Reference

aktivační mutace receptorů EGFR 
(delece v exonu 19 a bodová mutace 
v exonu 21 = L858R)

15–20 % u adenokarcinomů, 
málo časté u SCC

EGFR tyrozinkinázové inhibitory první 
generace/gefi tinib**, erlotinib** [2–7] 

aktivační mutace receptorů EGFR 
vč. mutace T790M mutace T790M vzniká sekun-

dárně při léčbě; EGFR TKI 

EGFR tyrozinkinázové inhibitory druhé 
generace/afatinib**, dacomitinib, neratinib [8–13]

aktivační mutace EGFR T790M EGFR tyrozinkinázové inhibitory třetí 
generace/rociletinib, osimertinib* [14–18]

ALK-EML4 fúzní protein 5–7 %
inhibitory ALK tyrozinkinázy/

/crizotinib**, ceritinib*, alectinib
inhibice HSP90/ganetespid

[19–23]

fúze zahrnující ROS1 2 %    crizotinib**
brigatinib [19,24–26]

amplifi kace cMET 4 % adeno, 6 % SCC crizotinib**
TK inhibitor/kabozantinib [27–29]

mutace BRAF 2 % adenomů, 2 % SCC; 
V600E 1 % adenomů dabrafenib, trametinib (MEK inhibitor) [30–32]

mutace KRAS 20–30 % NSCLC selumetinib (MEK inhibitor) [33]

fúzní gen RET 1 % adenomů kabozantinib, vandetanib [28,34]

* V současnosti je registrováno pro léčbu NSCLC v rámci EU.
** V současnosti je registrováno pro léčbu NSCLC v rámci EU a současně hrazeno ze zdravotního pojištění v rámci ČR.
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klinicky manifestovat. Ke vzniku imu-
nosupresivního nádorového mikropro-
středí přispívá celková imunosuprese 

vými buňkami převládnou, vzniká imu-
nosupresivní nádorové mikroprostředí, 
dochází k růstu nádoru a ten se začíná 

v pravém slova smyslu. Jako únik/ escape 
se označuje stav, kdy mechanizmy rezis-
tence a navození imunosuprese nádoro-

Obr. 1. Základní mechanizmus antigen-dependentní stimulace T lymfocytů.

Na počátku buněčné (i protilátkové) imunitní odpovědi je internalizace antigenu dendritickou případně jinou antigen-prezentující buň-
kou (APC), následný rozklad antigenu na malé peptidy a prezentace na povrchu buňky v kontextu proteinů hlavního histokompatibilního 
komplexu (MHC) I. a II. třídy. Dendritické buňky s antigenním peptidem cirkulují do lymfatických uzlin, po zrání umožní aktivaci naivních 
T lymfocytů na pomocné (Th1, Th2) CD4+ kostimulační reakcí mezi receptory B7.1 (CD80) a B7.2 (CD86) přítomnými na APC a recepto-
rem CD28 přítomným na Th buňkách. Prezentaci antigenu dendritickou buňkou potencuje signalizace z TLR receptorů pro PAMP mole-
kuly, což vede v dendritické buňce k signalizaci stimulující expresi MHC II i kostimulačních molekul CD80/CD86. Signalizace mezi dendri-
tickou buňkou a T lymfocytech je modulována řadou inhibičních a aktivačních signálů. Mezi aktivační signály dendritických buněk patří 
mimo CD80/CD86 také OX40L či CD70, jež vazbou na příslušné molekuly na T lymfocytech potencují jejich aktivaci, proliferaci a získání 
efektorových funkcí. Cross-prezentace antigenů dendritickou buňkou je potencována tzv. licencování (licensing) CD4+ Th lymfocytů se 
stejnou antigenní specifi citou. V procesu licencování se uplatňuje např. signalizace z CD40 po interakci s CD40L Th lymfocytů, která vede 
k up-regulaci kostimulačních molekul na dendritické buňky a toto potažmo k aktivaci efektorovývh CD8+ cytotoxických T lymfocytů. 
Sekrece cytokinů jako IL-2 (Th1 lymfocyty), IL-12 (dendritické buňky), IFN-γ (Th1 lymfocyty) usnadňuje aktivaci CD8+ lymfocytů na cyto-
toxické T lymfocyty, které získávají a) schopnost rozpoznat nádorové buňky, prostřednictvím komplexu peptid – MHC I a b) efektorové 
funkce k indukci buněčné smrti maligních buněk. Proteiny z usmrcených maligních buněk jsou opět pohlceny APC buňkami, což navo-
zuje antigen-dependentní stimulaci T lymfocytů.

TAA – antigen asociovaný s nádorem, TLR – toll-like receptor, DC – dendritická buňka
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Obr. 2. Imunomodulační mechanizmy checkpoint inhibitorů v sekundárních lymfatických orgánech a nádorovém mikroprostředí.

CTLA-4 (CD152) je exprimována na T lymfocytech a slouží k supresi imunitní reakce. CTLA-4 kompetuje s aktivační molekulou CD28 
o vazbu s kostimulačním komplexem dendritických buněk CD80/CD86. Vazba CTLA-4 a CD80/CD86 vede k navození tolerogenní/imu-
nosupresivní signalizace v dendritických buňkách vedoucí k produkci imunosupresivních působků např. TGF-β či IDO. Terapeutické pro-
tilátky interferující s vazbou CTLA-4 a CD80/CD86 jsou ipilimumab a tremelimumab. Imunosupresivní systém PD-1/PD-L1 se uplatňuje 
v potlačení funkce efektorových T lymfocytů v místě zánětu [52]. Povrchová molekula PD-1 (CD279) je exptrimována T, B lymfocyty, 
NK buňkami, dendritickými buňkami, monocyty. Vazba PD-L1 (CD274) či PD-L2 (CD275) na PD-1 vede ke snížení produkce cytokinů 
a proliferace a navození apoptózy PD-1+ buněk. PD-L1 je exprimován řadou buněk vč. maligních buněk, fi broblastů asociovaných s ná-
dorem, T regulačních lymfocytů, myeloidních supresorových buněk MDSC či M2 s nádorem asociovaných makrofágů. Terapeuticky se vy-
užívá blokace PD-1/PD-L1 vazby, jak prostřednictvím anti-PD-1 mAb (nivolumab, pembrolizumab) tak anti-PD-L1 protilátek (avelumab, 
atezolizumab, durvalumab). CD27 je stimulační molekula na povrchu T lymfocytů, jejíž interakce s CD70 APC přispívá k antigen-depen-
dentní klonální expanzi a získání efektorových funkcí T lymfocytů. Předmětem klinického hodnocení aktuálně časných fázi je agonista 
CD27 varlilumab. Signální molekula OX-40 je exprimována na efektorových T lymfocytech. Interakce OX-40 a OX-40L exprimovaného zra-
lými dendritickými buňkami vede k signalizaci důležité pro přežití efektorových T lymfocytů a tvorbu a reaktiveci paměťových T lymfo-
cytů. Na stimulaci OX-40 cílí agonistická protilátka anti-OX-40 či fúzní protein imunoglobulinu a OX-40L; v současnosti v klinických hod-
noceních časných fází. CD40 je exprimován na APC a na řadě buněk mimo imunitní systém vč. maligních buněk. Aktivace CD40 stimuluje 
antigen-prezentační schopnosti dendritických buněk např. prostřednictví upregulace ko-stimulačních molekul CD80/CD86 poskytují-
cích 2. signál pro aktivaci T lymfocytů. Mimo to anti-CD40 agonistické protilátky potencují protinádorvou aktivitu makrofágů a navozují 
ADCC maligních buněk exprimujících CD40 (popsáno především u hematoonkologických malignit). Předmětem klinického hodnocení 
jsou agonistické anti-CD40 protilátky a rekombinantní CD-40L.

Treg – regulační T lymfocyt, CAF – fi broblast asociovaný s malignitou, MDSC – myeloidní supresorová buňka, M2 – M2 polarizovaný 
makrofág

inhibice CTLA-4

inhibice PD-1/PD-L1

aktivace CD27

aktivace OX40

aktivace CD40
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vány přímo či spolu s  vektorem, který 
může zároveň poskytovat imunostimu-
lační kontext. Příkladem jsou virové vek-
tory či dendritické buňky. Mechanizmus 
účinku protinádorových vakcín předpo-
kládá, že aplikace nádorových antigenů 
spolu s adjuvans spustí přirozenou imu-
nitní odpověď, tedy správnou prezentaci 
antigenů prostřednictvím APC efektoro-
vým T lymfocytům, což způsobí cytolýzu 
nádorových buněk v primárním ložisku 
i  v  metastázách. Vývoj protinádoro-
vých vakcín je technologicky náročný 
a  nákladný a  následně je pak v  klinic-
kých hodnoceních zpravidla limitovaný 
počet pa cientů, což prakticky znemož-
ňuje identifikaci prediktivních faktorů 
a subkohort jedinců, kteří by z léčby pro-
tinádorovými vakcínami benefitovali. 
Nicméně ně kte rá léčiva typu protinádo-
rových vakcín se dostala do fáze III klinic-
kého zkoušení léčby NSCLC.

Tecemotide (L-BLP25)
L-BLP25 je lipozomální vakcína proti an-
tigenu MUC1  exprimovanému u  vět-
šiny nádorů vč. NSCLC a  jeho vysoká 
exprese je spojena s  horší prognó-
zou [43]. Vakcína byla zkoušena ve stu-
dii START v  léčbě pa cientů s nereseka-
bilním NSCLC v  klinickém stadiu III po 
léčbě chemoterapií a radioterapií. U cel-
kového souboru pa cientů nebylo dosa-
ženo primárního cíle prodloužení OS. 
U subpopulace pa cientů, kteří absolvo-
vali léčbu v konkomitantní podobě a ni-
koli sekvenčně, však došlo k signifi kant-
nímu prodloužení mediánu OS (30,8 vs. 
20,6 měsíce; HR 0,78; p = 0,016). Analýza 
nežádoucích účinků nezaznamenala kli-
nicky významné rozdíly mezi léčebnými 
rameny [44]. Na základě výsledků klinic-
kého hodnocení fáze III, které probíhalo 
v Japonsku (EMR 63325-021) a které ne-
prokázalo efektivitu L-BLP25, byly další 
zkoušky a vývoj preparátu zastaveny ve 
prospěch check point inhibitorů.

TG4010 (MVA-MUC1-IL2)
Další vakcínou zaměřenou proti an-
tigenu MUC1  je TG4010. Jejím zákla-
dem je atenuovaný virový vektor ex-
primující sekvenci MUC1  a  IL-2  [45]. 
V randomizované studii fáze IIb/ III zahr-
nující 222 dříve neléčených pa cientů kli-
nického stadia IIIB/ IV byl hodnocen efekt 

odpovědi na terapii checkpoint inhibice 
PD-1/ PD-L1 u kuřáků s NSCLC oproti ne-
kuřákům s NSCLC [41].

Imunoterapie NSCLC

Z hlediska přístupu je možné obecně 
rozdělit imunoterapeutické postupy 
na pasivní a  aktivní a  dále na antigen-
-specifi cké či nespecifi cké a výsledkem 
jsou pak čtyři základní subkategorie 
imunoterapie, do kterých spadá: 1. ak-
tivní nespecifi cká imunoterapie humo-
rálními působky, která v  případě léčby 
NSCLC cytokiny IL-2 či IFN-α nepřinesla 
úspěch  [42]; 2. pasivní imunoterapie 
aplikací monoklonálních protilátek cí-
lených proti tumorem-asociovaným an-
tigenům s  cílem vyvolání protilátkami 
indukované cytotoxicity (antibody-de-
pendent cellular cytotoxicity  –  ADCC). 
Příkladem tohoto typu protinádorové 
terapie je herceptin (anti-Her2) či cetu-
ximab (anti-EGFR). Nicméně pro léčbu 
NSCLC není aktuálně žádný přípra-
vek pasivní imunoterapie registrován; 
3. protinádorová vakcinace stimulující 
protinádorovou imunitní odpověď CD8+ 
cytotoxických lymfocytů a CD4+ Th lym-
focytů proti nádorovým antigenům 
a tvorbu antigen specifi ckých protilátek. 
Ně kte ré z těchto přístupů jsou ve vývoji 
a  ty, které byly předmětem klinického 
hodnocení fáze III, jsou popsány v  ná-
sledující podkapitole; 4. modulace imu-
nitního systému bez antigenní specifi -
city, např. stimulace efektorových funkcí 
T lymfocytů imunomodulačními mono-
klonálními protilátkami (tzv. checkpoint 

inhibitory), které jsou v současné době 
největším předmětem zájmu v  oblasti 
imunoterapie nádorů plic.

Terapeutické 

protinádorové vakcíny

Jako zdroj antigenů, proti němuž se vy-
volá protinádorová imunitní odpověď, 
mohou sloužit imortalizované nádorové 
buňky, lyzáty z nádorových buněk, de-
fi nované nádorové peptidy, které jsou 
spolu s  adjuvans aplikovány onkolo-
gickým pa cientům. Jako adjuvans jsou 
používány mikrobiální látky, např. in-
kompletní Freundovo adjuvans, CpG, 
cytokiny, jako je GM-CSF, IL-2, IL-12, 
IFN-α či fosfolipidy a sloučeniny hliníku. 
Nádorové antigeny mohou být apliko-

jedince. Mezi konkrétní imunosupre-
sivní mechanizmy nádoru patří exprese 
PD-L1 na membránách maligních buněk 
či antigen-prezentujících buněk (APC) 
navozující supresi efektorových T  lym-
focytů. K  dalším mechanizmům roz-
voje imunologické tolerance patří sní-
žená exprese antigenů, MHC (major 
histocompability complex) I. třídy a ko-
stimulačních molekul na povrchu ná-
dorových buněk, sekrece cytokinů jako 
např. TGF-β, která interferuje s vyzrává-
ním dendritických buněk a zvyšuje podíl 
myeloidních supresorových buněk (my-
eloid-derived suppresor cells  –  MDSC) 
a regulačních T lymfocytů (Tregs) v ná-
dorovém stromatu (obr.  2). Konečně 
může být příčinou imunologické rezis-
tence odolnost nádorových buněk vůči 
navození apoptózy CD8 lymfocyty.

Pro rozeznání maligní buňky a  efek-
tivní protinádorou odpověď imunit-
ního systému jsou zásadní nádorové 
neoantigeny, jež jsou produkty translace 
mutovaných genů, intronových sek-
vencí, translace z  alternativních čte-
cích rámců, pseudogenů, antisense ře-
tězců, translokovaných genů či genů se 
začleněným virovým genomem. Množ-
ství nádorových antigenů/ neoantigenů, 
které nádorová buňka produkuje, sou-
visí s  množstvím somatických mutací 
dané buňky a nádory s vysokým podí-
lem somatických mutací jsou více imu-
nogenní v porovnání s nádory s malým 
množstvím mutací. Obecně nacházíme 
nejvíce somatických mutací v nádorech, 
které jsou spojené s fyzikálně, chemicky 
či bio logicky indukovanou kanceroge-
nezí  –  tj.  v maligním melanomu, skva-
mobuněčném karcinomu plic, broncho-
genním adenokarcinomu, karcinomu 
močového měchýře a  malobuněčném 
karcinomu plic  [39]; díky mutagenně 
podmíněné karcinogenezi jsou tyto typy 
malignit nejvíce imunodependentní 
a imunoresponzivní. Z pohledu jednotli-
vých případů NSCLC je vysoká proporce 
nádorových neoantigenů spojena s del-
ším celkovým přežitím (overall survi-
val – OS) a naopak heterogenita nádoru 
ve smyslu přítomnosti více subklonů se 
specifickým neoantigenním repertoá-
rem je spojena s horším OS [40]. Popsaný 
mechanizmus pravděpodobně souvisí 
s klinickým pozorováním lepší léčebné 



NEMALOBUNĚČNÝ KARCINOM PLIC   OD IMUNOBIO LOGIE K IMUNOTERAPII 

Klin Onkol 2016; 29 (Suppl 4): 4S78–4S87 4S83

systému, jejichž mechanizmus působení 
je založen na eliminaci imunosupresiv-
ních mechanizmů nádoru a/ nebo ne-
specifi cké stimulaci imunitní odpovědi 
(obr. 2) [52]. Nejvíce prozkoumaný a po-
psaný je mechanizmus působení a  kli-
nické výsledky inhibice CTLA-4 a  inter-
akce PD-1/ PD-L1.

Anti-CTLA-4 protilátky

Ipilimumab 
Ipilimumab je humanizovaná IgG1 mo-
noklonální protilátka. V současné době 
je součástí standardní léčby např. ma-
ligního melanomu, kde jsou zazname-
nány případy dlouhodobých léčebných 
odpovědí. Efekt je zkoušen i v rámci ji-
ných dia gnóz vč. NSCLC. Výsledky studie 
fáze II srovnávající efekt přidání ipilimu-
mabu k chemoterapii v kombinaci kar-
boplatina/ paclitaxel pa cientům se skva-
mózním NSCLC klinického stadia III/ IV 
prokázaly prodloužení PFS ve skupině 
s ipilimumabem, a to v případě sekvenč-
ního podání chemoterapie a imunotera-
pie. Prodloužení mediánu OS nebylo sta-
tisticky signifi kantní (12,2 vs. 8,3 měsíce; 
HR 0,87; p = 0,23) [53]. V současné době 
probíhají studie fáze III hodnotící efekt 
1. přidání ipilimumabu k  chemoterapii 
u  pa cientů s  pokročilým skvamózním 
NSCLC (NCT02279732) a  2. hodnotící 
efekt přidání ipilimumabu do kombi-
nace s anti-PD-1 protilátkou nivoluma-
bem v 1. linii léčby NSCLC (CheckMate 
227, NCT02477826).

Četnost vedlejš í ch ú č inků  ipilimu-
mabu se v  registrač ní  studii pro léčbu 
maligního melanomu s dá vkou 3 mg/ kg 
pohybuje kolem 80– 90 %. Ve vě tš ině  př í -
padů  šlo o  mí rnou až  stř ední  toxicitu 
(stupeň  1, 2). Závaž ná  (stupeň  3) a ž ivot 
ohrož ují cí  toxicita (stupeň  4) byla zazna-
mená na u cca 20– 25 % pa cientů . K ve-
dlejš í m ú č inků m mů ž e dojí t již  v  prů-
bě hu infuze nebo po ní . Ví ce obá vané  
jsou vš ak imunitně podmíněné ved-
lejší účinky (immune related adverse 
events  –  ir-AE), které  jsou nejč astě j-
š í  a rostou s dá vkou. Př i dá vce 3 mg/ kg 
se objevují  až  u  60  % pa cientů , vá ž ná  
ir-AE toxicita stupně  3 a 4 byla zazname-
nána u  10– 15  % pa cientů . K  nejč astě j-
š í m ir-AEs patř í  kož ní  toxicita (vyrá ž ka, 
svě dě ní  ků ž e), enterokolitida a prů jmy, 
endokrinopatie (hypofyzitida, tyreoidi-

vány nebyly. Vysoké hladiny EGF před za-
hájením léčby byly prediktorem léčebné 
odpovědi [49].

Belagenpumatucel-L
Jedná se o celobuněčnou alogenní vak-
cínu připravovanou transfekcí čtyř růz-
ných buněčných linií odvozených od 
NSCLC antisense TGF-β2  transgenem 
a ozářením před aplikací. Mechanizmus 
účinku je navození imunitní odpovědi 
proti nádorovým antigenům a  potla-
čení imunosupresivní aktivity nádoro-
vého mikroprostředí. Vakcína byla tes-
tována v  rámci maintenance aplikace 
pa cientům v  klinickém stadiu IIIB/ IV, 
u kterých nebyla zaznamenána progrese 
onemocnění po absolvování 1. linie pa-
liativní chemoterapie na bázi platiny 
(NCT00676507). V  celkovém souboru 
nebylo prokázáno prodloužení me-
diánu OS (20,3 vs. 17,8 měsíce; HR 0,94; 
p  =  0,594), ani prodloužení PFS. Bene-
fi t v mediánu OS byl pouze u pa cientů 
s  jinou histologií než adenokarcinom 
a  u  těch, kteří absolvovali radioterapii 
(28,4 vs. 16,0 měsíce; HR 0,61; p = 0,032). 
Vakcína byla dobře tolerována, závažné 
nežádoucí účinky nebyly hlášeny [50].

Racotumomab
Racotumomab je protilátková vakcína, 
jejímž cílovým antigenem jsou N-glyco-
lilneuraminovou kyselinu (NeuGc) obsa-
hující gangliosidy. Tyto gliolipidy nejsou 
přítomny na cytoplazmatické membráně 
normálních lidských buněk, byly však za-
chyceny u  ně kte rých typů nádorů vč. 
NSCLC. Racotumomab je myší protilátka 
proti NeuGc obsahujícím gangliosidům, 
která vyvolává tvorbu IgG a IgM protilátek 
proti těmto epitopům. V rámci testování 
na myších modelech byla zaznamenána 
schopnost vyvolání vysoké protinádorové 
odpovědi. Aktuálně probíhá randomizo-
vaná studie fáze III k ověření léčebného 
efektu u pa cientů ve stadiu pokročilého 
neresekabilního nebo metastatického 
NSCLC, u kterých byl zaznamenán mini-
málně efekt stabilizace onemocnění po 
absolvování 1. linie paliativní léčby [51].

Nespecifi cká imunoterapie

Hlavním předmětem zájmu vývoje pro-
tinádorové imunoterapie jsou antigen-
-independentní modulátory imunitního 

přidání vakcíny k paliativní chemoterapii 
1. linie v  režimu cisplatina/ gemcitabin. 
V  rameni s TG4010  došlo k  signifi kant-
nímu prodloužení doby přežití bez pro-
grese (progression-free survival  –  PFS) 
(5,9 vs. 5,1 měsíce; HR 0,74; p = 0,019). 
V me diánu OS však nebylo dosaženo vý-
znamného rozdílu. Léčba nebyla spojena 
se závažnými nežádoucími účinky [46].

Melanom asociovaný antigen 
(MAGE-A3)
MAGE-A3  patří do rodiny tumorspeci-
fických antigenů a  je exprimován vý-
lučně nádorovými buňkami. Poziti-
vita je uváděna v  35– 55  % případů 
NSCLC [47]. Hodnocený imunoterapeu-
tický přípravek využívající imunogeni-
city tohoto antigenu obsahoval rekom-
binantní protein MAGE-A3 a komplexní 
adjuvans AS15. Rozsáhlá studie MARGIT 
(NCT00480025) neprokázala významné 
prodloužení PFS proti placebu v  adju-
vantním podání pa cientům klinického 
stadia IB– III (60,5  vs. 57,9  měsíce; HR 
0,970; p = 0,7572). Tolerance léčby byla 
dobrá, závažné nežádoucí účinky stupně 
3, 4  nebyly zaznamenány  [48]. Vzhle-
dem k tomu, že adjuvantní podání této 
vakcíny nevedlo k  prodloužení celko-
vého bezpříznakového přežití (dis ease-
-free survival  –  DFS) v  porovnání se 
standardním chemoterapeutickým reži-
mem v adjuvanci, není tato vakcína dále 
vyvíjena.

Rekombinantní lidský epidermální 
růstový faktor (CimaVax-EGF)
Antigenně specifi cká vakcína je tvořená 
rekombinantním EGF fúzovaným s nos-
ným proteinem a  adjuvans. Mechaniz-
mem účinku je tvorba anti-EGF proti-
látek a  tím navození blokace signální 
dráhy z  receptorů EGFR na maligních 
buňkách. Ve studii fáze III bylo léčeno 
a sledováno 405 pa cientů s NSCLC sta-
dia IIIB/ IV pro stanovení benefi t main-
tenence podání CimaVax-EGF po absol-
vování 1. linie paliativní chemoterapie 
proti nejlepší podpůrné léčbě. Studie 
prokázala signifi kantní prodloužení me-
diánu OS oproti nejlepší podpůrné léčbě 
(12,43 vs. 9,43 měsíce; HR 0,77; p = 0,04). 
Nežádoucí účinky stupně 3 byly hlášeny 
u 3,6 % pa cientů (nejčastěji bolest hlavy, 
dušnost, eozinofi lie), stupně 4  pozoro-
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přímo lymfocyt. Aktuálně probíhají stu-
die Javelin Lung 100  (NCT02576574) 
a  Javelin Lung 200  (NCT02395172) 
fáze III hodnotící efekt u pa cientů s me-
tastatickým NSCLC v  1. a  2. linii léčby. 
V  1.  linii léčby je avelumab v  dávce 
10 mg/ kg jednou za dva týdny srov-
náván se standardní chemoterapií na 
bázi platiny, primárním cílem je hodno-
cení PFS a sekundárně i celkového pře-
žití. Klinická studie Javelin Lung 200 ve 
2. linii léčby hodnotí podání avelu-
mabu oproti standardnímu podání do-
cetaxelu v  dávce 75 mg/ m2  jednou za 
tři týdny, primárním cílem je hodnocení 
OS a první výsledky jsou očekávány ke 
konci roku 2017. U  obou studií je sou-
časně prospektivně hodnocena přítom-
nost PD-L1 v nádoru.

Atezolizumab
Jedná se o  anti-PD-L1  protilátku zkou-
šenou u  řady onkologických dia gnóz. 
Recentně publikované výsledky stu-
die POPLAR fáze II prokazují prodlou-
žení OS proti docetaxelu v  2. linii pa-
liativní léčby (OS 12,6  vs. 9,7  měsíce; 
HR 0,73; p = 0,004). Výsledky byly v ko-
relaci s  mírou exprese PD-L1  nádoro-
vou buňkou [59]. Obdobné výsledky při-
nesla i další studie BIRCH fáze II, kde byla 
pozorována odpověď na léčbu u  27  % 
pa cientů s  vyšší expresí PD-L1  [60]. 
V  současnosti probíhají studie fáze III 
hodnotící přínos atezolizumabu v 1. linii 
paliativní léčby ve srovnání se stan-
dardní chemoterapií (NCT02409342, 
NCT02409355), zde jsou první výsledky 
očekávány v roce 2019.

Výzvy v imunoterapii NSCLC

Nádorová imunologie a  imunoterapie 
maligních onemocnění jsou v současné 
době v  popředí zájmu onkologického 
výzkumu a  podstatné místo zaujímají 
i v klinické praxi. Z hlediska klasifi kace 
a managementu léčby časnějších stadií 
maligních onemocnění je významným 
počinem posledních let koncept imu-
noskóre/ immunoscore, který je nejvíce 
rozpracován a aktuálně validován u ko-
lorektálního karcinomu  [61], nicméně 
je předmětem klinického výzkumu také 
u jednotlivých stadií NSCLC [62].

Vzhledem k  tomu, že imunotera-
pie současnosti vstupuje především do 

ném zlepšení léčebné odpovědi kombi-
nací anti-CTLA-4 a anti-PD-1 protilátek 
probíhá studie CheckMate 227 hodno-
tící efekt v 1. linii paliativní léčby NSCLC 
(NCT02477826).

Toxicita anti-PD-1 a anti-PD-L1 protilá-
tek je obecně  menš í  než  u ipilimumabu. 
Vá ž ná  kož ní  toxicita stupně  3 a 4 se vy-
skytuje vý jimeč ně  (2  %). Také  průjem 
stupně  3 a 4 je má lo č astý  (1– 2 %), po-
dobně  jako hepatotoxicita (do 3  %) 
a vá ž né  endokrinopatie (< 1 %). Na roz-
dí l od ipilimumabu se ale č astě ji po anti-
-PD-1  protilá tká ch objevuje pneumo-
nitida (< 5  %). Podstatně  vyš š í  č etnost 
ir-AEs byla popsá na ve studií ch s kombi-
nací  anti-PD-1 a anti-CTLA-4 protilá tkou 
(nivolumab + ipilimumab). Zde se vý skyt 
vá ž ný ch ir-AEs stupně  3 a 4 pohyboval 
kolem 50 %, s vý znamný m zastoupení m 
gastrointestiná lní  toxicity (15 %) a hepa-
totoxicity (19 %) [54,57].

Pembrolizumab
Jedná se opět o anti-PD-1 protilátku, jejíž 
účinnost u NSCLC byla hodnocena ve stu-
dii fáze III Keynote 010 (NCT01905657). 
Do studie byli zařazováni pa cienti po se-
lhání předchozí 1. linie s platinou a sou-
časně s  prokázanou expresí PD-L1  min. 
v  1  % nádorových buněk s  randomi-
zací do jednoho ze tří léčebných ramen, 
pembrolizumab 2 mg/ kg, 10 mg/ kg 
nebo standardní rameno s docetaxelem 
75 mg/ m2 každé tři týdny. OS bylo signifi -
kantně delší v obou ramenech s pembro-
lizumabem (dávka 2 mg/ kg medián OS 
12,7 vs. 8,5 měsíce; HR 0,71; p = 0,0008, 
resp. 10 mg/ kg HR 0,61; p < 0,0001). Pří-
tomnost PD-L1  ligandu na nádorových 
buňkách měla významný vliv na míru 
léčebné odpovědi s dopadem i na pro-
dloužení OS  [58]. U  pa cientů s  přítom-
ností PD-L1 vyšší než v 50 % nádorových 
buněk byl medián OS 14,9  vs. 8,2  mě-
síce; HR 0,54; p = 0,0002 v dávce 2 mg/ kg 
a 17,3 vs. 8,2 měsíce; HR 0,5; p < 0,0001 při 
dávkování 10 mg/ kg. FDA udělila pro tuto 
indikaci v říjnu 2015 na základě publiko-
vaných výsledků tzv. accelerated appro-
val, na evropské úrovni EMA je pembroli-
zumab v procesu posuzování.

Avelumab
Avelumab je anti-PD-L1 protilátka, ovliv-
ňuje tedy nádorovou buňku a  nikoli 

tida) a elevace jaterní ch testů . Imunitní  
systé m vš ak mů ž e napadnout jaký koliv 
orgá n v tě le (srdce, plí ce, ledviny, nervo-
vý  systé m, oč i, hematopoetický  systé m 
a dalš í ). Je třeba důsledný management 
toxicity léčby [54].

Tremelimumab
Tremelimumab je humanizovaná mono-
klonální protilátka proti CTLA-4. Ve studii 
fáze II [55] nebyl prokázán efekt mainte-
nance aplikace proti nejlepší podpůrné 
péči pa cientům s metastatickým NSCLC, 
u kterých nebyla zaznamenána progrese 
onemocnění po 1. linii paliativní chemo-
terapie (NCT02000947). Probíhá studie 
fáze III ověřující přínos kombinace tre-
melimumabu s  anti-PD-L1  protilátkou 
darvalumab (MEDI4736) vs. standardní 
chemoterapie (NCT02352948).

Anti-PD-1, anti-PD-L1 protilátky

Nivolumab 
Nivolumab je plně humanizovaná mo-
noklonální IgG4  anti-PD-1  protilátka 
standardně používaná např. v léčbě ma-
ligního melanomu (NCT01721772) [56]. 
Studie fáze III srovnávaly benefit po-
dání nivolumabu pa cientům s metasta-
tickým NSCLC ve 2. linii paliativní léčby 
proti standardní chemoterapii doceta-
xelem. Studie CheckMate 017  týkající 
se skvamózního karcinomu plic pro-
kázala statisticky významné prodlou-
žení PFS a zejména mediánu OS (9,2 vs. 
6,0 měsíce; HR 0,59; p = 0,0004). Tato stu-
die neprokázala korelaci mezi přítom-
ností PD-L1  na nádorových buňkách 
a  léčebnou odpovědí (NCT01642004). 
U  adenokarcinomu byl rovněž proká-
zán léčebný benefi t nivolumabu studií 
fáze III CheckMate 057 (NCT01673867), 
která srovnávala monoterapii nivoluma-
bem v dávce 3 mg/ m2 každé dva týdny 
s  podáním docetaxelu 75 mg/ m2  jed-
nou za tři týdny. Monoterapie nivoluma-
bem vedla k  prodloužení mediánu OS 
(12,2 vs. 9,4 měsíce; HR 0,73; p = 0,002), 
rozdíly v  PFS nebyly v  celém souboru 
statisticky významné (medián PFS 2,3 vs. 
4,2  měsíce; HR 0,92; p  =  0393). U  této 
studie však byla zjevná signifi kantní zá-
vislost mezi procentuálně vyjádřeným 
zastoupením PD-L1 na buněčné mem-
bráně nádorové buňky a mírou buněčné 
odpovědi. Na základě údajů o  mož-
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ních bio markerů jednotlivých modalit 
protinádorové imunoterapie. V případě 
inhibice interakce PD-1/ PD-L1  se jako 
prediktivní bio marker nabízí, v  analo-
gii na prediktivní vlastnosti míry ex-
prese Her-2  buňkami karcinomu prsu, 
kvantifi kace míry exprese PD-L1  v  ma-
ligní tkáni. Ve studiích jako CheckMate 
017 hodnotící efekt nivolumabu u skva-
mózního NSCLC nebyla úloha exprese 
PD-L1  v  maligní tkáni jako prediktoru 
léčby potvrzena; naopak v případě bron-
chogenního adenokarcinomu korelo-
vala míra exprese ligandu PD-L1 s mírou 
léčebného efektu (např. CheckMate 057). 
Mimo roztříštěnost projektů hodnotí-
cích expresi PD-L1  s  ohledem na pou-
žitý detekční systém (typ dia gnostických 
protilátek, hodnota cut-off , hodnocení 
exprese na maligních buňkách vs. nádo-
rovém stroma) je podstatným úskalím 
v ustanovení míry PD-L1 pozitivity jako 
prediktivního bio markeru inducibilní 
exprese tohoto ligandu, jež nemusí být 
pouze refl exí imunosupresivních vlast-
ností nádorových buněk, ale může být 
naopak navozena parakrinní stimulací 
T lymfocytárního infi ltrátu [68].

Na příkladu maligního melanomu se 
ukazuje, že prediktorem léčby check-

buňky. Imunogenní buněčnou smrt na-
vozují ně kte rá chemoterapeutika, ter-
mické ablace či radioterapie. Klinicky 
pozorovatelnou konsekvencí popsa-
ného způsobu buněčné smrti je absko-
pální efekt radioterapie vedoucí k  re-
gresi nádorového onemocnění i  mimo 
ozařované pole a  kombinace radiote-
rapie s checkpoint inhibitory by mohla 
vést k podpoře tohoto efektu [65]. V sou-
vislosti s kombinací imunoterapie s cíle-
nou léčbou je zmiňována např. podpora 
vyzrávání dendritických buněk či akti-
vace a diferenciace T lymfocytů, přičemž 
četné studie již probíhají  [66]. V  rámci 
kombinací se testuje i současné podání 
checkpoint inhibitorů (tab. 2), jejichž re-
levance pro klinickou praxi je vzhledem 
k  toxicitě a  nákladovosti bez znalosti 
prediktivního bio markeru limitovaná.

Přestože jsou dosavadní data získaná 
z  klinických hodnocení imunoterapie 
checkpoint inhibitory povzbudivá ve 
smyslu dosažení déle trvajících odpo-
vědí u metastatických onemocnění (pře-
devším u maligního melanomu), je pro-
porce léčených pa cientů, u  kterých je 
dosaženo významné dlouhotrvající kli-
nické odpovědi, malá  [67]. Podstatnou 
výzvou je tedy identifikace prediktiv-

léčby pokročilých nádorových onemoc-
nění, jejichž charakteristikou je reper-
toár imunosupresivních vlastností pro-
středí nádoru, je nadějí pro pa cienty 
s  pokročilými onemocněními identifi-
kace opodstatněných kombinací imu-
noterapie (stávající protilátky, nové 
protilátky, vakcíny) se standardními lé-
čebnými modalitami (chemoterapie, ra-
dioterapie, cílená léčba), kde se jistě 
uplatní i „drug repositioning“. Kombinací 
léčebných metod by mohlo být dosa-
ženo komplementárního, či dokonce sy-
nergického působení [63]. Je však nutno 
zvažovat míru toxicity léčby, např. v pří-
padě maligního melanomu sice přinesla 
kombinace dakarbazinu s  ipilimuma-
bem (10 mg/ kg) prodloužení OS z 9,1 na 
11,2  měsíce, ale závažné nežádoucí 
účinky stupně 3, 4  byly zaznamenány 
v 56 % [64]. Při hledání konkomitantních 
a sekvenčních protinádorových postupů 
je racionální kombinovat imunotera-
pii především s terapeutickými postupy 
dosahujícími léčebného efektu nejen na 
základě cytotoxických účinků, ale vyvo-
lávajícími i  tzv. imunogenní buněčnou 
smrt, kdy dochází ke stimulaci imunit-
ního systému proti antigenům uvolně-
ným z imunogenně likvidované maligní 

Tab. 2. Aktuálně probíhající studie fáze III/IV s checkpoint inhibitory u NSCLC. 

Studie Linie léčby Číslo studie

nivolumab ± ipilimumab vs. nivolumab/cisplatina/pemetrexed paliativní, 1. linie NCT02477826

nivolumab – safety trial paliativní, min. 2. linie NCT02066636

nivolumab vs. dispenzarizace adjuvantní NCT02595944

pembrolizumab vs. placebo po resekci adjuvantní NCT02504372

pembrolizumab vs. chemoterapie na bázi platiny, PD-L1 pozitivní paliativní, 1. linie NCT02220894

avelumab vs. standardní chemoterapie (Javelin Lung 100) paliativní, 1. linie NCT02576574

avelumab vs. docetaxel (Javelin Lung 200) paliativní, 2. linie NCT02395172

atezolizumab vs. gemcitabin/cisplatina nebo karboplatina paliativní, 1. linie NCT02409355

atezolizumab vs. cisplatin nebo karboplatina + pemetrexed paliativní, 1. linie NCT02409342

atezolizumab vs. docetaxel paliativní, 2. linie NCT02008227

atezolizumab vs. nejlepší podpůrná péče adjuvantní NCT02486718

durvalumab ± tremelimumab vs. chemoterapie na bázi platiny paliativní, 1. linie NCT02453282

durvalumab vs. placebo adjuvantní NCT02273375

durvalumab ± tremelimumab vs. standardní chemoterapie paliativní, min. 3. linie NCT02352948

anti-CTLA-4 – ipilimumab, tremelimumab, anti-PD-1 – nivolumab, pembrolizumab, anti-PD-L1 – avelumab, atezolizumab, 
durvalumab
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jsou na evropské úrovni zatím tyto va-
lidované prediktivní testy při registraci 
léčiv Evropskou lékovou agenturou vy-
žadovány, je diskuze na toto téma ev-
ropskými regulátory vedena a  pravdě-
podobně se v blízké době stane realitou. 
Tento způsob regulace inovativních a cí-
lených protinádorových terapeutik patří 
k  těm smysluplnějším a  má reálný po-
tenciál povzbudit farmaceutické fi rmy, 
aby intenzivněji implementovaly hle-
dání vhodných bio markerů již během 
klinického výzkumu nového léčiva, ni-
koliv až následně retrospektivně při hle-
dání „vhodných podskupin“ pa cientů 
v případě, kdy se neprokáže superiorní 
efekt hodnoceného léčivého přípravku 
v celé kohortě testovaných subjektů, pří-
padně po registraci léčiva, kdy je identi-
fi kace a implementace prediktorů léčby 
v  rozporu s  komerčními zájmy držitelů 
registrací.
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Nové technologie používané pro in vivo 

dia gnostiku nádorů

New Technologies for In Vivo Cancer Dia gnostics
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Souhrn
Východiska: K léčbě onkologických onemocnění se používají kombinace postupů založených 
nejčastěji na chirurgickém odstranění nádoru, radioterapii, chemoterapii či hormonální tera-
pii, přičemž samotný chirurgický zákrok většinou představuje stěžejní krok pro odstranění ná-
dorové masy. Je ovšem často provázen problémy s určením ohraničení nádoru. Chirurg má 
před operací k dispozici pouze informace z předoperačních vyšetření, která naznačují lokali-
zaci a rozsah nádoru, ale neurčí jasné hranice mezi nádorovou a zdravou tkání. Tuto oblast ve 
většině případů nelze rozeznat zrakem či hmatem, a pokud není nádor zcela odstraněn, musí 
pa cient podstoupit reoperaci. Cíl: Nové technologie vyvíjené ve výzkumných centrech umož-
ňují operatérovi získat informace o stavu nádorové tkáně v reálném čase přímo na operačním 
sále v průběhu chirurgického zákroku. Patří mezi ně přístroje MarginProbe, Spectropen a spek-
troskopický tkáňový skener. Další skupinu tvoří zobrazovací techniky využívající hmotnostní 
spektrometrii k určování tkáňové specifi čnosti. V posledních letech prošla obrovským vývojem 
technika intraoperativní hmotnostní spektrometrie (REIMS). Využívá elektronický skalpel, kte-
rým chirurg provádí řez tkáně, přičemž vznikající aerosol je odváděn do hmotnostního spek-
trometru, jenž během několika desetin sekund získá hmotnostní spektra fosfolipidů specifi c-
kých pro operovanou tkáň (nádorovou či zdravou). V České republice se již tato technologie 
využívá ve výzkumu k detekci koncentrace léčiva deponovaného v nádorové a zdravé tkáni 
myší trpících melanomem. Získané výsledky ukazují, že pomocí tohoto přístroje by bylo možné 
zásadním způsobem ovlivnit léčbu i její účinnost u onkologických onemocnění. O těchto no-
vých technologiích vás v článku budeme podrobněji informovat a seznamovat s jejich principy 
a využitím.
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chirurgie –  rakovina –  nádory –  molekulární diagnostika –  hmotnostní spektrometrie –  databáze
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Úvod

V současné době je léčba solidních ná-
dorů založena na kombinaci chirurgic-
kého zákroku, chemoterapie, radiotera-
pie a bio logické léčby. Cílem chirurgické 
léčby je odstranění celého nádoru nebo 
alespoň jeho převážné části. Ponechání 
zbytku nádoru může mít různé důvody, 
jako je např. velikost, rozložení či umístění 
v blízkosti orgánů a v neposlední řadě ne-
možnost rozeznání nádorové tkáně od 
zdravé. Zbývající nádor je pak elimino-
ván jiným postupem, např. radioterapií 
či chemoterapií v závislosti na histologic-
kém typu, avšak v ně kte rých případech 
musí být provedena reoperace k  jeho 
odstranění. Při samotné operaci nastává 
v  řadě případů problém s  určením hra-

nice nádoru a chirurg je odkázán pouze 
na své zkušenosti podložené vizuálními 
nebo hmatovými vjemy. Ohraničení ná-
doru není často makroskopicky zřetelné, 
není známo, zda okraje resekátu obsa-
hují nádorové buňky či nikoliv a jestli je 
třeba odstranit další tkáň a v jakém roz-
sahu. Závažné rozhodování nastává např. 
při operacích nádorů mozku, při nichž 
je radikalita zákroku jedním ze zásad-
ních prognostických faktorů. Základním 
problémem většiny zhoubných mozko-
vých nádorů je jejich infi ltrativní charak-
ter růstu, kdy nádorové buňky prorůstají 
mezi zdravými a hranice nádoru nejsou 
ostré. Neurochirurg tak při snaze o co nej-
radikálnější výkon může odstranit i zdravé 
buňky, nebo naopak musí ponechat část 

nádorové tkáně z důvodu jejího umístění 
v  blízkosti důležitých nervových drah, 
jejichž přerušení by mělo pro pa cienta 
vážné následky. Obdobná situace může 
nastat při operacích infi ltrujících nádorů 
měkkých tkání nebo pankreatu, případně 
u ně kte rých lézí v prsu, kde je kritické ze-
jména šíření nádorové složky ve vývo-
dech. Chirurg tedy provádí zákrok na 
základě předoperačních vyšetření a ob-
vykle nemá během operace informace 
o tom, zda byla odstraněna veškerá ná-
dorová masa. Tyto údaje získá z histopa-
tologického vyšetření celého resekátu 
a teprve potom se rozhoduje o následné 
léčbě či případné reoperaci. Histologické 
vyšetření materiálu z resekční linie je sa-
mozřejmě možné provést i pooperačně. 
Pokud však má být provedeno v přijatel-
ném časovém limitu, má významná ome-
zení ve smyslu malého objemu vyšetřené 
tkáně a nižší kvality morfologie ve zmra-
zených řezech. Proto se v poslední době 
řada výzkumných center začala zabývat 
touto problematikou a vyvíjet technolo-
gie, které by operatérovi daly informace 
o  stavu tkáně v  reálném čase přímo na 
operačním sále a nevyžadovaly odběr ani 
skladování vzorků.

Technologie používané pro 

detekci nádorových buněk 

v průběhu operace

MarginProbe

Mezi nové technologie, které se v sou-
časné době vyvíjejí pro urychlení vy-

Summary
Background: The treatment of oncological diseases is based on the combination of surgery, representing the key step for the removal of the 
tumor tissue, radiotherapy, chemotherapy, and hormone therapy. However, the surgery is often accompanied by issue of determining the 
boundaries of the tumor. Prior the operation, the surgeon has information on preoperative fi ndings, which indicate the location and extent of 
the tumor, but does not specify a clear boundary between the tumor and healthy tissue. This area cannot be recognized visually or by touch in 
most cases and when the tumor is not removed completely the patient has to undergo reoperation. Aim: Therefore, a number of research centers 
began to deal with the development of technology that would provide information about the state of the tissue in real time directly during sur-
gery and would not require the collection or storage of tissue samples. These include MarginProbe, Spectropen tissue and spectroscopic scanner 
devices. Another group consists of imaging techniques using mass spectrometry approaches to determine the tissue specifi city. Recently, the 
intraoperative mass spectrometry (REIMS) technique has undergone tremendous development. It uses an electronic scalpel using by the sur-
geon for cutting the tissue, when the resulting aerosol is discharged into the mass spectrometer that in tenths of seconds measures mass spectra 
of phospholipids, which are specifi c to the operated tissue (tumor or healthy). In the Czech Republic this technology has been already used for 
research purposes for the detection of drug deposited in the tumor and healthy tissue of mice suff ering from melanoma. The obtained results 
show that with this apparatus it would be possible fundamentally aff ect the treatment and its effi  cacy in oncology as well. We will inform you 
about these new technologies and elucidate their principles and utilization.

Key words
surgery –  cancer –  tumors –  molecular diagnostics –  mass spectrometry –  database

Obr. 1. MarginProbe System. Převzato z [1]. 



4S90

NOVÉ TECHNOLOGIE POUŽÍVANÉ PRO IN VIVO DIAGNOSTIKU NÁDORŮ

Klin Onkol 2016; 29 (Suppl 4): 4S88–4S94

tekován okraj nádoru  –  přechod nádo-
rové a  zdravé tkáně  [6]. V  další práci je 
popisováno využití nanočástic pro před-
operační vyšetření magnetickou rezo-
nancí pro zobrazení lokalizace nádoru 
v  mozku u  živých myší  [7]. Avšak zob-
razení výsledku bylo těžkopádné a  pro 
chirurga vykonávajícího operaci nevý-
hodné. Proto vědci vyvinuli nové uspo-
řádání přístroje, jednoduché na ovládání, 
schopné zobrazovat výsledky v reálném 
čase a vyhovující podmínkám umístění 
na operačním sále. Zdokonalená verze 
Ramanova skeneru byla použita při ope-
racích nádoru myšího mozku (glioblas-
tom, průměr 2– 5 mm). Myším byly před 
operací injekčně aplikovány zlaté nano-
částice, které se nechaly 24  hod cirku-
lovat v  těle za účelem jejich kumulace 
v nádoru. Následně byly myši rozděleny 
do skupin, přičemž u jedné skupiny byla 
provedena operace při bílém osvětlení 
a u další skupiny byl použit SpectroPen. 
Následná imunohistochemická vyšetření 
prokázala, že vizualizace nádoru pomocí 
zlatých nanočástic umožnila odopero-
vat i malá rezidua nádoru, která nebyla 
rozpoznatelná pouhým okem (obr. 2, 3). 
Zároveň byla provedena rozsáhlá cyto-
toxická studie testující vlastnosti zlatých 
nanočástic, která potvrdila jejich inertní 
chování v organizmu [8]. SpectroPen byl 
také využit ve studii s jinou zobrazovací 
technikou nádorové masy. Do této stu-
die bylo začleněno osm psích a pět lid-
ských pa cientů, jimž byla plánována ope-

SpectroPen

Dalším nástrojem je SpectroPen nazý-
vaný jako Ramanův skener. Jedná se 
o ruční sondu vyvinutou vědci z Emory 
University a Georgia Institute of Techno-
logy, USA, používanou k lokalizaci nádo-
rových buněk před i po operaci. Dokáže 
přesně rozlišit pozitivní nebo negativní 
okraje nádoru. Sonda má zabudovanou 
diodu vysílající laser s blízkým infračer-
veným zářením (near infrared radiation –  
NIR) do určitého místa v tkáni a  je spo-
jena s jednotkou pro excitaci a zachycení 
záření. Během operace NIR zobrazuje 
a  rozlišuje nádorovou a  zdravou tkáň. 
Technologie kombinuje laser s NIR a de-
tektor fl uorescenčního barviva a rozptý-
leného světla vysílaného částicemi zlata, 
které byly navrženy tak, aby se zachytily 
pouze na nádorových buňkách. Tyto čás-
tice se skládají z  polymerního povlaku 
obsahujícího zlato, reportérového bar-
viva a protilátky, která zajistí vazbu čás-
tice na vnější stranu nádorových buněk. 
Zlato značně zesiluje signál z reportéro-
vého barviva, a tím umožňuje detekci ná-
dorů menších než 1 mm. SpectroPen je 
připojen optickým kabelem jak k Rama-
novu spektroskopu, který zaznamenává 
vibrační frekvence molekul, tak k detek-
toru fl uorescence. Vazba a detekce těchto 
nanočástic byla testována v  in vitro i ex 
vivo uspořádáních. V  in vivo experimen-
tech byla myším s nádorem podána i.p. 
suspenze nanočástic a  pomocí Specro-
Penu byl během operace precizně de-

šetření tkáně, patří MarginProbe. Vývoj 
zařízení byl uskutečněn firmou Dune 
Medical Devices, Izrael (obr.  1)  [1] pro 
in  situ detekci invazivního duktálního 
a lobulárního nádoru prsu. Princip je za-
ložen na radiofrekvenční spektrosko-
pii využívající elektromagnetické vlny 
k rozlišení nádorové a zdravé tkáně. Ste-
rilní jednorázový senzor spojený se son-
dou vysílá radiofrekvenční signál do 
tkáně a zachycené zpětné signály ode-
sílá do spektroskopu, kde jsou porovná-
vány se signály uloženými v  databázi. 
Aplikuje se u  lumpektomie  [2] a  po-
máhá chirurgovi se rozhodnout, kolik 
tkáně má odstranit kolem nádoru (tzv. 
lem nádoru). Přímo na sále je in  situ 
tkáň z lemu nádoru testována na nepří-
tomnost nádorových buněk a  během 
krátkého času (3  s) se chirurg podle 
výsledku rozhodne, jestli má být od-
straněna další část tkáně nebo je zákrok 
dostačující. Využití MarginProbe snížilo 
o 57 % počet reoperací [1,3], čímž se sní-
žily jak fi nanční prostředky vynaložené 
na následnou operaci, tak i emoční stres 
pa cientů. V  Německu proběhla pro-
spektivní klinická studie pa cientek s ná-
dorem prsu, v  rámci níž u  jedné sku-
piny byla během operace MarginProbe 
technika použita a  u  druhé nebyla. 
Následně byl sledován počet provede-
ných reoperací a ukázalo se, že s aplikací 
MarginProbe techniky jejich počet vý-
razně klesl [4]. MarginProbe systém byl 
schválen v  roce 2013  americkým Úřa-
dem pro kontrolu potravin a léčiv (FDA). 
Tato technika je komerčně dostupná 
a  je používána zejména při operacích 
nádoru prsu [5].

Obr. 2. Schematické znázornění zlaté 

nanočástice.

1 – jádro z inertního zlata, 2 – aktivní vrs-
tva pro Ramanovo záření (4,4´-dipyridyl), 
3 – křemenný obal

Obr. 3. Detekce nádorových buněk mozku pomocí Ramanova skeneru. 

Inertní zlaté nanočástice se kumulovaly v mozku v místě nádoru, byly detekovány sondou 
a zobrazeny v Ramanově spektru. 
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zjistit 1012– 1016 atomů většiny stopových 
prvků v  1  cm3). MALDI ionizace našla 
mimo jiné uplatnění v hmotnostně spek-
trometrickém zobrazování (mass spectro-
metry imaging –  MSI), které bylo poprvé 
popsáno Spenglerem a jeho kolegy v roce 
1994  [18]. Teoreticky lze touto techni-
kou zobrazovat jakékoli sloučeniny, které 
je možné z  povrchu vzorku desorbovat 
a převést do plynné fáze. MALDI je spo-
lečně s dalšími typy ionizací (DESI, NALDI 
a SIMS) stále se rozvíjející technikou.

Hmotnostně spektrometrické 
zobrazování (MSI)
Koncem roku 1990 se ukázalo, že hmot-
nostně spektrometrická data v  zobra-
zovacích studiích vykazují vysoký stu-
peň tkáňové specifi čnosti. Pomocí MSI 
bylo možné získat informace z  řezů 
tkání stejně jako histologickými me-
todami  [13]. Hmotnostně spektromet-
rická detekce složek buněčných mem-
brán a  tkání (např. očních čoček)  [19] 
poukazuje na přítomnost komplexních 
lipidů, přičemž distribuce lipidů je ve 
velmi dobré shodě s distribučními vzory 
získanými imunohistochemickými me-
todami. Tyto poznatky vedly ke vzniku 
nové éry studia molekulárního složení 
bio logických vzorků.

Prostorové zobrazení MSI spočívá 
v kombinaci detekce látek přítomných na 
povrchu vzorku v daném místě, kdy každý 
pixel ve MSI představuje patřičné hmot-
nostní spektrum obsahující ionty přítom-
ných sloučenin. Ke znázornění zastoupení 
jednotlivých iontů ve studovaném řezu je 
používaná barevná nebo černobílá stup-
nice, kdy intenzita barvy vyjadřuje kvan-
titativní zastoupení daného iontu na po-
vrchu analyzované oblasti. Takto získaný 
obraz je vícerozměrný, proto jsou ke zpra-
cování experimentálních dat využívány 
vhodné programy umožňující obrazovou 
rekonstrukci a statistickou analýzu spolu 
s archivací dat, prováděnou pomocí ve-
lice výkonných počítačů s vysokou pamě-
ťovou kapacitou [20– 23].

Intraoperativní hmotnostní 
spektrometrie (REIMS)
Vývoj REIMS techniky

Další zobrazovací technikou, která pro-
šla v  posledních letech obrovským vý-
vojem, je technika intraoperativní hmot-

unikátní vibrační stav energie, který je 
měřen a  převeden na vibrační spek-
tra. Konstruktéři NIVI vycházeli z  před-
pokladu, že nádorové buňky produkují 
více určitých bílkovin s danou vibrací než 
tkáň zdravá. Přístroj vysílá laserový sva-
zek na vyšetřovanou tkáň, v  níž dojde 
k excitaci elektronů, které vyzáří Stoke-
sovy fotony, jejichž vlnová délka přímo 
souvisí s analyzovanou tkání. Na základě 
posuvu vlnových délek je pak možné 
rozlišit zdravou tkáň od nádoru či pre-
kancerózní oblasti pomocí barevně kó-
dovaného obrazu analyzované tkáně. 
Technika byla vyzkoušena na krysích ná-
dorových buňkách i tkáních a umožnila 
detekovat jasné hranice nádoru s  více 
než 99% spolehlivostí za dobu kratší než 
5 min [12].

Zobrazovací techniky využívající 

hmotnostní spektrometrii

V následujících odstavcích budou de-
tailněji popsány technologie využíva-
jící hmotnostní spektrometrii (mass 
spectrometry –  MS) k určování tkáňové 
specifi čnosti. 

Historie přímého vyšetření bio logické 
tkáně pomocí MS
Již v roce 1970 byla MS využívána k ana-
lýze nativní tkáně, avšak v  té době ne-
byly dostačující technické parametry 
přístrojů k tomu, aby byly získány uspo-
kojivé informace o  chemickém složení 
testovaných vzorků. První průlom při-
šel v  letech 1985– 1988  s  desorpčními 
ionizačními technikami, mezi něž patří 
ionizace/ desorpce za přítomnosti ma-
trice (matrix-assisted laser desorption/ 
/ionization –  MALDI) [13] a MS sekundár-
ních iontů (secondary ion mass spectro-
metry  –  SIMS)  [14]. Následovala je další 
ionizační technika, desorpční ionizace 
elektrosprejem (desorption electrospray 
ionization –  DESI), která jako první umož-
ňovala neinvazivní testování vzorku bez 
přípravy a bez ohledu na jeho tvar nebo 
mechanické vlastnosti  [15– 17]. Pomocí 
těchto ionizačních metod bylo možné 
analyzovat složení povrchů pevných 
anorganických a  organických látek, de-
tekovat jejich chemické složení i  prvky 
přítomné v nízkých koncentracích v na-
nometrových oblastech vyšetřovaných 
vzorků (např. metodou SIMS bylo možné 

race k odstranění nádoru za použití NIR 
zobrazování. Pa cientům byla 16– 24 hod 
před operací injekčně podána indocya-
ninová zeleň (FDA schválené specifi cké 
preceptorové NIR barvivo hromadící se 
v  hyperpermeabilních nádorových tká-
ních), která umožnila pomocí Spectro-
Penu rozlišit nádorovou tkáň od nenádo-
rové u všech pa cientů během chirurgické 
operace. Nevýhodou této technologie je 
její nefunkčnost u edematózní tkáně či 
tkáně se zánětem [9].

Spektroskopický tkáňový skener

Spektroskopický tkáňový skener de-
tekuje přítomnost nádorových buněk 
a  vyšetřuje vyoperovanou tkáň ex situ. 
Je umístěný na operačním sále a  je 
schopný podat operatérovi informaci 
do 20  min. Dokáže skenovat větší plo-
chu tkáně (do rozměru 20 × 20 cm) s vy-
sokým rozlišením (0,25 mm). Pracuje na 
principech difuzní reflektance (dif fuse 
reflectance infrared fourier transform 
spectroscopy  –  DRIFT) a  vnitřní fluo-
rescenční spektroskopie. Ty využívají 
známá fakta používaná při dia gnostice 
nádoru prsu, tedy přirozenou absorpci 
proteinů hemoglobinu a  β-karotenu 
a fl uorescenci NADH a kolagenu přítom-
ných ve vyšších koncentracích v nádo-
rové tkáni oproti zdravé tkáni prsu. Zís-
kaná spektra jsou následně zpracována 
do obrazové formy, která odráží metabo-
lický, bio chemický a morfologický stav 
tkáně. Výhodou této technologie je její 
jednoduchost, přesnost a získání digitál-
ního obrazu tkáně. Následně tedy není 
třeba provádět histologické vyšetření. 
Využití přístroje se plánuje především při 
operacích solidních nádorů [10].

NIVI

Mezi další nadějné techniky využívající 
barevného mikroskopického zobrazo-
vání tkáně patří NIVI (non-linear interfe-
rometric vibrational imaging), která byla 
vyvinuta týmem doktora Stephena Bop-
parta z University of Illinois, USA [11]. Její 
výhodou je, že se na rozdíl od histologic-
kého hodnocení nesoustředí jen na bu-
něčnou strukturu vzorku tkáně, ale vy-
hodnocuje a vytváří obrazy založené na 
molekulárním složení v  reálném čase. 
Princip techniky je založen na faktu, že 
každý typ molekuly má ve svých vazbách 
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zda operovaná tkáň obsahuje rakovinné 
buňky či nikoli. Během několika desetin 
sekund jsou získána hmotnostní spektra 
fosfolipidů specifi ckých pro operovanou 
tkáň (nádorovou, či zdravou), což chirur-
govi umožňuje se za méně než 2 s roz-
hodnout o  dalším postupu chirurgic-
kého zákroku. Analýza získaných spekter 
probíhá pomocí vyhodnocovacího pro-
gramu, který průběžně porovnává pří-
chozí data v průběhu chirurgického zá-
kroku, porovnává experimentální data 
s hmotnostními spektry uloženými v da-
tabázi, statisticky hodnotí a v jednodu-
chém formátu signalizuje výsledek pro 
chirurga. Informace pro chirurga může 
být vytvořena i pomocí zvukového sig-
nálu  [28]. Výrazně se tím zrychluje sa-
motná operace a  zvyšuje se záruka na 
odstranění prakticky všech nádorových 
buněk.

Popis funkce REIMS techniky

Elektronický skalpel, který drží chi-
rurg v  ruce, je navržen tak, aby byl 
vznikající materiál při řezu tkáně od-

hrudníku  [27]. Unikátnost celého pro-
cesu spočívá v  použití elektronického 
skalpelu, kterým chirurg provádí řez 
tkáně. Při tom je vytvořený aerosol odvá-
děn pomocí Venturiho trubice do hmot-
nostního spektrometru, jenž musí kon-
strukčně vyhovovat podmínkám práce 
přímo v  prostorách operačních sálů. 
Dr.  Takáts očekává, že REIMS metoda 
bude připravena k  reálnému využití již 
v roce 2016.

Princip REIMS techniky

Látky přítomné v  aerosolu jsou vět-
šinou intaktní membránové lipidy či 
fosfolipidy, které se snadno detekují 
MS a  dobře charakterizují daný typ 
tkáně  [24]. Navíc poskytují další důle-
žité informace oproti molekulám meta-
bolomu nebo proteinům používaným 
při imunohistologické (IHC) detekci. Vel-
kou výhodou je tedy specifi čnost údajů 
získaných z MS a jejich komplementarita 
s  IHC. Zásadním přínosem je však ana-
lýza aerosolu v reálném čase, která dává 
chirurgovi kontinuální informaci o tom, 

nostní spektrometrie (rapid evaporative 
ionization mass spectrometry –  REIMS). 
Poprvé byla popsána v  roce 2009  ma-
ďarským chemikem Zoltanem Takátsem
ze Semmelweis University v  Buda-
pešti [24]. Ve svém výzkumu pak pokra-
čoval v  Imperial College v  Londýně 
a v letech 2010– 2012 byla tato technika 
již testována přímo v nemocnicích. Zís-
kaná REIMS data byla použita pro budo-
vání databáze hmotnostních spekter, do 
které bylo zahrnuto 1 624 vzorků nádo-
rové tkáně a 1 309 vzorků zdravé tkáně. 
Ke všem vzorkům byla k dispozici zdra-
votní dokumentace vyšetřovaných je-
dinců a  výsledky imunohistologických 
analýz. Tímto způsobem se podařilo pro-
pojit chirurgickou praxi s  MS, která je 
schopná podat online informaci o stavu 
tkáně [25]. REIMS metoda byla také apli-
kována na in  vivo analýzu nádorů gas-
trointestinálního traktu s cílem rozeznat 
zdravou střevní stěnu, nádor a  adeno-
matózní polyp  [26]. Mezi další využití 
metody lze zařadit i  detekci metastáz 
v lymfatických uzlinách během operace 

Obr. 4. Schematický nákres intraoperativní hmotnostní spektrometrie (REIMS). 

Elektronický nůž po dotyku s tkání vytváří aerosol částic, které jsou vysušeny, ionizovány a vedeny do hmotnostního spektrometru, kde 
jsou analyzovány. Naměřená hmotnostní spektra jsou porovnávána s příslušnou databází a výsledek je signalizován na obrazovce. Pokud 
se elektronický skalpel pohybuje v oblasti nádoru, svítí na monitoru červené světlo. Když se posune do oblasti zdravé tkáně, signalizace 
na obrazovce se změní na zelené světlo. Chirurg tak získává informaci v reálném čase, že oblast nádoru je odstraněna.

hmotnostní spektrometr

zdravá tkáň prekancerózní tkáň nádorová tkáň

materiál vzniklý po řezu tkáně

elektronický skalpel
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jsou tyto informace zejména u nádorů, 
u nichž nelze pouhým okem nebo hma-
tem rozeznat okraj nádoru. To vše sni-
žuje riziko reoperace i fi nanční náklady 
na léčbu pa cientů. Výsledky této tech-
niky lze kombinovat s  jinými přístupy 
schopnými charakterizovat (identifi ko-
vat, kvantifi kovat atd.) jednotlivé analy-
zované látky a dosáhnout tak globálního 
přístupu profi lování. Lze také dosáhnout 
poznání molekulárních markerů odpo-
vědných za rozdíly v nádorové a zdravé 
tkáni.

Závěr

V posledních letech byly vyvinuty a po-
psány nové ionizační metody spojené 
s in situ a in vivo hmotnostní spektromet-
rií bio logických tkáňových vzorků. Tech-
nický rozvoj umožnil přenést tyto tech-
niky do praxe a  využívat je přímo na 
operačních sálech. Jsou schopné v reál-
ném čase poskytovat cenné informace 
o histologickém stavu tkáně, pomáhají 
k  určení a  odstranění tkáně obsahující 
rakovinné buňky, a  tím snižují nutnost 
provádění následných operací.

Elektronický skalpel byl primárně vyvi-
nut pro nádorovou chirurgii. V současné 
době se jeho uplatnění rozšiřuje i do dal-
ších odvětví, např. potravinářského prů-
myslu a mikrobio logie [31].
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Souhrn
Východiska: V  Masarykově onkologickém ústavu v  Brně (MOÚ) se za spolupráce projektu 
RECAMO s  aplikační sférou v  posledních letech intenzivně pracuje na klinických hodnoce-
ních moderních PET radiofarmak vedoucích k jejich budoucímu zpřístupnění pro české lékaře 
a  jejich pa cienty. Na základě této spolupráce byla v uplynulých letech vyvinuta mimo jiné ra-
diofarmaka  [11C]methionin či  [18F]fluorocholin, látky s  důležitým uplatněním v  onkologické 
dia gnostice pomocí PET.  [11C]methionin, značený izotopem uhlíku-11  s  poločasem přeměny 
20 min, je markerem proteosyntézy, sloužícím v drtivé většině k vizualizaci mozkových tumorů, 
zatímco [18F]fl uorocholin, značený izotopem fl uoru-18 s poločasem přeměny 109 min, je marke-
rem syntézy buněčných membrán a proliferace, jehož největší využití spočívá v PET dia gnostice 
karcinomu prostaty. Cíl: Pomocí výsledků získaných provedením klinických hodnocení PET radio-
farmak ve spolupráci MOÚ a RECAMO s výrobcem radiofarmak na základě předem dohodnutých 
a schválených parametrů má být demonstrována účinnost a vhodnost těchto látek k onkologické 
PET dia gnostice daných tumorů. V obou případech byla radiofarmaka hodnocena ve vztahu k je-
jich majoritnímu využití. Závěr: Výsledky získané v rámci těchto klinických hodnocení prokazují 
přínos a efektivitu obou látek v PET dia gnostice příslušných nádorů. V podobě souhrnných zpráv 
z klinického hodnocení budou výsledky využity v aplikační sféře coby součást dokumentace po-
třebné k registraci daného radiofarmaka pro používání v České republice.

Klíčová slova
pozitronová emisní tomografi e –  radiofarmaka –  L-methyl-11C-methionin – 18F-fl uorocholin

Summary
Background: In Masaryk Memorial Cancer Institute (MMCI), there is a long-running intensive 
joint eff ort of the RECAMO project and commercial entities, involving mainly clinical evaluati-
ons of state-of-the-art PET radiopharmaceuticals leading to their future availability for Czech 
physicians and their patients. Recently, the PET tracers [11C]methionine and [18F]fl uorocholine, 
among others, were developed in this cooperation, both of them tracers with high importance 
for oncologic positron emission tomography diagnostics. [11C]methionine, labeled by carbon-11 
with a half-life of 20 min, is a proteosynthesis marker used primarily for brain tumor visualiza-
tion, where  as [18F]fl uorocholine, labeled by fl uorine-18 with a half-life of 109 min, is a marker of 
synthesis of cellular membranes and cell proliferation, its primary use being PET diagnostics of 
prostate carcinoma. Aim: The results of clinical evaluations of both PET radiopharmaceuticals, 
performed on the basis of parameters agreed and approved beforehand in cooperation of MMCI, 
RECAMO and the manufacturer of said radiopharmaceuticals, aimed to prove the effi  ciency and 
suitability of both compounds for oncologic PET diagnostics for said tumors. In both cases, the ra-
diopharmaceuticals were evaluated in regard to their major use. Conclusion: The obtained results 
prove the benefi ts and effi  ciency of both compounds in PET diagnostics of respective tumors. 
The results, in the form of clinical evaluation reports, will be used as part of the documentation 
required for marketing authorization of these compounds for use in the Czech Republic.

Key words
positron emission tomography –  radiopharmaceuticals –  L-methyl-11C-methionine – 18F-fl uorocholine
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Úvod

Pozitronová emisní tomografi e (PET) je 
jednou z  nejmodernějších metod mo-
lekulárního zobrazování, neinvazivní 
in vivo metodou umožňující lékařům stu-
dovat procesy v  lidském těle prostřed-
nictvím radioaktivně značených radio-
farmak a velmi přesně tak dia gnostikovat 
rozličné poruchy a  neobvyklé úkazy. 
V kombinaci s výpočetní tomografi í (CT) 
patří již přes 10  let k  páteřním zobra-
zovacím metodám nejen onkologické 
dia gnostiky. PET je nejen v  onkologic-
kých aplikacích metodou s velmi výhod-
ným poměrem ceny a efektivity, přispívá 
nejen ke stanovení nebo určení dia gnóz, 
ale i  ke stanovování vhodné terapie či 
odezvy na léčbu, a je tak důležitým fak-
torem pro koncept takzvané personali-
zované medicíny. Vyniká především na 
poli určování metabolické aktivity ná-
dorů, zhodnocení proliferace, zhodno-
cení hypoxie tkáně, zejména nádorové, 
či posouzení hustoty receptorů expri-
movaných v buňkách.

Hlavním využívaným PET radiofar-
makem, jakýmsi tažným koněm me-
tody, zůstává  [18F]fluorodeoxyglukóza 
(FDG), metabolický marker, díky němuž 
je možno v těle identifi kovat místa s ne-
přirozeně zvýšenou či naopak sníže-
nou metabolickou aktivitou. FDG PET je 
v současnosti prakticky nenahraditelnou 
dia gnostickou metodou pro detekci pri-
márních tumorů a metastáz [1– 4]. FDG 
nicméně trpí určitou nespecifi čností  –  
zvýšený příjem vykazují také např. místa 
s  probíhajícím zánětlivým procesem, 
někdy je její příjem vyšší v hypoxických 
oblastech, ně kte ré orgány mají přiro-
zeně vyšší příjem energie atd. Omezena 
je i  její schopnost posoudit odezvu na 
léčbu –  nemusí odlišit hojící se tkáň od 
viabilního proliferujícího nádoru. I to je 
důvodem, proč jsou vyvíjena specifi č-
tější radiofarmaka, která širokospektrál-
nosti glukózy sice nedosahují, nicméně 
se hodí lépe pro ně kte ré specifi čtější ap-
likace. Vhodnou volbou značené látky 
lze monitorovat prakticky jakýkoli z hle-
diska onkologického pa cienta zajímavý 
děj v  organizmu. Při vývoji nových ra-
diofarmak je nicméně zapotřebí uvá-
žit mnoho dílčích faktorů  –  vhodně 
zvolit radionuklid s  ohledem na che-
mizmus látky, její farmakokinetiku, bio-

logické chování, poločas interakce, ale 
také s  ohledem na snadnost a  výtěžek 
syntézy či dostupnost prekurzoru. Drti -
vá většina využívaných radiofarmak je 
proto značena fluorem-18, nuklidem 
relativně snadno připravitelným a  žijí-
cím dostatečně dlouho, aby umožňo-
val transport hotového radiofarmaka na 
místo potřeby.

V roce 2007 bylo v areálu Masarykova 
onkologického ústavu (MOÚ) uvedeno 
do provozu druhé produkční PET Cent-
rum ÚJV Řež, a. s. V souvislosti se spolu-
prací byl v roce 2009 publikován krátký 
přehledový článek o  možnostech me-
tody PET [5]. V následujících letech byly 
ve spolupráci s ÚJV Řež, a. s., odborníků 
z MOÚ a výzkumníků projektu RECAMO 
realizovány výzkumně vývojové pro-
jekty zaměřené na vývoj a zpřístupnění 
dalších PET radiofarmak lékařům oboru 
nukleární medicíny a  zejména jejich 
pa cientům. Produktem této spolupráce 
byla mimo jiné realizace klinických hod-
nocení radiofarmak [11C]methionin, látky 
sloužící k vizualizaci mozkových tumorů, 
a  [18F]fl uorocholin, látky určené k  dia-
gnostice karcinomu prostaty.

[11C]methionin

Radiofarmakum [11C]methionin (chemic-
kým názvem kyselina 2-amino-4-[11C]
metylsulfanylbutanová, resp. L-[S-me-
tyl11C]methionin) je příkladem radioak-
tivně značené aminokyseliny, která se 
v těle vyskytuje přirozeně. Většina ami-
nokyselin je tumorovými buňkami při-
jímána skrze energeticky nezávislý 
„L-type amino acid transporter“ systém 
A či Na+ dependentním systémem B0 [6]. 
Nádorové buňky mají většinou zvýšené 
nároky na příjem aminokyselin coby 
zdroje energie a  stavebního materiálu 
pro nové proteiny. Bylo doloženo, že 
u  nich dochází ke zvýšené expresi pří-
slušných transportních systémů [7]. Díky 
tomu, že se po chemické stránce methio-
nin značený 11C nijak neliší od svého ne-
značeného analogu, má radiofarmakum 
totožné chování jako přirozená aminoky-
selina. V literatuře bylo popsáno využití 
tohoto radiofarmaka pro detekci mozko-
vých tumorů [8], jejich gradingu [9– 11], 
odhadu prognózy [12– 14], vyhodnocení 
reakce na léčbu [15– 18] a pro rozlišování 
mezi relapsem tumoru a radiační nekró-

zou  [19,20], a  to i v porovnání s  jinými 
PET radiofarmaky [21,22].

[11C]methionin je značen uhlíkem-11, 
tedy radionuklidem s  poločasem roz-
padu 20 min. Využití tohoto izotopu ke 
značení je tudíž striktně vázáno na cen-
tra, která zahrnují výrobní i  zobrazo-
vací zařízení v minimální vzdálenosti od 
sebe. Praktická transportovatelnost ta-
kového radiofarmaka je v řádu jednotek 
kilometrů, tedy pouze v rámci jednoho 
města. Realizace klinického hodnocení 
této látky v  letech 2011– 2014  tak byla 
umožněna blízkou spoluprací MOÚ se 
společností ÚJV Řež, a. s., která látku pro 
klinické hodnocení vyráběla ve svých 
laboratořích.

Syntéza a kontrola jakosti 

radiofarmaka

Nuklid [11C] byl připraven na cyklotronu 
PET Centra Brno ÚJV Řež,  a. s., ozařo-
váním plynné směsi kyslíku a  dusíku. 
Reakcí 14N(p, α)11C se v plynné fázi vytvo-
řila směs oxidů uhlíku obsahujících [11C]. 
Obsah terče byl následně veden do syn-
tézního zařízení Tracerlab FXC fi rmy GE 
Healthcare osazeného ve stíněném boxu 
(obr. 1). V dalším kroku byla směs oxidů 
redukována na niklovém katalyzátoru na 
uhlovodík metan. Za vysoké teploty a pří-
tomnosti jodu bylo vyrobeno metylační 
činidlo –  metyljodid ([11C]H3I). Toto bylo 
vedeno do samotného reaktoru, kde 
bylo rozpuštěno v  acetonu. Takto roz-
puštěný metyljodid dále reagoval v ba-
zickém prostředí (vodný roztok NaOH) 
s prekurzorem léčivé látky, L-homocys-
teintiolaktonem. Po reakci byl odpařen 
aceton, reakční směs neutralizována HCl 
a injektována na semipreparativní HPLC 
(vysokoúčinná kapalinová chromatogra-
fi e) kolonu vestavěnou v syntézním za-
řízení. Elucí vodným roztokem NaCl byl 
následně z  reakční směsi jímáním pří-
slušného chromatografi ckého peaku zís-
kán roztok  [11C]methioninu. V  souladu 
s požadavky Státního ústavu pro kont-
rolu léčiv (SÚKL) byla provedena analýza 
jakosti radiofarmaka –  kontrola vzhledu, 
kontrola totožnosti (gamma spektrome-
trie, kapalinová chromatografi e), radio-
chemická čistota (kapalinová chroma-
tografi e), chemická čistota (kapalinová 
chromatografie), enantiomerní čistota 
(kapalinová chromatografi e), radionuk-
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s CT či MRI obrazy vyšetřované oblasti 
(obr. 2). K dostatečnému zobrazení ná-
dorové tkáně dostačovala intravenózní 
aplikace 350  MBq radiofarmaka (max. 
500 MBq) v době aplikace. Radiofarma-
kum  [11C]methionin je možné použít 
i  k  dia gnostice jiných primárních moz-
kových nádorů nebo sekundárních ná-
dorových procesů v mozku, pokud jiná 
vyšetření nevedou k  jednoznačným 
výsledkům.

[18F]fl uorocholin

[18F]fluorocholin (chemickým názvem
[18F]fluorometyl-dimetyl-2-hydroxy-

prokázání akumulace radiofarmaka po-
daného v  dávce 500  MBq, případně 
350  MBq a  jejich srovnání, sekundár-
ním cílem studie bylo hodnocení bez-
pečnosti aplikovaného radiofarmaka. 
Celkově bylo do klinického hodnocení 
zařazeno 18 pa cientů, výsledně hodno-
titelných bylo 16 pa cientů.

Výsledky

Výsledky provedeného klinického hod-
nocení potvrdily očekávané schop-
nosti radiofarmaka [11C]methionin v dia-
gnostice high-grade gliomů mozku 
pomocí PET vyšetření kombinovaného 

lidová čistota (gamma spektrometrie), 
objemová aktivita, kontrola pH a po po-
tvrzení vyhovujících parametrů byla 
látka předána na Oddělení nukleární 
medicíny, MOÚ.

Organizace vyšetření

Všechna  [11C]methionin-PET vyšetření
byla prováděna u  pa cientů s  recidi-
vou mozkového nádoru na hybrid-
ním PET/ CT skeneru PET/ CT Biograph 
64 (Siemens, Erlangen, Německo). Apli-
kovaná aktivita byla pro první skupinu 
pa cientů připravována v  cílové dávce 
500 MBq, v druhé pak 350 MBq. Snímání 
v rozsahu mozku bylo prováděno v 5., 20. 
a 35. min. Vyhodnocování studií probí-
halo na konzolích Syngo MultiModality 
WorkPlace (Siemens). CT bylo snímáno 
jen v  režimu low-dose CT, k  upřesnění 
anatomické orientace byla využívána 
„off -line“ fúze s MRI mozku.

Vzhledem k  tomu, že  [11C]methio-
nin není registrovaným dia gnostickým 
léčivým přípravkem, probíhaly veš-
keré úkony spojené s aplikací a hodno-
cením v  rámci akademicky iniciované 
klinické studie schválené SÚKL (Eu-
draCT Number 2011-004877-10). Zada-
vatelem klinické studie byl MOÚ a  ap-
likace hodnoceného radiofarmaka 
probíhala na Oddělení nukleární medi-
cíny, MOÚ. Do klinické studie byli zařa-
zováni pa cienti s primárními high-grade 
gliomy nebo extrakraniálně uloženými 
nádory se sekundárním postižením 
mozku, a to vždy po potvrzení MRI vy-
šetřením. Primárním cílem studie bylo 

Obr. 1. Syntézní modul GE Tracerlab FXC použitý k syntéze [11C]methioninu. Zdroj [36].

Obr. 2. [11C]methionin-PET a fúze s MRI mozku.

Recidiva gliomu temporálně vlevo vykazuje vysokou akumulaci [11C]methioninu.
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kontrola vzhledu, kontrola totožnosti 
(gamma spektrometrie, iontová chro-
matografi e), radiochemická čistota (ion-
tová chromatografi e, tenkovrstvá chro-
matografi e), chemická čistota (iontová 
chromatografi e, tenkovrstvá chromato-
grafi e), radionuklidová čistota (gamma 
spektrometrie), objemová aktivita, hod-
nota pH a po potvrzení vyhovujících pa-
rametrů byla látka předána na Oddělení 
nukleární medicíny, MOÚ.

Vyšetření a organizace klinické studie

Všechna  [18F]fl uorocholin-PET vyšetření 
byla prováděna u pa cientů s histologicky 
prokázaným karcinomem prostaty na 
hybridním PET/ CT skeneru PET/ CT Bio-
graph 64 (Siemens, Erlangen, Německo), 
a  to v  rámci akademicky iniciované kli-
nické studie schválené SÚKL (EudraCT 
Number 2014-005345-50). Zadavatelem 
klinické studie je MOÚ, standardní moni-
toring a  farmakovigilance je prováděna 
ve spolupráci s  infrastrukturou pro kli-
nická hodnocení CZECRIN. Do klinické 
studie jsou zařazování pa cienti s  lokali-
zovaným nebo lokálně pokročilým karci-
nomem prostaty s vysokým rizikem, a to 
před zvažovanou kurativní léčbou, nebo 
pa cienti s diseminovaným onemocněním 
k  posouzení rozsahu postižení. Všichni 
pa cienti zařazení do klinického hodno-
cení souhlasili s  účastí ve studii pode-
psáním informovaného souhlasu schvá-
leného Etickou komisí MOÚ. Primárním 
cílem klinického hodnocení je proká-
zání akumulace radiofarmaka v nádorové 
tkáni karcinomu prostaty, sekundárními 
cíli studie pak hodnocení bezpečnosti 
a srovnání akumulace radiofarmaka v ča-
sových intervalech 10 a 60 min po apli-
kaci. Aplikovaná aktivita byla připravo-
vána v  cílové dávce 4  MBq/ kg. Snímání 
v rozsahu od kolen k loktům vzpažených 
horních končetin vč. hlavy bylo prová-
děno v 10. a 60. min po aplikaci radiofar-
maka. Vyhodnocování studií probíhalo 
na konzolích Syngo MultiModality Work-
Place (Siemens). CT bylo snímáno jen 
v režimu low-dose CT, k upřesnění anato-
mické orientace byla využívána „off -line“ 
fúze s MRI mozku.

Výsledky

Klinické hodnocení a  aplikace hodno-
ceného radiofarmaka v  rámci klinické 

Fluorocholin je fluorem značeným 
analogem cholinu, základního staveb-
ního kamene fosfolipidických mem-
brán. Cholin je prekurzorem pro bio-
syntézu fosfolipidů a do buňky proniká 
skrze cholinové transportéry. Takzvanou 
Kennedyho dráhou je z něj posléze syn-
tetizován fosfatidylcholin  [25]. Krokem 
limitujícím rychlost této dráhy je hned 
krok první, kdy je pomocí cholin kinázy 
katalyzována fosforylace cholinu na fos-
focholin [26]. V buňkách karcinomu pro-
staty je cholin kináza zvýšeně exprimo-
vána. DeGrado et al v roce 2001 doložili, 
že 18F značený fl uorocholin je in vitro fos-
forylován cholin kinázou, stejně jako 
jeho neznačený analog [27]. To zavdalo 
podnět k využití fl uorocholinu jako zob-
razovacího PET agens pro karcinom pro-
staty [28– 33]. Specifi cké vlastnosti fl uo-
rocholinu ale motivují výzkumníky 
i k využití u jiných typů nádorů, např. he-
patocelulárního karcinomu či nádorů 
příštítných tělísek [34– 35].

Syntéza a kontrola jakosti 

radiofarmaka

Nuklid 18F byl připraven na pracovišti 
PET Centra Brno ozařováním tzv. obo-
hacené vody, H2[18O], vody obohacené 
o izotop kyslíku-18. Ostřelováním proto-
novým paprskem se část kyslíku-18 pře-
měnila jadernou reakcí 18O(p,n)18F na 
fluor-18, izotop s  poločasem přeměny 
109  min. Vodný roztok fluoridových 
[18F] iontů byl veden do syntézního zaří-
zení IBA Synthera využívajícího technolo-
gie takzvaných integrovaných fl uidních 
procesorů (IFP), de fakto jednorázových 
chemických aparatur (obr. 3). V prvním 
kroku byly z roztoku na separační kolonce 
izolovány samotné ionty  [18F]–. V  první 
fázi syntézy byl pak na destilačním IFP 
fluorací dibrom metanu připraven vy-
soce těkavý [18F]fl uorobrom metan. Tato 
látka byla izolována destilací, přečištěna 
a  vedena k  druhému, tzv. alkylačnímu 
IFP. Zde probíhala přímo na koloně alky-
lační reakce [18F]fl uorobrommetanu s di-
metylaminoetanolem za vzniku [18F]fl uo-
ro(metyl)cholinu. Po dalším přečištění od 
vedlejších produktů a zbylých reaktantů 
byla fi nální léčivá látka eluována fyziolo-
gickým roztokem.

V souladu s požadavky SÚKL byla pro-
vedena analýza jakosti radiofarmaka  –  

etylammonium; resp.  [18F]fluorometyl-
cholin) je typickým příkladem specia-
lizovaného radiofarmaka značeného 
fluorem-18. Karcinom prostaty v  po-
sledních letech rapidně nabývá na vý-
znamu  –  s  prodlužující se očekávanou 
dobou dožití narůstá množství mužů, již 
touto chorobou trpí. V posledních 20 le-
tech došlo v  ČR ke zvýšení incidence 
tohoto typu nádoru přibližně o  70  % 
a vzhledem k současnému prodlužování 
očekávané doby dožití lze očekávat, že 
počet pa cientů s touto dia gnózou bude 
do budoucna i nadále narůstat. Pravdě-
podobnost výskytu karcinomu prostaty 
u  pa cienta prudce stoupá s  věkem  –  
hlavní skupinu pa cientů reprezentují 
muži od 70  do 80  let věku (až 80  %) 
a v případě dožití se 90 a více let je prav-
děpodobnost onemocnění karcinomem 
prostaty pro muže prakticky 100 %. One-
mocnění se může ale objevit i  u  mužů 
mladšího věku, pravidelný screening 
hraje proto nezastupitelnou úlohu pro 
časný záchyt tohoto onemocnění. Ročně 
je dia gnostikováno různými metodami 
kolem 7 000 nových případů. Nicméně 
primární PET radiofarmakum, FDG, není 
pro účely vyšetření prostaty pomocí 
PET vhodné [23,24]. Faktorů je několik –  
malá velikost cílového orgánu, většinou 
nízká metabolická aktivita buněk karci-
nomu prostaty, značná variabilita v míře 
akumulace FDG u jednotlivých pa cientů 
s karcinomem prostaty a zejména bez-
prostřední blízkost orgánu s  výrazným 
fyziologickým příjmem radiofarmaka, 
močového měchýře.  [18F]fluorocholin 
však tyto nedostatky eliminuje.

Obr. 3. Sestava modulů Synthera V2 

a Synthera HPLC s osazenými integrova-

nými fl uidními procesory (IFP). Zdroj [37].
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