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PŘEhLED

Hsp90 – cíl protinádorové terapie

Hsp90 – a Target for Anticancer Therapy

Růčková E., Müller P., Vojtěšek B.
Masarykův onkologický ústav, brno

souhrn
Molekulární chaperony jsou proteiny, které se podílejí na vytváření a udržování správné kon-
formace ostatních proteinů v  buňce. Vážou se na nově syntetizované nebo denaturované 
polypeptidové řetězce, aktivně mění jejich konformaci a podílejí se na jejich transportu nebo 
degradaci. Chaperony hrají velmi důležitou roli v nádorové buňce, kde jejich zvýšená aktivita 
umožňuje stabilizovat řadu mutantních proteinů a překonávat stres vzniklý genetickou nesta-
bilitou. Klíčovým chaperonem nádorových buněk je Hsp90, mezi jehož klienty náleží receptory 
růstových faktorů, steroidních hormonů a signální proteiny, z nichž řada patří mezi cíle protiná-
dorové terapie. Nepříznivé podmínky mikroprostředí nádoru, jako jsou hypoxie a nedostatek 
živin, přispívají ke zvýšené destabilizaci proteinů, čímž závislost na chaperonech ještě dále pro-
hlubují. Z těchto důvodů představují molekulární chaperony, a zvláště Hsp90, nadějný cíl pro-
tinádorové terapie. Hsp90 je dále výjimečný tím, že v nádorových buňkách vykazuje výrazně 
vyšší citlivost k inhibitorům oproti normálním buňkám a inhibice Hsp90 v nádorech vede k pa-
ralelnímu potlačení různých drah onkogenní signalizace. V současné době probíhají klinické 
testy několika inhibitorů Hsp90 a jsou stále identifikovány nové látky s různým mechanizmem 
účinku.
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summary
Molecular chaperones help other proteins to achieve and maintain their proper conformation. 
Chaperones bind to newly synthesized or unfolded polypeptide chains, actively modify their 
conformation and participate on their transport or degradation. Chaperones play an impor-
tant role in cancer cell, where their increased activity enables stabilization of many mutant 
proteins and overcoming the stress generated by genetic instability. Hsp90 represents a key 
chapero ne in cancer cells. Growth factor receptors, steroid hormone receptors and signal pro-
teins are among its substrates, so-called client proteins; many of them being targets for anti-
cancer therapy. Adverse conditions of the tumor microenvironment, such as hypoxia and nutri-
ent deficiency, contribute to destabilization of proteins and further escalate dependence on 
chaperones. This is why molecular chaperones, in particular Hsp90, may represent a promising 
target for anticancer therapy. Importantly also, tumour-based Hsp90 has a significantly higher 
sensitivity to inhibitors than that in normal cells, and Hsp90 activity inhibition in tumours leads 
to a suppression of cellular signaling in many different oncogenic pathways. Several inhibitors 
of Hsp90 are currently undergoing clinical evaluation and new agents with different mecha-
nisms of action are continually being identified.
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Úvod
Přestože je konformace proteinů dána 
pořadím aminokyselin a  je utvářena 
podle zákonů termodynamiky, je v  in-
tracelulárním prostředí pro vytvoření 
správné konformace vyžadována spolu-
účast specializovaných komplexů, mo-
lekulárních chaperonů. Je to způsobeno 
tím, že koncentrace proteinů v  savčích 
buňkách dosahuje velmi vysokých hod-
not, a neustále tak dochází k nežádoucím 
interakcím polárních řetězců peptido-
vých vazeb a hydrofobních aminokyse-
linových zbytků nově syntetizovaných 
i  částečně denaturovaných proteinů. 
Tím by mohlo docházet k jejich nespráv-
nému sbalování či spojování do nefunkč-
ních agregátů. Přechodná vazba mo-
lekulárních chaperonů tedy poskytuje 
vznikajícím proteinům ochranu a umož-
ňuje sbalení do příslušné terciární struk-
tury [1]. Molekulární chaperony také 
úzce spolupracují s  ubikvitin-protea-
zomovým systémem, který denaturo-
vané proteiny odbourává, stejně jako se 
systémem transportujícím proteiny na 
místo určení. Dohromady tento aparát 
zajišťující homeostázu proteinů v buňce 
tvoří rozsáhlou a strukturně různorodou 
skupinu proteinů. Exprese řady moleku-
lárních chaperonů je výrazně zvýšena 
působením vyšších teplot. Proto jsou na-
zývány proteiny tepelného šoku (Heat 
Shock Proteins – Hsp) a  jejich označení 
je často tvořeno zkratkou Hsp a číslem 
udávajícím molekulovou hmotnost. K in-
dukci exprese chaperonů však dochází 
také působením nepříznivých vlivů vněj-
šího i vnitřního prostředí [2].

Aktivita většiny chaperonů závisí na 
hydrolýze ATP, přičemž jejich struktura 
a mechanizmus aktivity se mezi jednot-
livými třídami výrazně liší. Chaperony se 
dělí do čtyř tříd. Třída chaperoninů zahr-
nuje oligomerní molekuly GroEL a TRiC 
(TCP1 Ring Complex) vytvářející velké 
soudkovité útvary, uvnitř kterých jsou 
uzavřeny celé proteiny nebo jejich do-
mény, a  je jim tak poskytnuta ochrana 
pro vytvoření správné konformace [3]. 
Chaperony třídy Hsp70 jsou mono-
merní a  vyžadují spolupráci  ko-chape-
ronů třídy Hsp40. Své klientní proteiny 
rozpoznávají podle krátkých lineárních 
hydrofobních úseků. Hsp70 slouží jako 
chaperon velkému množství klientních 

proteinů, některé z nich jsou však poté 
předány k  dalšímu zpracování chape-
ronům třídy Hsp90 [4]. Chaperony třídy 
malých Hsp tvoří oligomerní komplexy, 
které se vážou na denaturované proteiny 
a  zabraňují jejich nevratné agregaci. 
Malé Hsp interagují se svými substráty 
bez účasti ATP, ale opětovné vytvoření 
správné konformace vyžaduje zapojení 
dalších chaperonů [5]. Kromě výše zmí-
něných chaperonů se širokým spektrem 
klientních proteinů existují i specializo-
vané chaperony podílející se na utvá-
ření konformace jediného specifického 
proteinu nebo multi-proteinových kom-
plexů. Byly popsány chaperony účastnící 
se sestavení nukleozomu [6] nebo pro-
teazomu [7]. Mezi nejvýznamnější cha-
perony patří bezesporu Hsp90. Za nor-
málních nestresových podmínek tvoří 
1–2 % celkových buněčných proteinů 
a  v  případě stresu jeho exprese dále 
prudce narůstá. Hsp90 je nejen nezbyt-
nou složkou obrany před poškozením 
buňky teplotním stresem, ale i za fyzio-
logických podmínek se účastní sba-
lování řady proteinů do funkční kon-
formace. Poprvé byla interakce Hsp90 
s proteiny objevena během afinitní pu-
rifikace prvního molekulárně charak-
terizovaného onkogenu, kinázy v-Src  
(Viral-Sarcoma), kdy Hsp90 precipitoval 
společně s v-Src z kuřecích buněk naka-
žených virem Rousova sarkomu [8]. Ná-
sledně byly popsány dvě hlavní třídy 
klient ních proteinů Hsp90, proteinkinázy 
a receptory steroidních hormonů a řada 
dalších klien tních proteinů s funkcí tran-
skripčních faktorů, chromatin remodelu-
jících proteinů a polymeráz [2].

Struktura a funkce Hsp90
Hsp90 je evolučně konzervovaný, při-
čemž jeden nebo více genů kódujících 
Hsp90 nese ve svém genomu všechny 
organizmy od bakterií až po savce. Hsp90 
se nachází téměř ve všech kompartmen-
tech eukaryotických buněk a u většiny 
eukaryot navíc existují příbuzné chape-
rony specifické pro dané organely. Jedná 
se např. o protein GRP94 (Glucose Rela-
ted Protein  94) exprimovaný v  endo-
plazmatickém retikulu nebo TRAP1 (TNF 
Receptor Associated Protein 1) v mito-
chondriích. Nejvíce poznatků bylo zís-
káno o proteinech Hsp90 lokalizovaných 

v cytosolu. U obratlovců byly nalezeny 
dvě izoformy, Hsp90α a  Hsp90β, které 
se navzájem liší funkcí, buněčnou loka-
lizací i  mírou inducibility [9]. Izoforma 
Hsp90α se nachází i na buněčném po-
vrchu a  je také secernována do  extra-
celulárního prostoru [10]. O úloze extra-
celulárního Hsp90 zatím není získáno 
mnoho poznatků, ale předpokládá se, 
že plní funkci molekulárního chaperonu 
i  vně buňky. Na buněčném povrchu 
byl Hsp90 nalezen v komplexu s MMP2  
(Matrix Metalloproteinase  2), která se 
podílí na degradaci extracelulární mat-
rix. Působením inhibitoru Hsp90 modi-
fikovaného tak, aby nepronikal dovnitř 
buňky, nebo inaktivací Hsp90 neutrali-
zující protilátkou bylo pozorováno sní-
žení aktivity MMP2 a invazivnosti nádo-
rových buněk [11].

Hsp90 se nachází v  cytoplazmě ve 
formě dimeru, přičemž každý monomer 
je složen ze tří funkčních domén: N-kon-
cové, centrální a C-koncové. N-koncová 
doména obsahuje adenosintrifosfát 
(ATP) vazebnou kapsu. Motiv vazebné 
kapsy vykazuje strukturní homologii 
s  ATPázovými doménami DNA-gyrázy, 
histidin kinázy a  proteinu systému re-
parace DNA MutL. Tento motiv není pří-
buzný s  ATP-vazebnou doménou pro-
teinkináz ani Hsp70, což otvírá možnost 
využití vysoce specifických inhibitorů 
[12]. N-koncová doména je s  centrální 
doménou flexibilně spojena, což umož-
ňuje konformační změny proteinu po 
vazbě ATP a  jeho hydrolýze na ADP. Ty 
mají zásadní význam pro aktivitu dimeru 
Hsp90 jako molekulárního chaperonu 
[13]. Hlavní úlohou centrální domény je 
zřejmě rozlišení typů klientních proteinů 
[14]. C-koncová doména je především 
zodpovědná za dimerizaci [15] a nachází 
se zde také konzervovaný motiv MEEVD 
(tvořený aminokyselinami Met-Glu-Glu-
-Val-Asp), který zprostředkovává inter-
akce s  ko-chaperony obsahujícími TPR 
(Tetratricopeptide Repeat) doménu [16].

Samostatná ATPázová aktivita Hsp90 
je pouze slabá a  je ovlivněna vazbou 
klientních proteinů a  interakcemi s  ur-
čitými ko-chaperony. U  eukaryot bylo 
identifikováno více než 20 ko-chape-
ronů, ale jejich funkce je v  mnoha pří-
padech dosud neznámá. Ko-chaperony 
modulují aktivitu Hsp90 čtyřmi způsoby:
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a) koordinují interakce s dalšími chape-
ronovými systémy,

b) stimulují nebo inhibují ATPázovou 
aktivitu,

c) zprostředkovávají interakce s  růz-
nými typy klientních proteinů,

d) ovlivňují svou enzymatickou akti-
vitou další aspekty chaperonového 
cyklu.

Největší skupinou jsou ko-chape-
rony s TPR doménou, která interaguje 
s MEEVD motivem v C-koncové doméně 
Hsp90. Patří mezi ně např. ko-chape-
rony HOP (Hsp90/Hsp70 Organizing Pro-
tein), CHIP (C-terminus of Hsc70-Inter-
acting Protein), FKBPs (FK506-Binding 
Proteins), CyP40 (Cyclophilin40) a  PP5 
(Protein Phosphatase 5). S centrální do-
ménou Hsp90 interaguje ko-chape-
ron AHA1 (Activator of Hsp90 ATPase 
homologue 1) a  na N-koncovou do-
ménu se vážou např. Cdc37 (Cell Divi-
sion Cycle 37), p23 a SGT 1 [2]. Interakce 
některých ko-chaperonů s  Hsp90 jsou 
schematicky znázorněny na obr. 1.

Mechanizmus aktivity multi-chapero-
nového systému Hsp90 je nejlépe pro-
studován při procesu maturace recep-
torů steroidních hormonů (SHR) – viz 
obr. 2. Klientní protein je vázán pouze 
na dimer Hsp90 v otevřeném stavu, kdy 
jsou jeho N-koncové domény separo-
vány. Chaperonový cyklus začíná navá-
záním nově syntetizovaného nebo de-
naturovaného polypeptidového řetězce 
na komplex chaperonu Hsp70 a jeho ko-
chaperonu Hsp40. Za účasti adaptoro-
vého proteinu HOP, který interaguje sou-
časně s Hsp70 i Hsp90, je poté klientní 
protein připojen k dimeru Hsp90. Vazba 
ATP způsobí uzavření víčka ATP-vazebné 
kapsy a  ovinutí N-koncových domén 
kolem sebe, čímž vznikne kompaktní 
prstencová konformace dimeru Hsp90, 
v níž je klientní protein sevřen. Po vazbě 
ATP jsou dále Hsp70 a  HOP nahrazeny 
ko-chaperony p23 a  FKBP51 a  vzniká 
zralý komplex. SHR je v tomto stavu ak-
tivní, je připraven vázat steroidní hor-
mony a  být následně transportován 
do jádra [17]. Hydrolýza ATP je stimu-
lována aktivitou FKBP52 a  dalšího ko-
chaperonu AHA1 [18]. Po hydrolýze ATP 
se dimer Hsp90 navrací do otevřeného 
stavu a klientní protein, v tomto případě 
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obr. 1. interakční partneři hsp90. S  molekulou Hsp90 interaguje řada proteinů. 
K vazbě klientních proteinů dochází v centrální doméně, zatímco ko-chaperony se vá-
žou na všechny domény Hsp90. S motivem EEVD v C-koncové doméně interaguje he-
terogenní skupina ko-chaperonů obsahujících TPR doménu, které plní různé biologické 
funkce, např. E3 ubikvitin ligázy, adaptorového proteinu, peptidilylprolyl cis/trans-izome-
rázy (PPIáza) nebo protein fosfatázy.
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obr. 2. chaperonový cyklus. Průběh chaperonového cyklu je znázorněn na příkladu re-
ceptoru steroidních hormonů (SHR) jako klientního proteinu. Komplex SHR s Hsp70 je při-
váděn pomocí adaptorového ko-chaperonu HOP k dimeru Hsp90. HOP je následně diso-
ciován a za účasti dalších ko-chaperonů dochází k vazbě ATP, konformační změně Hsp90 
a modifikaci SHR. SHR je poté v aktivním stavu, je schopen vázat ligandy, steroidní hor-
mony. Po vazbě ligandu je SHR translokován do jádra a iniciuje transkripci genů. Dimer 
Hsp90 vstupuje do dalšího chaperonového cyklu. 
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vznik rezistence vůči terapii zaměřené 
pouze na jeden molekulární cíl [25]. 
Velmi často je např. pozorována rezis-
tence vůči inhibitoru tyrozinkinázy EGFR 
(Epidermal Growth Factor Receptor), ge-
fitinibu [26], která je potlačena právě 
kombinací gefitinibu a inhibitoru Hsp90, 
17AAG [27]. Hsp90 může také maskovat 
fenotypový projev genetické variability, 
která je typická pro většinu nádorů [28]. 
Díky své funkci molekulárního chape-
ronu umožňuje Hsp90 akumulovat poly-
morfní varianty genů v klíčových signál-
ních drahách za současného zachování 
standardního fenotypu. Tím je zajištěno 
přežití buňky i při extrémně vysokém vý-
skytu mutací. Za stresových podmínek 
vyskytujících se v nádoru se zvyšují po-
žadavky na aktivitu Hsp90 a  po vyčer-
pání jeho stabilizační kapacity se začnou 
projevovat rozmanité genotypově-spe-
cifické fenotypy. Takto se může zrychlit 
vývoj invazivních, metastatických a  re-
zistentních nádorů [29]. Zpomalení evo-
luce a  adaptace nádorové buňky by 
mohlo být z terapeutického hlediska vý-
hodné, může se však vyskytnout nebez-
pečí, že inhibice aktivity Hsp90 odhalí již 
existující genotypovou diverzitu a  ne-
předvídatelně urychlí proces maligní 
progrese [30].

Mechanizmus inhibice Hsp90 
a vývoj nových inhibitorů
Chaperon Hsp90 je nezbytný pro exi-
stenci eukaryotické buňky, a proto nebyl 
dlouhou dobu považován za potenciální 
cíl protinádorové terapie. Teprve obje-
vem silných protinádorových účinků an-
tibiotika geldanamycinu způsobených 
právě inhibicí molekuly Hsp90 [31] došlo 
k  intenzivnímu výzkumu vztahu stre-
sových proteinů a  terapie nádorů, což 
vedlo k  identifikaci a  syntéze řady no-
vých inhibitorů chaperonu Hsp90. Z hle-
diska klinického využití inhibitorů Hsp90 
je nezbytným předpokladem výrazná 
citlivost nádorových buněk k inhibici to-
hoto stresového proteinu ve srovnání 
s buňkami normálními. Tato selektivita 
účinku může být vysvětlena řadou fak-
torů specifických právě pro nádorové 
buňky. V  nádorových buňkách byl po-
zorován zvýšený podíl Hsp90 v  akti-
vovaném stavu, tedy v  multi-chapero-
nových komplexech. Takto má Hsp90 

je katalytická podjednotka telomerázy 
TERT (Telomerase Reverse Transcriptase) 
nebo eNOS (Endothelial Nitric Oxide 
Synthase) [23]. Tyto proteiny se podílejí 
na získání a udržení všech šesti charakte-
ristických znaků nádorů:
a) soběstačnosti v produkci růstových 

signálů,
b) necitlivosti k signálům zastavujícím 

buněčný cyklus,
c) poškození apoptózy,
d) neomezeného replikačního 

potenciálu,
e) posílení angiogeneze,
f ) tvorby metastáz [24].

V neposlední řadě se Hsp90 na vzniku 
onkogenních vlastností nepřímo podílí 
tím, že umožňuje existenci genomové 
nestability (obr. 3). Vzhledem k  faktu, 
že inhibice Hsp90 vede k degradaci růz-
norodých onkogenních proteinů, do-
chází k současné a kombinované supresi 
signálních drah způsobujících maligní 
transformaci a  modulaci všech zmíně-
ných znaků nádorové buňky [23].

Pohled na maligní progresi z hlediska 
evoluce nádoru ukazuje, že terapie ovliv-
ňující klíčové faktory určující schopnost 
adaptace transformované buňky je efek-
tivnější než inhibice jednotlivých onko-
genních signálních drah, při nichž může 
dojít k vytvoření rezistence. Většina so-
lidních nádorů má již v době diagnózy 
dostatečnou genetickou diverzitu pro 

SHR, je disociován [19]. Signální protein-
kinázy jsou největší třídou klientních 
proteinů Hsp90. Mechanizmus jejich ak-
tivace chaperonem Hsp90 je podobný 
jako u steroidních receptorů, v procesu 
jsou však zahrnuty odlišné ko-chape-
rony. Nově syntetizovaný polypeptidový 
řetězec kinázy je připraven komplexem 
Hsp70/Hsp40 k  interakci s ko-chapero-
nem Cdc37 [20]. Cdc37 je ko-chaperon 
specifický pro proteinkinázy a společně 
s  proteinem HOP zprostředkovává je-
jich vazbu k chaperonovému komplexu 
Hsp90. Cdc37 inhibuje ATPázovou akti-
vitu, a proto musí poté dojít k jejich di-
sociaci [21]. Další ko-chaperony jako p23 
a AHA1 se procesu pravděpodobně také 
účastní, ale detailnější informace o me-
chanizmu zrání proteinkináz zatím ne-
jsou známy [22].

Význam Hsp90 v kancerogenezi
Zvýšená exprese a  aktivita jednoho 
nebo více stresových proteinů je typic-
kým znakem nádorů a  předpokládá se 
jejich prognostický význam u řady ma-
lignit. Mnoho klientních proteinů Hsp90 
jsou onkogeny. Příkladem mohou být 
proteinkinázy (Her-2 (Human Epidermal 
growth factor Receptor 2), Cdk4 (Cyc-
lin-Dependent Kinase  4), Bcr-abl, AKT, 
c-Raf, POLO-1 a MET), transkripční fak-
tory (estrogenový a androgenový recep-
tor, mutantní p53 a HIF-1α (Hypoxia In-
ducible Factor 1α)) a další proteiny, jako 

genomová
nestabilita

Klientní proteiny Hsp90

RAF, ERBB2, EGFR

Hsp90
AKT, RIP, Survivin

hTERT

MET, MMP2

HIF1, VEGF, VEGFR

CDK4, cyklin D

Nádorový fenotyp

soběstačnost v produkci
růstových signálů

poškození apoptózy

neomezený
replikační potenciál

tvorba metastáz

zesílení angiogeneze

rezistence vůči signálům
zastavujícím buněčný cyklus

obr. 3. význam hsp90 pro vznik nádoru. Schéma zobrazuje účast Hsp90 na  získání 
všech šesti charakteristických vlastností nádorových buněk. Důležité proteiny účastnící 
se těchto onkogenních drah jsou klientními proteiny chaperonu Hsp90. Umožněním exi-
stence genomové nestability Hsp90 podporuje akumulaci dalších mutací a rozvoj agresiv-
nějších vlastností nádorových buněk.
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s  jeho ko-chaperony. Tento přístup by 
oproti inhibici vazby ATP mohl mít vý-
hodu ve větší specificitě účinku. Nej-
více poznatků bylo zatím získáno o  in-
hibici ko-chaperonu Cdc37, který je 
nezbytný pro maturaci proteinkináz tím, 
že umožňuje jejich rozpoznání a připo-
jení ke komplexu Hsp90. Odstranění 
Cdc37 metodou RNA interference vede 
ke snížení hladiny klientních protein-
kináz, včetně Her-2, Raf-1, Cdk4 a  Akt, 
a následně i k redukci buněčné prolife-
race. Kombinace posttranslačního uml-
čení Cdc37 a  inhibice Hsp90 pomocí 
17AAG pak snižuje hladinu klientních 
kináz a podporuje apoptózu ještě účin-
něji [45]. Tyto výsledky naznačují tera-
peutický potenciál inhibice interakce 
mezi Cdc37 a Hsp90. Zajímavým inhibi-
torem je celastrol, látka izolovaná z rost-
liny Tripterygium wilfordii, která reguluje 
dráhu Hsp90 a způsobuje stresovou od-
pověď podobně jako jiné inhibitory [46]. 
Pomocí počítačového modelování a bio-
chemických metod bylo prokázáno, že 
celastrol nemá vliv na vazbu ATP, ale na-
rušuje právě interakci Cdc37 s  Hsp90. 
Jeho protinádorové účinky byly pozoro-
vány in vitro i in vivo [47].

Klinické studie inhibitorů Hsp90
Aktuální údaje o probíhajících klinických 
studiích inhibitorů Hsp90 jsou přehledně 
shrnuty v nedávné publikaci, která popi-
suje 40 ukončených a 23 aktivních onko-
logických klinických studií [48]. Nejdéle 
známý inhibitor Hsp90, 17AAG (tanespi-
mycin), vstoupil do klinického testování 
v roce 1999 a byl testován v nejrůzněj-
ších dávkovacích plánech a způsobech 
podání u  pacientů s  různými diagnó-
zami, a to formou mono-terapie i kombi-
nované terapie [48]. Největším nedostat-
kem 17AAG je jeho nízká rozpustnost ve 
vodných roztocích. Je tedy nutná apli-
kace v roztocích organických látek, jako 
je DMSO nebo Cremophor EL. DMSO se 
vyznačuje systémovou toxicitou a Cre-
mophor vyvolává hypersenzitivní reakci 
organizmu, čímž oba ještě více podpo-
rují negativní vedlejší účinky samotného 
17AAG. Proto jsou vyvíjeny nové formy 
nosičů 17AAG, jako jsou suspenze po-
lysorbátu 80, lecitinu a  sacharózy [49], 
stejně jako nano-vektory ve formě poly-
merních micel různého chemického slo-

cové doméně Hsp90 [38]. Radicicol vyka-
zuje protinádorové účinky pouze in vitro, 
nikoliv in vivo, a  to z  důvodu jeho che-
mické a metabolické nestability. Naproti 
tomu nově vytvořené stabilnější oximové 
deriváty a cykloproparadicicol již u zvíře-
cích modelů protinádorovou aktivitu s to-
lerovatelnou toxicitou prokázaly [39].

Kromě hledání přirozených inhibi-
torů Hsp90 se výzkum protinádorových 
látek zaměřuje i na syntézu malých mo-
lekul, které mohou potenciálně vyka-
zovat větší specificitu i  lepší farmakolo-
gické vlastnosti. Tento přístup využívá 
predikci molekulární struktury inhibi-
toru podle vlastností vazebného místa 
v  N-koncové doméně. První syntetizo-
vaný inhibitor PU3 je založen na kostře 
purinu, čímž napodobuje přirozené nuk-
leotidy ATP [40]. Následně byl vytvořen 
panel různě chemicky modifikovaných 
derivátů PU3, z nichž N9-benzyl derivát  
CNF-2024 (BIIB021) byl vybrán pro kli-
nické testování. Tyto látky mají podobné 
biologické účinky jako GA, ale vyznačují 
se lepší rozpustností ve vodných rozto-
cích, možností orálního podání a meta-
bolickou stabilitou [41]. Další skupinou 
syntetických molekul jsou pyrazoly. Mo-
lekula 3,4-diaryl pyrazolu (CCT018159) 
se váže do N-koncové ATP-vazebné 
kapsy Hsp90 a má podobné účinky jako 
GA, stejně jako nově vytvořené účinnější 
amidy pyrazolu a  strukturně podobný  
isoxazol [41,42].

Aminokumarinové antibiotikum novo-
biocin izolované ze Streptomyces sphero-
ides se váže v C-koncové doméně Hsp90. 
Novobiocin inhibuje interakce s někte-
rými ko-chaperony a vazbu ATP do po-
tenciálního druhého ATP-vazebného 
místa Hsp90 [43]. Protože je vazebná afi-
nita novobiocinu k C-konci Hsp90 velmi 
nízká, není klinicky využitelný. Byla však 
syntetizována řada analogů novobio-
cinu se srovnatelným inhibičním účin-
kem na proliferaci nádorových buněk, 
vykazujících minimální toxicitu při in 
vivo testech. Významným zjištěním je, že 
použití C-terminálních inhibitorů vede 
na rozdíl od N-terminálních k  degra-
daci HSF-1, Hsp27 a  Hsp70. Tyto látky 
proto mohou mít lepší terapeu tické  
vlastnosti [44].

Nejnověji se výzkum inhibitorů za-
měřuje na modulaci interakcí Hsp90 

zvýšenou afinitu k ATP, a tudíž i k inhibi-
torům [32]. Nádorové buňky jsou závislé 
na aktivitě onkoproteinů, často exprimo-
vaných jako mutantní varianty, které vy-
žadují stabilizaci pomocí Hsp90 ve větší 
míře oproti standardním formám. Je-
jich inaktivace tedy postihne zejména 
buňky nádorové. Dalším faktorem je ne-
příznivé prostředí uvnitř nádoru, kde 
buňky trpí nedostatkem kyslíku, živin 
a acidózou, což zvyšuje nároky na účast 
chaperonů [33].

ATP-vazebná kapsa na N-konci pro-
teinu Hsp90 je místem vazby strukturně 
nepříbuzných přírodních látek, jako jsou 
geldanamycin a  radicicol, jejich semi-
syntetických derivátů a  malých synte-
tických molekul. Tyto látky mají vyšší va-
zebnou afinitu než přirozené nukleotidy 
ATP, a inhibují tak funkci chaperonu za-
mezením cyklických změn konformace 
navozených vazbou a  hydrolýzou ATP. 
Klientní proteiny proto nemohou být 
uvnitř dimeru Hsp90 zpracovány, což 
vede k jejich ubikvitinaci a následné de-
gradaci [34]. Nejznámějším inhibito-
rem Hsp90 je bezesporu geldanamycin 
(GA), antibiotikum ze skupiny ansamy-
cinů, izolované z  kultury Streptomyces 
hygroscopicus v roce 1970 [35]. Jedná se 
také o první látku, u které byla objevena 
schopnost inhibovat Hsp90 [31]. Přes-
tože GA vykazuje in vitro velmi silné pro-
tinádorové účinky, jeho klinický poten-
ciál je bohužel nízký z  důvodu špatné 
rozpustnosti ve vodných roztocích a he-
patotoxicity [36]. Z výše uvedených dů-
vodů byla syntetizována řada derivátů 
GA, které si zachovaly srovnatelné pro-
tinádorové účinky, ale mají lepší toxi-
kologické vlastnosti. Do klinického tes-
tování doposud vstoupily deriváty 
17AAG (17-allylamino-17-demethoxy-
geldanamycin, tanespimycin), 17DMAG 
(17-dimethylaminoethylamino-17-de-
methoxy-geldanamycin, alvespimy-
cin), IPI-504 (retaspimycin hydrochlo-
rid) a nejnověji pak 17AG (IPI-493) [37]. 
Sloučenina 17AAG se ze všech deri-
vátů dostala až do třetí fáze klinického 
hodnocení.

Další intenzivně studovanou látkou je 
radicicol, makrocyklické přírodní antibio-
tikum izolované z  houby Monosporium 
bonorden. Radicicol kompetuje, stejně 
jako GA, s ATP o vazebné místo v N-kon-
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vyplývá z  farmakodynamických údajů 
dvou klinických studií [53,54]. V  rámci 
studie první fáze klinického hodnocení 
u  pacientů s  pokročilými malignitami 
byly odebrány vzorky tkáně před léč-
bou a  dále jeden a  pět dní po podání 
první dávky 320–450 mg/m2 17AAG v tý-
denních intervalech. Suprese klientních 
proteinů Hsp90 c-Raf a Cdk4 a indukce 

týdně [53]. Z  pozorovaných vedlejších 
účinků byla nejzávažnější hepatotoxi-
cita. Studie druhé fáze klinického hod-
nocení vycházely z  dávkovacího sché-
matu jedna nebo dvě dávky týdně, ale 
nepřinesly ani v jednom případě klinicky 
významné odpovědi. Nedostatečná od-
pověď může být vysvětlena krátkodo-
bým účinkem 17AAG v organizmu, který 

žení, které zajišťují plynulejší uvolňování 
léčiva [50,51].

Během první fáze klinického hodno-
cení bylo zjištěno, že toxicita 17AAG zá-
visí na četnosti dávkování. Např. při po-
dávání po dobu pěti dnů ve třítýdenních 
intervalech byla maximální tolerovaná 
dávka (MTD) 40–56 mg/m2 [52], na roz-
díl od 450 mg/m2 při podávání jednou 

tab. 1. Přehled inhibitorů hsp90. V tabulce jsou zahrnuty inhibitory Hsp90, které jsou v současné době testovány v klinických 
zkouškách. Údaje o počtu studií, fázi testování a indikaci byly získány z databáze ClinicalTrials.gov k únoru 2011. 

inhibitor Počet 
studií fáze společnost Podání indikace

1 tanespimycin 
(17AAAG)

36 III Bristol-Myers 
Squibb, Kosan

intravenózní mnohočetný myelom; lymfomy; leukemie; myelo-
dysplastický syndrom; myeloproliferativní a lym-
foproliferativní onemocnění; neuroblastom; sarkom; 
karcinom pankreatu, tenkého střeva, prsu, vaječníku, 
prostaty, ledvin, hlavy a krku, peritoneální dutiny, 
močového měchýře, žaludku; melanom; syndrom 
Von-Hippel Lindau; solidní nádory u dětí 

2 retaspimycin 
(IPI-504)

11 II/III* Infinity 
Pharmaceuticals

intravenózní solidní nádory; metastazující melanom; karcinom 
prsu; karcinom prostaty; nemalobuněčný karcinom 
plic; GIST; sarkomy měkkých tkání; nediferenciovaný 
liposarkom; mnohočetný myelom

3 alvespimycin 
(17DMAG)

7 II Bristol-Myers 
Squibb, Kosan

intravenózní solidní nádory; karcinom prsu; lymfomy; leukemie; 
karcinom tenkého střeva

4 STA-9090 14 II Synta Pharma-
ceuticals Corp.

intravenózní AML; ALL; CML; myelodysplastický syndrom; myelo-
proliferativní onemocnění; karcinom kolorekta, prsu, 
prostaty, jícnu a žaludku, pankreatu, nemalobuněčný 
a malobuněčný karcinom plic; GIST; oční melanom

5 AUY922 11 II Novartis 
Pharmaceuticals

intravenózní hematologické malignity; refrakterní nebo relabující 
mnohočetný myelom; karcinom prsu, žaludku, gast-
ro-ezofageálního spojení, nemalobuněčný karcinom 
plic; adenokarcinom plic

6 CNF2024 
(BIIB021)

7 II Biogen Idec orální solidní nádory; karcinom prsu; GIST; lymfomy; B-bu-
něčná CLL

7 SNX-5422 4 I Pfizer, Serenex, 
Inc.

orální solidní nádory; leukemie; lymfomy; lymfoprolifera-
tivní onemocnění; nádory mozku a CNS; karicnom 
tenkého střeva

8 AT13387 3 I Astex 
Therapeutics

intravenózní refrakterní solidní nádory; metastazující solidní 
nádory

9 KW-2478 2 I/II Kyowa Hakko 
Kirin Pharma, 
Inc.

intravenózní mnohočetný myelom; CLL; B-lymfocytární non- 
-Hodgkinské lymfomy

10 IPI-493 2 I Infinity 
Pharmaceuticals

orální solidní nádory; hematologické malignity

11 HSP990 2 I Novartis 
Pharmaceuticals

orální solidní nádory 

12 MPC-3100 1 I Myrexis Inc. orální refrakterní nebo relabující nádory 
13 Debio 0932 1 I Debiopharm S.A. orální solidní nádory; lymfomy  
14 XL888 1 I Exelixis orální solidní nádory 
15 BIIB028 1 I Biogen Idec intravenózní solidní nádory 

* předčasně ukončeno
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zaci onemocnění po dobu 2–22 měsíců 
s mediánem 4 měsíce [66] a u 3 ze 17 pa-
cientů s leukemií došlo k remisi [67].

IPI-504 (retaspimycin) je také rozpustný 
ve vodě a je podáván intravenózně. Kli-
nické hodnocení druhé fáze bylo prová-
děno na pacientech s nemalobuněčným 
karcinomem plic. IPI-504 byl apliko-
ván infuzí ve dnech 1, 4, 8 a 11 v cyklu 
21  dní. Podávaná dávka 400  mg/m2 
byla snížena na 225  mg/m2 z  dů-
vodu hepatotoxicity. Objektivní od-
pověď na léčbu byla zaznamenána 
u 7 % pacientů [68].

Výsledky klinických studií dalších inhi-
bitorů Hsp90 zatím nebyly publikovány, 
v tab. 1 je uveden přehled studií inhibi-
torů Hsp90 registrovaných v  databázi 
ClinicalTrials.gov k únoru 2011.

Závěr
Hsp90 je díky svému univerzálnímu vý-
skytu v  nádorových buňkách považo-
ván za důležitý cíl protinádorové léčby. 
Inhibicí Hsp90 dochází k  narušení 
mnoha onkogenních signálních drah 
současně, což umožňuje využití inhibi-
torů Hsp90 v léčbě různých typů nádo-
rových onemocnění. Klinické testování 
nejdéle známých N-koncových inhibi-
torů 17AAG a  17DMAG však prozatím 
nepřináší očekávané výsledky, neboť 
kromě nízké odpovědi nádorů se proje-
vily i závažné negativní vedlejší účinky 
terapie. Negativní výsledky mohou 
být způsobeny farmakodynamickými 
a  farmakokinetickými vlastnostmi tes-
tovaných látek, které však mohou být 
zlepšeny novými modifikacemi či syn-
tézami jejich analogů [44]. Aplikace in-
hibitorů rovněž indukuje expresi stre-
sových proteinů, např. Hsp70, Hsp27 
a  ko-chaperonu HOP, které mají anti- 
apoptotické vlastnosti, a tím mohou in-
terferovat s  degradací klientních pro-
teinů [63]. Východiskem by mohla být 
kombinovaná terapie zaměřená na 
více součástí chaperonového systému 
a nalezení markerů, které by pomohly 
předvídat odpověď buňky na terapii. 
Předběžné analýzy nově objevených 
C-koncových inhibitorů, jako je novo-
biocin a  jeho deriváty, ukazují, že se 
jedná o  nadějná léčiva. Hsp90 proto 
stále zůstává významným cílem proti-
nádorové léčby.

gátů proteinů vzniklých inhibicí Hsp90. 
Hsp70 indukovaný 17AAG dále proka-
zoval neuroprotektivní funkci, a  snížil 
tak negativní účinky monoterapie bor-
tezomibem [58]. Nadějná se zdá být i te-
rapie kombinující 17AAG a trastuzumab 
u  Her-2 pozitivních nádorů prsu rezis-
tentních k  trastuzumabu. Her-2 je kli-
entním proteinem Hsp90 a k jeho inhi-
bici je velmi citlivý. Úloha trastuzumabu 
při této odpovědi je zatím neznámá [59]. 
Jedním z faktorů omezujících terapeu-
tické využití 17AAG je výskyt primárních 
i získaných rezistencí, které jsou způso-
beny zvýšenou expresí P-glykoproteinu 
(P-gp) [60] nebo ztrátou či mutací genu 
NQO1 (NAD(P)H chinon dehydroge-
náza 1), který je nezbytný pro metabo-
lizaci 17AAG na hydrochinon [61] s vý-
razně větší afinitou k Hsp90 [62]. Inhibicí 
Hsp90 se také indukuje stresová odpo-
věď v buňce vyvolaná uvolněním a akti-
vací transkripčního faktoru HSF-1 (Heat 
Shock Factor 1). Tento faktor se váže na 
responzivní elementy HSE (Heat Shock 
Elements) nacházející se v promotorech 
mnoha genů kódujících stresové pro-
teiny, jako jsou Hsp90, Hsp70 a Hsp27 
[63]. Indukce stresové odpovědi může 
také vyvolat rezistenci k léčbě. U buněč-
ných linií bylo zjištěno, že umlčení ex-
prese Hsp70 nebo Hsp27 pomocí RNA 
interference má pozitivní vliv na zvýšení 
citlivosti a potlačení rezistence k 17AAG. 
Kombinovaná inhibice všech těchto 
proteinů by proto mohla významně zvy-
šovat účinnost terapie [64].

Analog 17DMAG (alvespimy-
cin) je rozpustný ve vodě a  umož-
ňuje jak intravenózní, tak i  orální po-
dání. Nedávno byly publikovány 
výsledky tří klinických studií. Při jedné 
byl 17DMAG podáván intravenózně 
denně po dobu pěti (16 mg/m2) 
nebo tří dnů (25 mg/m2) ve třítýdenních 
intervalech pacientům se solidními ná-
dory. Tyto dávky byly dobře tolerovány, 
nebyla však pozorována významná od-
pověď, pouze u 7 % pacientů došlo ke 
stabilizaci onemocnění [65]. Další dvě 
studie pro následující klinické hodno-
cení doporučily dávkování 21 nebo 
24 mg/m2 intravenózně dvakrát týdně 
[66,67]. Toto dávkovací schéma bylo kli-
nicky úspěšnější, u 29 % pacientů s po-
kročilými malignitami došlo ke stabili-

Hsp70 byla po jednom dni prokazatelná, 
zatímco po pěti dnech nebyly změny 
hladin těchto proteinů jednoznačně in-
terpretovatelné [53]. Ve studii druhé fáze 
klinického hodnocení u pacientů s me-
tastazujícím melanomem byly prove-
deny biopsie před léčbou a 18–50 hodin 
(medián 44  hodin) po podání první 
dávky. U  vzorků tkání byla stanovena 
hladina proteinů Raf a ERK (Extracellular 
signal-Regulated Kinase) náležejících do 
signální dráhy MAPK (Mitogen-Activa-
ted Protein Kinase), která je u melanomů 
často deregulována, a tyto proteiny jsou 
klienty Hsp90. Dále byla stanovena hla-
dina cyklinu D1 a Hsp70. Významné roz-
díly v hladinách proteinů Raf a ERK před 
a po podání 17AAG nebyly pozorovány, 
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