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EDITORIAL

Editorial

Vážení čtenáři,
v roce 2012 spatřilo světlo světa první supplementum projektu RECAMO, který realizuje Masarykův onkologický ústav. V uve-
deném materiálu se výzkumný tým projektu, jenž zahrnuje nejen pracovníky výzkumné, ale i celou řadu pracovníků klinic-
kých, pokusil prezentovat výsledky dílčích vědecko-výzkumných aktivit. V supplementu se tak objevily odborné články s roz-
ličnou tematikou, aby se čtenář obeznámil především s šíří výzkumné problematiky. Soudě dle ústních ohlasů snad splnilo svůj 
účel.

Druhé supplementum časopisu Klinická onkologie připravené pracovníky RECAMO je více orientováno na praxi. Klade si ten-
tokrát za cíl seznámit lékaře, kteří klinickou onkologii praktikují, s možnými aplikacemi výzkumných poznatků do praxe klinické 
onkologie. Jednotlivé příspěvky blíže popisují zvláště technologie, jež jsou nyní používány při základním výzkumu v nádorové 
bio logii. O těchto technologiích se domníváme, že v určité, možná blízké, době se mohou uplatnit i v onkologické laboratorní dia-
gnostice. Jedná se zejména o nové metody NGS a hmotnostní spektrometrie doplněné řadou metod zaměřených na analýzu cir-
kulujících buněčných elementů či metody, pomocí nichž sledujeme exprese cílových genů. 

Jménem kolektivu autorů věřím, že toto supplementum přinese relativně ucelený pohled na široké spektrum metod aplikova-
telných nejen v onkologickém výzkumu, ale i v budoucí laboratorní praxi a že si mezi vámi, klinickými lékaři, najde své čtenáře.

doc. MUDr. Dalibor Valík, Ph.D.
výkonný ředitel RECAMO
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Programovaná buněčná smrt v nádorových 

buňkách

Programmed Cell Death in Cancer Cells

Ondroušková E., Vojtěšek B.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
Rezistence k indukci smrti je jedním z charakteristických znaků nádorové buňky, jež ovlivňuje 
od počátku jak samotný proces neoplastické transformace, tak i pozdější odpověď na onko-
logickou léčbu. Cílem tohoto přehledového článku je shrnout recentní informace o progra-
mované buněčné smrti zdravých i nádorových buněk a o nových možnostech protinádorové 
terapie zacílené na tyto signální dráhy. Podrobněji jsou popsány tři hlavní typy: apoptóza, pro-
gramovaná nekróza a buněčná smrt spojená s autofagií. Především apoptóza hraje významnou 
roli nejen při neoplastické transformaci buňky, ale i jako jeden z faktorů určujících úspěšnost 
protinádorové terapie. V textu je podán přehled hlavních signálních drah a molekul podílejících 
se na regulaci apoptózy ve zdravých buňkách. Většina nádorových buněk nese mutace v pro-
teinech přímo či nepřímo se účastnících indukce a exekuce buněčné smrti, jako jsou proteiny 
p53, členové rodiny Bcl- 2, proteiny inhibující apoptózu (IAPs), receptory/ ligandy smrti a další. 
U těchto významných regulátorů jsou popsány jejich nejčastější mutace či změny exprese vy-
skytující se v buňkách konkrétních typů nádorů. Na závěr je podán přehled ně kte rých nových 
léčiv zaměřených na modulaci programované buněčné smrti, jež právě procházejí klinickými 
zkouškami. Díky intenzivnímu výzkumu je možné stále detailnější porozumění procesům, které 
v umírající buňce probíhají, a na jejich základě pak lze navrhovat léčiva nové generace, jež 
v kombinaci s tradiční terapií umožní významné zlepšení odpovědi na protinádorovou terapii.

Klíčová slova
programovaná buněčná smrt –  apoptóza –  nekroptóza –  autofagie –  kaspázy –  Bcl- 2

Summary
Resistance to programmed cell death is one of the hallmarks of cancer cells that aff ects the 
process of malignant transformation as well as response to cancer therapy. The goal of this 
review is to summarize recent information about programmed cell death (PCD) in healthy and 
cancer cells, as well as new perspectives for anticancer treatments targeting these signaling 
pathways. Three main types of PCD are described in detail: apoptosis, necrosis/ necroptosis 
and cell death associated with autophagy. Among them, apoptosis plays the key role in both 
malignant transformation and response to therapy. In this review, we describe main signaling 
pathways and molecules participating in apoptosis regulation in healthy cells. In most cancer 
cells, mutations or aberrant expression of proteins directly or indirectly involved in induction 
and execution of cell death can be detected –  p53, Bcl- 2 family proteins, inhibitors of apoptosis, 
death receptors/ ligands and other proteins. Mutations or changes in expression of these pro-
teins and their relation to certain types of tumors are described. Finally, we provide a review of 
recently developed treatments that target and reactivate the machinery of programmed cell 
death and are currently tested in clinical trials.

Key words
programmed cell death –  apoptosis –  necroptosis –  autophagy –  caspases –  Bcl- 2
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Úvod

Proces postupné přeměny normální 
buňky v nádorovou ústí ve fatální změnu 
jejích vlastností souvisejících především 
s regulací růstu, schopností přežít a šířit 
se v organizmu. Tyto základní vlastnosti 
maligních buněk jsou popsány v  re-
spektovaném článku Hanahana a Wein-
berga [1]. Mezi nejdůležitější charakteri-
stické znaky nádorové buňky tito autoři 
zařadili i její schopnost uniknout indukci 
programované buněčné smrti. Nádo-
rové buňky produkují řadu signálů, které 
za normálních okolností aktivují sig-
nální dráhy vedoucí k  eliminaci těchto 
buněk –  obsahují poškozenou DNA, akti-
vované onkogeny, jsou vystaveny oxida-
tivnímu stresu atd. Ty z nich, které získají 
mutace umožňující zablokovat proces 

jejich odstranění programovanou bu-
něčnou smrtí, vytváří rezistentní klony 
a v organizmu dále přežívají a neregulo-
vaně se množí.

Převládající paradigma nádorové tera-
pie předpokládá, že buňky, které jsou cit-
livé k indukci apoptózy, budou na léčbu 
odpovídat lépe než ty, jež jsou k indukci 
apoptózy a  tím i  k  léčbě rezistentní. 
Základní výzkum, jenž odhaluje signální 
dráhy a mechanizmy klasické apoptózy 
i alternativních typů buněčné smrti, po-
skytuje znalosti, na základě kterých lze 
vyvíjet nová léčiva a kombinovat je s tra-
diční protinádorovou terapií. Tato nová lé-
čiva jsou většinou zaměřena na reaktivaci 
apoptotické dráhy a  zvyšují tak úspěš-
nost eliminace nádorových buněk, jež by 
jinak byly k indukci smrti více rezistentní.

Typy programované 

buněčné smrti

Podle toho, jaké morfologické a  jiné 
znaky umírající buňka vykazuje, lze pro-
gramovanou buněčnou smrt (program-
med cell death  –  PCD) klasifi kovat do 
ně kte rého ze základních typů [2]. Mor-
fologie buňky může být apoptotická, 
nekrotická, autofagická či spojená s mi-
tózou. Historicky nejstarší typ identifi ko-
vané PCD je apoptóza, popsaná již před 
více než 40  lety  [3]. Nekroptóza a  bu-
něčná smrt asociovaná s autofagií jsou 
další dva typy PCD popsané u  nejrůz-
nějších typů buněk. Typická morfolo-
gie normální, apoptotické, autofagické 
a nekrotické buňky, nasnímaná na elek-
tronovém mikroskopu, je na obr. 1. Pro 
úplnost: čtvrtý ofi ciálně uznávaný, ač vy-

Obr. 1. Buňka s normální, apoptotickou, autofagickou a nekrotickou morfologií. 

Nasnímáno elektronovým mikroskopem, zvětšení 4 400×, upraveno dle [91]. U zdravé buňky pozorujeme obvyklý tvar jádra i celé buňky 
(A), u apoptotické chromatin kondenzovaný v jádře a zmenšení objemu buňky (B), u autofagické výrazně vakuolizovanou cytoplazmu 
a jádro bez kondenzovaného chromatinu (C) a u nekrotické ztrátu integrity membrány a buněčného obsahu (D).



PROGRAMOVANÁ BUNĚČNÁ SMRT V NÁDOROVÝCH BUŇKÁCH

Klin Onkol 2014; 27 (Suppl 1): S7–S14 S9

puchýřky), celkové zmenšení a zakulacení 
buňky a  v  pozdních fázích rozpad celé 
buňky do tzv. apoptotických tělísek  [2]. 
Tato tělíska obsahují stále funkční orga-
nely, fragmenty kondenzovaného jádra 
a udržují si intaktní membránu, která se 
od membrány zdravých buněk liší pří-
tomností fosfatidylserinu na její vnější 
straně [7]. To umožňuje rozpoznání a ná-
sledné pohlcení apoptotických tělísek 
sousedními buňkami či buňkami imunit-
ního systému [8]. Z bio chemického hle-
diska jsou v umírající buňce typicky akti-
vovány proteolytické enzymy –  kaspázy, 
které štěpí řadu cílových proteinů, a nuk-
leázy, degradující DNA.

Aby buňka mohla zahájit proces své 
vlastní eliminace, musí obdržet odpo-
vídající signály. Na obr.  2  jsou zjedno-
dušeně znázorněny dvě hlavní signální 

livých buňkách vzájemně nevylučuje, 
naopak mohou spolupracovat či sdí-
let ně kte ré signální molekuly [5]. Jsou-li 
např. makrofágy ve tkáních vystaveny 
různým stresorům, je většinou současně 
indukováno více typů buněčné smrti, 
přičemž apoptóza probíhá nejrychleji, 
zatímco autofagie nebo nekróza jsou 
obvykle pozorovatelné až v případě, kdy 
je apoptóza inhibována [6].

Apoptóza

Termín „apoptosis“ jako první pou-
žil J. F. Kerr při objevu a popsání regulo-
vané buněčné smrti  [3]. Buňka umíra-
jící apoptózou vykazuje charakteristické 
morfologické změny, které ji odlišují od 
nekrózy  –  kondenzace a  fragmentace 
chromatinu v  jádře, tvorba výběžků cy-
toplazmatické membrány (membránové 

soce specifi cký typ programované bu-
něčné smrti je tzv. kornifikace neboli 
tvorba zrohovatělé vrstvy kůže z  mrt-
vých keratinocytů v  pevném proteino-
vém obalu [4]. Další typy buněčné smrti, 
které jsou v  literatuře často uváděny 
(anoikis, excitotoxicita, Wallerova degra-
dace, mitotická katastrofa, para ptóza, 
pyroptóza, entóza a  pyronekróza), se 
zatím nedoporučuje klasifi kovat jako sa-
mostatné druhy programované buněčné 
smrti [2].

Kromě morfologických znaků jsou dal-
ším kritériem funkční aspekty, kterými 
rozlišujeme buněčnou smrt fyziologic-
kou, patologickou, náhodnou či progra-
movanou. Enzymologicky pak lze určit, 
do jaké míry jsou aktivovány nukleázy 
a  proteázy různých tříd. Aktivace růz-
ných typů buněčné smrti se v  jednot-

kaspáza
8

chemoterapie, radioterapie
poškození DNA,
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Obr. 2. Vnější a vnitřní signální dráha při apoptotické signalizaci. 

Podrobnosti viz text. Upraveno dle [92,93].
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zomy, které následně fúzují s lyzozomy, 
a  jejich obsah je v  nich lyzozomálními 
proteázami degradován  [31]. Katabo-
lické produkty jsou pak buňkou znovu 
recyklovány v  bio syntetických proce-
sech, nebo dále degradovány a  vyu-
žity jako zdroj energie v  případě, že 
buňka hladoví. Celý proces je regulo-
ván skupinou genů označovaných ATG 
(autophagy-related genes) a  je detailně 
popsán např. v přehledovém článku Ro-
senfeldta a Ryana [32].

Autofagie je především mechanizmus, 
který buňce umožňuje přežití stresových 
podmínek, jakými jsou nedostatek živin 
nebo indukce nekrotické smrti v  rako-
vinných buňkách či při ischemicko-re-
perfúzním poškození tkání  [33]. Její 
role v  nádorových buňkách je nejasná 
a  zřejmě závisí na stadiu nádorového 
onemocnění. Zatímco v  raných fázích 
autofagie spíše suprimuje vývoj nádoru, 
protože odstraňuje poškozené organely 
a  proteiny s  nesprávnou, potenciálně 
škodlivou konformací [34], v pozdějších 
stadiích naopak zřejmě pomáhá rakovin-
ným buňkám vyrovnat se se stresovými 
podmínkami, jako je nedostatek živin či 
oxidativní stres [35]. Tzv. autofagická bu-
něčná smrt je charakterizována výraz-
ným nárůstem počtu autofagických va-
kuol v buňce, bez kondenzace jaderného 
chromatinu, ukončená její smrtí  [36]. 
Ačkoliv je akumulace autofagických va-
kuol v  cytoplazmě často pozorována 
u buněk umírajících po aplikaci chemote-
rapie nebo radioterapie, není zcela proká-
záno, zda je autofagie v těchto případech 
příčinou smrti, anebo jen doprovod-
ným jevem [2]. Přímý důkaz, že autofagie 
může skutečně vést ke smrti konkrétních 
buněk in vivo, byl zatím podán pouze při 
vývoji slinných žláz Drosophily, ve kterých 
zablokování genů nezbytných pro auto-
fagii vedlo k inhibici vývojové degradace 
těchto buněk [37]. I pokud by ale autofa-
gie nebyla přímý vykonavatel buněčné 
smrti, vzhledem k časté detekci autofa-
gických vakuol v  umírajících buňkách 
zřejmě hraje v tomto procesu důležitou 
roli, a proto je i nadále nadějným cílem 
pro vývoj nových léčiv.

Nekroptóza

Za pasivní formu buněčné smrti byla 
vždy považována nekróza. Ta je charak-

uvolněný z  mezimembránového pro-
storu mitochondrií, se v  cytoplazmě 
spojuje s proteinem Apaf- 1 a prokaspá-
zou- 9  a  v  tomto komplexu zvaném 
apoptozom je prokaspáza- 9  štěpena 
na aktivní kaspázu- 9  [19,20]. Z  mito-
chondrií jsou dále uvolňovány pro-
teiny SMAC/ DIABLO, ARTS či proteáza 
Omi/ HtrA2, které vážou a  inaktivují 
anti-apoptotické proteiny IAPs přítomné 
v  cytoplazmě (inhibitor of apopto-
sis; NAIP, c- IAP1/ HIAP- 2, c- IAP2/ HIAP- 1, 
XIAP/ hILP, Survivin and BRUCE ) [21– 23]. 
Proteiny AIF (apoptosis- inducing fac-
tor) a endonukleáza G, rovněž uvolňo-
vané z mitochondrií, mohou realizovat 
program buněčné smrti i  v  nepřítom-
nosti kaspáz  [24]. Další organela, která 
může zasahovat do regulace apopto-
tické signální dráhy, je endoplazmatické 
retikulum, jež jako odpověď na stres ak-
tivuje prokaspázu- 12 [25]. Rovněž lyzo-
zomy se mohou účastnit regulace PCD, 
protože ně kte ré stimuly buněčné smrti 
vedou k částečné permeabilizaci lyzozo-
mální membrány, uvolnění proteolytic-
kých enzymů do cytozolu a jejich aktiv-
nímu přispění k aktivaci kaspáz [26,27].

Aktivované signální kaspázy- 8, - 9, 
- 10  a  - 12  dále aktivují tzv. efektorové 
kaspázy zajišťující inaktivační či akti-
vační štěpení řady proteinů, jako jsou re-
gulátory apoptózy, proteiny související 
s buněčnou adhezí, cytoskeletem, struk-
turou jádra, buněčným cyklem, opravou 
a syntézou DNA atd.  [28], což nakonec 
vyústí v úspěšnou eliminaci buňky po-
škozené nebo z  jiných důvodů určené 
k likvidaci.

Buněčná smrt spojená s autofagií

Autofagie je vysoce konzervativní me-
chanizmus pro degradaci větších ob-
jemů buněčného materiálu, včetně ce-
lých organel. Poprvé byla popsána 
Christianem de Duve, který zavedl 
pojem „autophagy“ jako výstižný popis 
schopnosti buňky strávit a znovu využít 
své vlastní části (z řečtiny „autos“ = sebe, 
„phagein“  =  pojídat)  [29]. Rozlišujeme 
makroautofagii, mikroautofagii a auto-
fagii zprostředkovanou chaperony [30]. 
Při makroautofagii (dále jen „autofagie“) 
jsou organely, dlouho- žijící proteiny 
nebo agregáty uzavírány do dvoumem-
bránových útvarů zvaných autofago-

kaskády vedoucí k  apoptóze v  sav-
čích buňkách. Vnější dráha je aktivo-
vána vazbou ligandů smrti (TRAIL, FasL, 
TNF) na receptory smrti (DR4/ DR5, 
Fas, TNFR a  další), které tvoří trimery, 
a  přes další adaptorové proteiny ak-
tivují prokaspázu- 8, případně pro-
kaspázu- 10  [9,10]. Vnitřní dráha je od-
povědná za iniciaci apoptózy v případě 
neopravitelného poškození DNA. Je to 
tedy dráha aktivovaná obvykle při on-
kologické terapii, a proto bude popsána 
detailněji. Do její regulace se zapojuje 
celá řada pro- i anti-apoptotických pro-
teinů. Poškození DNA vede ke stabilizaci 
a  aktivaci proteinu p53, který apopto-
tický signál dále přenáší především pro-
střednictvím regulace proteinů rodiny 
Bcl- 2 [11]. Role proteinu p53 v regulaci 
apoptotické dráhy je komplexnější a pro 
podrobnější studium odkazujeme na 
přehledové články jiných autorů [12,13]. 

Zásadní událostí v  klasické apopto-
tické signalizaci je částečná permea-
bilizace mitochondriální membrány, 
jež vede k uvolnění pro-apoptotických 
molekul z  mezimembránového mito-
chondriálního prostoru do cytozolu. 
Do procesu uvolňování těchto proteinů 
z mitochondrií významně zasahují další 
proteiny přítomné v  membráně mito-
chondrií nebo v  cytoplazmě, přede-
vším ty z  rodiny Bcl- 2  [14,15]. Tato ro-
dina, do které bylo doposud zařazeno 
25  proteinů, je charakterizována pří-
tomností BH- domén (Bcl- 2  homology) 
v  jejich struktuře. Podle jejich funkce 
se rozlišují na anti-apoptotické (Bcl- 2, 
Bcl- XL, Mcl- 1, Bcl- W, A1), pro-apopto-
tické efektorové (Bak, Bax), pro-apopto-
tické přímé aktivátory (Bid, Bim) či ne-
přímé aktivátory (Bad, Bik, BMF, HRK, 
Puma, Noxa)  [16]. Aktivátory Bid a Bim 
po přijetí apoptotického signálu indu-
kují oligomerizaci Bak a  Bax, což vede 
k  jejich translokaci z  cytoplazmy do 
membrány mitochondrií a  k  vytvoření 
pórů ve vnější mitochondriální mem-
bráně. Pro-apoptotické a  anti-apopto-
tické proteiny rodiny Bcl- 2 mohou tvo-
řit dimery pomocí BH- 3 domény, a tím se 
navzájem inaktivovat [17,18]. Vzájemný 
poměr a interakce pro- a anti-apoptotic-
kých členů rodiny Bcl- 2 tedy rozhoduje 
o tom, zda bude apoptotická dráha in-
hibována či posilována. Cytochrom c, 
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torů pro TRAIL, nadměrnou expresí in-
hibičních proteinů (FLIP) nebo mutací 
v  primární struktuře DR4  a  DR5  [52]. 
Mutace TRAIL-R1  a  TRAIL-R2  receptorů 
byly detekovány např. u metastáz prsních 
karcinomů, nemalobuněčných prsních 
karcinomů či nádorů hlavy a krku [53– 55].

Rodina Bcl- 2

Bcl- 2  protein byl původně objeven 
v buňkách B-lymfomu, v nichž je v dů-
sledku chromozomální translokace 
t(14;18) jeho gen fúzován se silným pro-
motorem imunoglobulinu. Díky tomu 
je jeho hladina výrazně zvýšena  [56]. 
Zvýšená hladina Bcl- 2 byla pozorována 
i v solidních nádorech, jako jsou nádory 
plic, prsu a  mozku. Důvodem zvýšené 
transkripce jsou pravděpodobně hypo-
metylace promotoru či ztráta přísluš-
ných miRNA, které negativně regulují ex-
presi bcl- 2 [57]. 

Vysoká hladina exprese proteinu 
Bcl- XL byla zjištěna v buňkách mnoho-
četných myelomů a lymfomů [58]. Zvý-
šený počet kopií genů bcl- xL a mcl- 1 byl 
dále detekován v  řadě jiných nádorů, 
např. plic a kostí [59].

Také pro-apoptotické proteiny rodiny 
Bcl- 2  mohou zastávat funkci nádoro-
vých supresorů. Jejich snížené hladiny 
v důsledku mutací (Bim, Puma) či epige-
netických modifi kací (Puma) byly totiž 
popsány u B-lymfomů nebo Burkittova 
lymfomu [59– 61]. Mutovaný Bax byl za-
chycen např. u nádorů gastrointestinál-
ního traktu a v leukemiích [62,63]. 

Apaf- 1

Snížená hladina Apaf- 1, detekovaná 
v metastatických melanomech, je spíše 
důsledek epigenetického umlčení ex-
prese apaf- 1 než mutace v jeho kódující 
sekvenci [64]. Snížená hladina Apaf- 1 je 
znak špatné prognózy u  pacientů 
s B typem chronické lymfocytické leuke-
mie, pokud se vyskytuje současně s mu-
tací v proteinu p53 [65].

IAPs 

Chromozomální region 11q21– 22, kó-
dující cIAP1  a  cIAP2, je amplifikován 
v  mnoha typech nádorových tkání  –  
hepatocelulárním karcinomu, karci-
nomu prsu, meduloblastomu, a v karci-
nomech slinivky, plic, děložního hrdla či 

teinů zasahujících do regulace progra-
mované nekrózy se díky novým poznat-
kům stále rozrůstá a zahrnuje dále např. 
PARP1, PAR polymery, NADPH oxidázy 
a kalpainy [43].

Pro-nekrotický komplex RIP1– RIP3 ná-
sledně interaguje s  metabolickými en-
zymy a zvyšuje uhlovodíkový a glutami-
nový metabolizmus, což je doprovázeno 
zvýšením množství reaktivních kyslíko-
vých radikálů (reactive oxygen species –  
ROS)  [44]. Právě ROS se zřejmě u  vět-
šiny buněčných typů významně podílí 
na exekuční fázi nekrotického usmrcení 
buňky  [45]. Biochemických změn pro-
bíhajících v nekrotické buňce je ale celá 
řada a většina z nich je fatální. Proto zatím 
nelze přesně říci, které z  nich jsou pro 
osud buňky nejvíce zásadní a určující [46].

Mutace regulátorů programované 

buněčné smrti v nádorových 

buňkách

Úspěch chemoterapeutické léčby, která 
je často zacílena na DNA, je z podstatné 
části ovlivněn schopností buněk opra-
vovat poškozenou DNA a také aktivovat 
eliminační apoptotický proces. V nádo-
rových buňkách je mutována celá řada 
proteinů, jež přímo či nepřímo ovliv-
ňují rezistenci buněk k indukci buněčné 
smrti. Pro jejich podrobný popis však 
není v tomto přehledovém článku dost 
prostoru. Jsou to např. proteiny p53, Ras, 
Raf, Src, NF- κB, HSPs a mnoho dalších. 

V nádorových buňkách byly deteko-
vány mutace proteinů, které jsou přímou 
součástí jak vnější apoptotické signální 
dráhy (vzácněji), tak vnitřní signální kas-
kády od mitochondriálních regulátorů 
po kaspázy. Jejich detailnějšímu popisu 
se budeme dále věnovat.

Receptory smrti

Buněčná smrt indukovaná Fas recepto-
rem může být inhibována tvorbou roz-
pustného Fas, nedostatečnou expresí Fas 
na povrchu buňky, nadměrnou expresí in-
hibičních proteinů (Fas-associated phos-
phatase- 1 nebo FLIP) či mutací v primární 
struktuře Fas [47– 49]. Mutace ve Fas re-
ceptoru byly poprvé popsány u mnoho-
četného myelomu [50] a jsou detekovány 
v různých typech lymfomů [51].

TRAILem indukovaná apoptóza může 
být blokována expresí tzv. decoy recep-

terizována rychlou a  neregulovanou 
ztrátou integrity plazmatické membrány 
a  buněčným kolapsem, ačkoliv integ-
rita jádra zůstává poměrně dlouho za-
chována. V  posledních letech se však 
objevily studie prokazující, že ales-
poň část buněk s nekrotickou morfolo-
gií umírá regulovaným procesem zva-
ným programovaná nekróza nebo také 
nekroptóza [38]. Nekrotická smrt je pro 
buňku nejen záložní postup v případech, 
kdy je apoptóza z nějakého důvodu za-
blokována, ale má i svůj fyziologický vý-
znam např. jako obranný mechanizmus 
při virových infekcích. Z  hlediska vlivu 
na nádorové buňky je nekrotická bu-
něčná smrt dvousečnou zbraní. Nekróza 
vznikající jakožto důsledek chemotera-
pie přispívá k  usmrcování nádorových 
buněk s  defekty v  apoptotické dráze. 
Na druhou stranu lokální zánětlivé pro-
cesy způsobené vyplavením obsahu 
nekrotických buněk např. z hypoxických 
oblastí nádoru spíše podporují angioge-
nezi a proliferaci nádorových buněk. 

Nekroptózu můžou v buňkách aktivo-
vat různé stimuly: IFNγ, nedostatek ATP, 
přítomnost patogenů, ischemicko-re-
perfúzní poškození tkání, dvouřetěz-
cová RNA (dsRNA) a vazba tzv. ligandů 
smrti (TNFα, TRAIL, FasL) na příslušný 
receptor  [39]. Za normálních okol-
ností tato vazba receptoru a  ligandu 
vede k  sestavení proteinového kom-
plexu obsahujícího kaspázu- 8, adap-
torový protein FADD a kinázu RIP1 (re-
ceptor- interacting serine- threonine 
kinase 1) a  následně ke spuštění apo-
ptózy prostřednictvím signální kaskády 
zahrnující aktivovanou kaspázu- 8  [40]. 
Jestliže jsou však kaspázy z nějakého dů-
vodu inaktivní, je do tohoto proteino-
vého komplexu zahrnuta i kináza RIP3. 
Kinázy RIP1 a RIP3 vzájemně interagují 
pomocí RIP- homotypické interakční do-
mény. K  této interakci dochází pouze 
v  případě aktivace nekroptotické sig-
nální dráhy, jež může být blokována spe-
cifi ckým inhibitorem RIP1- kinázové akti-
vity –  nekrostatinem [41]. Protein RIP1 je 
spíše znám svou účastí při aktivaci pro-
teinu NF- κB [42], a je tedy zřejmě důle-
žitý účastník rozhodování, zda buňka 
přežije díky aktivaci NF- κB nebo zda 
bude eliminována apoptotickým, resp. 
nekroptotickým mechanizmem. Síť pro-
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a 3‘ nepřekládané oblasti) nejčastěji za-
chyceny v  pokročilých stadiích nádorů 
žaludku [70]. Snížená exprese v důsledku 
hypermetylace promotoru byla popsána 
u relabujících glioblastomů, což nazna-
čuje, že kaspáza- 8 může mít vliv na vývoj 
tohoto typu nádorů [71]. Inaktivační mu-
tace kaspáz- 3 a - 7 byly pouze sporadicky 

sekvencích byly totiž zachyceny v mno-
hočetných myelomech  [68] nebo lym-
foproliferativních onemocněních [69].

Kaspázy 

Z prozatím testovaných typů nádo-
rových onemocnění byly mutace 
kaspázy- 8 (v kódující sekvenci, intronech 

jícnu [66]. Asi u 30 % MALT lymfomů je 
detekována chromozomální translokace 
t(11;18) (q21;q21), díky které vzniká chi-
mérický protein N-terminální sekvence 
cIAP2  spojené s  C-terminální sekvencí 
MALT1  [67]. V  lymfocytech mohou IAP 
proteiny zřejmě naopak působit pro-
tinádorově. Mutace v  jejich kódujících 

Tab. 1. Přehled potenciálních léčiv, zaměřených na regulátory apoptózy, jež v současné době procházejí klinickými zkouškami.

Cílová 

molekula

Název 

preparátu
Princip účinku

Typy testovaných nádorů                      

(www.clinicaltrials.gov)

Klinické 

zkoušky
Literatura

TRAIL 
receptory

Mapatumumab 
(HGS-ETR1)

agonistická TRAIL-R1 
protilátka

non-Hodgkinův lymfom, hepatocelulární 
karcinom, nemalobuněčný typ 
karcinomu plic (NSCLC), mnohočetný 
myelom, karcinom děložního hrdla

fáze 2 [76]

Lexatumumab 
(HGS-ETR2)

agonistická TRAIL-R2 
protilátka solidní nádory dětí fáze 1 [77]

Apomab agonistická TRAIL-R2 
protilátka

non-Hodgkinův lymfom (australiancan-
certrials.gov.au) fáze 2 [78]

Dulanermin 
(PRO1762)

agonistický fragment 
proteinu Apo2L/TRAIL

non-Hodgkinův lymfom, kolorektální 
karcinom fáze 2 [79]

kaspáza-3
Immunocasp 3 HER2 protilátka fúzovaná 

s kaspázou-3 buněčná linie lidského lymfomu preklinické [80]

Ad-G/iCasp3 adenovirus s chemicky 
inducibilní kaspázou-3 buněčné linie nádoru prostaty preklinické [81]

IAP

LY2181308 antisense oligonukleotid 
proti Survivinu

akutní myeloidní leukemie, NSCLC, 
nádory prostaty fáze 1 [82]

AEG35156 antisense oligonukleotid 
proti XIAP

hepatocelulární karcinom, solidní nádory 
dospělých, myelomonocytická akutní 
leukemie

fáze 1, 2 [83]

AEG40826 malomolekulární pan-IAP 
inhibitor solidní nádory dospělých fáze 1 [84]

LCL161 malomolekulární pan-IAP 
inhibitor solidní nádory dospělých fáze 1 [85]

Birinapant malomolekulární pan-IAP 
inhibitor

myelodysplastický syndrom, nádory 
vaječníků fáze 1 [84]

Bcl-2 rodina

Oblimersen 
(Genasense)

antisense oligonukleotid 
proti Bcl-2

akutní myeloidní leukemie, SCLC, chro-
nická lymfocytická leukemie, nádory 
mléčné žlázy, non-Hodgkinův lymfom 
a další

fáze 3 [86]

Obatoclax
malomolekulární inhibi-
tor anti-apoptotických 
členů rodiny Bcl-2

leukemie (mastocytóza), lymfomy, SCLC fáze 2 [87]

Gossypol
malomolekulární inhibi-
tor anti-apoptotických 
členů rodiny Bcl-2

SCLC, glioblastom, nádory prostaty, 
mozku, lymfomy fáze 2 [88]

Navitoclax
BH3-mimetika, uvolnění 
pro-apoptotických BH3 
proteinů

SCLC, lymfomy, solidní nádory dospělých fáze 2 [89]

autofagie Chloroquine + 
deriváty

inhibuje lyzozomální en-
zymy a tím i autofagii

nádory slinivky břišní, mozku, mléčné 
žlázy, mnohočetný myelom a další fáze 1, 2 [90]
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zachyceny u  solidních nádorů různých 
typů  [72,73]. Polymorfi zmus v  regionu 
regulace transkripce kaspázy- 3 byl po-
psán v buňkách karcinomu skvamózních 
buněk hlavy a krku [74]. V myších se za-
blokovanou tvorbou kaspáz nebyla de-
tekována zvýšená incidence nádorových 
onemocnění. Tyto výsledky tedy nasvěd-
čují spíše tomu, že mutace jednotlivých 
kaspáz nepatří mezi hlavní příčiny neo-
plastické transformace buněk [75].

Přehled testovaných léčiv 

založených na reaktivaci 

programované buněčné smrti

Při onkologické terapii jsou nejčastějším 
cílem léčiv proliferativní mechanizmy 
a  onkogenní signály podporující přeží-
vání nádorových buněk. Vývoj novějších 
léků je mimo jiné zaměřen na reaktivaci 
apoptotických signálních drah, a  to jak 
vnější, tak především vnitřní, jež by mohly 
vést k úspěšné regresi nádoru. Hlavní cí-
lové molekuly vytipované pro léčbu, prin-
cip účinku preparátu a  fáze klinických 
zkoušek, ve kterých jsou nejnadějnější 
preparáty testovány, jsou shrnuty v tab. 1.

Závěr

Nádorová onemocnění jsou dlouho-
době druhou nejčastější příčinou úmrtí 
v ČR po nemocech srdce a cév. I přes na-
růstající incidenci se u nás daří stabilizo-
vat mortalitu díky časnějšímu záchytu 
onemocnění a  také díky novým léčeb-
ným metodám. Poznatky základního vý-
zkumu na molekulární a buněčné úrovni 
přináší nové možnosti přesného a efek-
tivního zacílení léčby, mimo jiné i na pro-
teiny apoptotické signální dráhy, jejíž 
reaktivace by mohla vést ke zlepšení od-
povědi na protinádorovou terapii.
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Souhrn
Apoptóza je typ programované buněčné smrti (typ I), který je nezbytný pro správný vývoj organi-
zmu a tkáňovou homeostázu. Její průběh může být určen dvěma signálními drahami – vnější (re-
ceptorovou) dráhou řízenou receptory smrti a vnitřní (mitochondriální) apoptotickou dráhou, kde 
klíčovou roli plní mitochondrie. Mitochondrie jsou důležité buněčné organely s nepostradatel-
nými funkcemi pro život buňky, jako je např. tvorba energie ve formě molekul ATP (adenosintrifos-
fátu). Mitochondriální buněčná smrt je charakteristická změnou transmembránového potenciálu 
a permeabilizací vnější mitochondriální membrány. Mitochondrie jsou elektronegativní organely 
a depolarizace mitochondriální membrány je důležitá pro uvolnění proapoptotických signálů. 
Narušená regulace mitochondriální buněčné smrti se může podílet na patogenezi různých one-
mocnění, včetně rakoviny. Mitochondrie jsou také zdrojem reaktivních kyslíkových radikálů, iontů 
Ca2+ a proteinů ovlivňujících procesy iniciace a progrese nádorů nezávisle na indukci apoptózy. 
Současné studie se zaměřují na výzkum mitochondriálního membránového potenciálu a kyslíko-
vých radikálů, které modulují různé signální dráhy uvnitř buňky a vymezení jejich významu v kan-
cerogenezi, případně v léčbě onkologických pacientů. Monitorování apoptotických markerů, jako 
je stav mitochondriálního membránového potenciálu a určení hladiny reaktivních kyslíkových ra-
dikálů ve vzorcích nádorových pacientů, má prediktivní hodnotu pro výstup léčebných protokolů.

Klíčová slova
mitochondrie –  průtoková cytometrie –  apoptóza –  volné radikály –  membránový potenciál 
mitochondrií

Summary 
Apoptosis is type I programmed cell death, a process that is essential for development and 
tissue homeostasis. It is a prevalent form of cell death and it proceeds via two signaling path-
ways – external (receptor pathway) triggered by death receptors and intrinsic (mitochond-
rial) apoptotic pathway with major involvement of mitochondria. Mitochondria are important 
cellular organelles producing energy stored in molecules of adenosine triphosphate that are 
essential for cell survival. The mitochondrial cell death is characterized by permeabilization 
of the mitochondrial outer membrane and dissipation of the transmembrane potential. Mito-
chondria are electronegative organelles and depolarization of the mitochondrial membrane 
is important for the release of proapoptotic signals. Aberrant control of the mitochondrial cell 
death might contribute to several diseases including cancer. Mitochondria are also a source of 
reactive oxygen species, Ca2+ ions and other proteins that aff ect processes important for the 
initiation and progression of tumors independently of apoptosis. Current studies focus on re-
search of mitochondrial membrane potential and reactive oxygen species modulating various 
signaling pathways within the cell, their importance in carcinogenesis, and in treatment of on-
cological patients. Monitoring of the apoptotic markers, such as the mitochondrial membrane 
potential (MMP), and the level of reactive oxygen species in samples of oncological patients has 
a predictive value for the output of treatment protocols. 

Key words
mitochondria –  fl ow cytometry –  apoptosis –  free radicals –  mitochondrial membrane potential
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Úvod

Nádorová onemocnění patří po kardio-
vaskulárních chorobách k druhé nejčas-
tější příčině úmrtí ve vyspělých zemích. 
V počtu onkologických pacientů za ujímá 
Česká republika přední místa v Evropě. 
Každý rok onemocní nádory v  ČR přes 
77  000  lidí (data za rok 2010). Statis-
tika ukazuje, že v průběhu života každý 
třetí obyvatel v ČR onemocní rakovinou 
a každý čtvrtý na ni zemře [1,2].

Existuje mnoho typů rakoviny, ale nelze 
říci, že existuje jedna všeobecně použi-
telná léčba. Společné jsou ovšem principy 
léčby. Mezi nejčastější protinádorovou 
léčbu se řadí chirurgický zákrok, radiote-
rapie a  chemoterapie. Chemoterapie je 
léčba založená na podávání cytostatic-
kých látek, které jsou toxické pro rychle se 
dělící buňky. Zdravá buňka zasažena cy-
tostatikem má na rozdíl od nádorové 
buňky díky svým nepoškozeným oprav-
ným mechanizmům větší šanci na přežití. 
Ně kte ré typy nádorů nejsou ovšem k pů-
sobení cytostatických látek z různých dů-
vodů citlivé. Proto je důležité objasnit pří-
činu chemorezistence nádorových buněk, 
zaměřit se na správné signální dráhy a tím 
otevřít nové možnosti léčby rakoviny. Jed-
nou z takových možností, které se mnohé 
studie věnují s  cílem zvýšit protinádo-
rovou aktivitu a  selektivitu chemotera-
peutických látek a překonat lékovou re-
zistenci nádorů, je kombinace tradiční 
chemoterapie s  látkami zaměřenými 
na ovlivnění funkce mitochondrií  [3]. 
Výzkum se zaměřuje na roli mitochon-
drií a mitochondriálního membránového 
potenciálu v buněčném přežívání/ smrti. 
Ovlivněním mitochondrií dochází k per-
meabilizaci mitochondriální membrány 
s následným uvolněním superoxidových 
aniontů a molekul peroxidu vodíku a k in-
dukci buněčné smrti u nádorových buněk 
rezistentních ke konvenční chemotera-
pii  [4,5]. Studium souvislosti mezi účin-
ností léčby a  indukcí mitochondriální 
buněčné smrti je možné analýzou mito-
chondriálního membránového poten-
ciálu a hladiny kyslíkových radikálů me-
todou průtokové cytometrie, která je 
rutinně využívána v  dia gnostice mnoha 
nemocí, ve výzkumu i  klinické praxi. 
Význam průtokové cytometrie spočívá 
v  tom, že umožňuje rychlou analýzu fy-
zikálních a bio chemických parametrů ti-

síců buněk během několika sekund. Ana-
lýza mitochondriálního membránového 
potenciálu a  reaktivních kyslíkových ra-
dikálů (reactive oxygen species – ROS) 
může přispět k  prohloubení vědomostí 
o  mechanizmech mitochondriální bu-
něčné smrti a  zlepšit strategie léčeb-
ných postupů u  pacientů s  nádorovým 
onemocněním.

Buněčná smrt

Buněčná smrt je fyziologický proces 
důležitý pro vývoj organizmu, udržuje 
tkáňovou homeostázu kontrolou počtu 
buněk a defenzivní strategií odstraňuje 
buňky infi kované, mutované nebo po-
škozené. V lidském těle jsou každou vte-
řinu mitózou produkovány nové buňky 
v  řádu stovek tisíců a  podobný počet 
buněk umírá fyziologickým procesem 
zvaným apoptóza  [6,7]. Apoptóza je 
evolučně konzervativní u  mnohobu-
něčných organizmů a  je striktně regu-
lována genetickým programem. Může 
být iniciována nebo inhibována širo-
kým spektrem environmentálních sti-
mulů  –  fyziologických i  patologických. 
Odehrává se ve dvou fázích. První je cha-
rakteristická tvorbou apoptotických tělí-
sek. Druhá je jejich fagocytóza a degra-
dace jinými buňkami  [8]. Apoptotický 
proces vede k  sérii charakteristických 
morfologických a bio chemických změn. 
Genetickým programem dochází k  ak-
tivaci cysteinových aspartyl- proteáz  –  
tzv. kaspáz, které hrají v  apoptóze zá-
sadní roli. Kaspázy jsou syntetizovány 
jako neaktivní polypeptidy (zymo-
geny), jež jsou proteolyticky štěpeny ji-
nými proteázami a  sestavovány do ak-
tivních tetramerů. Kaspázy štěpí mnoho 
rozmanitých jaderných a  cytoplazma-
tických substrátů, které vedou k  roz-
kladu buňky  [9,10]. Mezi charakteris-
tické morfologické změny apoptotické 
buňky patří kondenzace chromatinu, 
fragmentace DNA, smrštění plazmatické 
membrány spojené s  translokací fosfa-
tidylserinu na vnější stranu plazmatické 
membrány a  tvorba apoptotických tě-
lísek následně fagocytovaných makro-
fágy  [8,11,12]. Další skupinou proteinů 
významných pro apoptotickou signa-
lizaci jsou proteiny rodiny Bcl2, jejíž zá-
stupci apoptózu inhibují nebo pod-
porují. Antiapoptotické proteiny, např. 

Bcl2 a Bclxl, apoptózu iniciovanou širo-
kým spektrem signálů (např. růstovými 
faktory, cytokiny, chemoterapeutiky, po-
škozením DNA, UV zářením) inhibují, za-
tímco proapoptotické proteiny, např. 
Bax a Bak, ji stimulují [13– 15]. Mezi jiné 
bio chemické události, které se účastní 
apoptotické signalizace, patří změny 
v mitochondriálním membránovém po-
tenciálu, redistribuci a množství ROS, vá-
penatých iontů, množství cytochromu c,
proapoptotických proteinů a  inhibi-
torů antiapoptotických molekul v  cy-
toplazmě. Deregulace apoptózy vede 
k  imunodeficienci, nádorovým a  au-
toimunitním onemocněním. Možnost 
modulace apoptotických procesů ote-
vírá nové strategie léčebných postupů 
a zlepšení chemoterapie. 

Mitochondrie a mitochondriální 

apoptotická dráha

Mitochondrie jsou tvořeny lipidovou 
dvojvrstvou –  vnější a vnitřní mitochon-
driální membránou, což je dáno jejich 
endosymbio tickým původem [16]. Sklá-
dají se ze tří částí: mitochondriální mat-
rix s DNA, mezimembránového prostoru 
a mitochondriálních krist. Kompartmen-
talizace mitochondrií je nezbytná pro 
správnou lokalizaci dějů, které se v nich 
odehrávají. Základní funkcí mitochondrií 
jako hlavních energetických organel je 
oxidativní fosforylace spojená s produkcí 
ATP (adenosintrifosfátu). Mitochondrie 
mají ale také klíčový význam v  indukci 
buněčné smrti. Mitochondriální dráha 
apoptózy (neboli vnitřní apoptotická 
dráha) je aktivována hlavně nerecep-
torovými stimuly, zahrnujícími cytoto-
xický stres, endoplazmatickoretikulární 
(ER) stres, poškození DNA, cytokinovou 
deprivaci, nedostatek růstových faktorů, 
ale mohou ji aktivovat také receptory 
smrti (death receptors) (obr. 1). K iniciaci 
mitochondriální apoptotické dráhy do-
chází nejméně třemi možnými mecha-
nizmy: 1. uvolněním proapoptotických 
proteinů iniciujících kaspázovou akti-
vitu; 2. poškozením elektronového trans-
portu, oxidativní fosforylace a produkce 
ATP, která může vést k energetické kata-
strofě; 3. změnou redoxního potenciálu 
s následkem zvýšení buněčného oxida-
tivního stresu  [17]. Následkem iniciace 
vnitřní apoptotické dráhy dochází k  in-
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ter –  FSC) a boční rozptyl (side scatter –  
SSC). FSC je charakterizován lomem 
světla o malém úhlu (2– 13°) a je úměrný 
velikosti buňky, úhel SSC je 90° a charak-
terizuje vnitřní buněčné struktury, např. 
granularitu buňky. Dále je průtokovým 
cytometrem detekována fluorescence 
procházejících mikroskopických čás-
tic. Na analyzované buňky nebo jejich 
části se váží fl uorescenční barviva (fl uo-
rochromy), která absorbují světlo určité 
vlnové délky vyzařované laserem a  ná-
sledně vyzařují (emitují) část takto absor-
bovaného světla o odlišné vlnové délce.

Průtokový cytometr se skládá z fl uid-
ního, optického a  elektronického sys-
tému (obr.  2). Pomocí fluidního sys-
tému jsou buňky nasávány pod tlakem 
do průtokové komory s nosnou kapali-

přes mitochondriální membránu s  ná-
sledným zvyšováním koncentrace vody 
v  mitochondriální matrix a  bobtnáním 
mitochondrií  [25,26]. Depolarizace mi-
tochondriální membrány vede k  inhi-
bici respirace, tvorbě reaktivních kys-
líkových radikálů a  ztrátě produkce 
ATP [23,27].

Princip průtokové cytometrie 

Průtoková cytometrie je metoda, která 
umožňuje simultánní měření a  ana-
lýzu fyzikálních a chemických vlastností 
buněk nebo jiných bio logických částic 
během jejich průchodu laserovým pa-
prskem. Ve chvíli, kdy buňka prochází pa-
prskem, dojde k rozptylu a lomu světla, 
jenž je podle směru a úhlu lomu ozna-
čován jako přímý rozptyl (forward scat-

korporaci proteinů Bax a Bak z cytosolu 
do vnější mitochondriální membrány. 
Aktivovaný protein Bax je translokován 
do vnější mitochondriální membrány 
z  cytosolu buňky, zatímco aktivovaný 
protein Bak je již začleněn do vnější mi-
tochondriální membrány, kde se váže 
na proteiny Mcl1 a Bclxl [18– 21]. Inkor-
porace proteinů Bax a Bak do mitochon-
driální membrány má směrodatný ná-
sledek –  permeabilizaci mitochondriální 
membrány. Mitochondrie jsou charak-
teristické membránovým potenciálem 
okolo 150 mV a mitochondriálním gra-
dientem pH. Tyto bio chemické para-
metry mitochondrií se účastní vzniku 
protonového elektrochemického gra-
dientového potenciálu na vnitřní mito-
chondriální membráně. Tento primární 
bio energetický parametr přes redukci 
elektronů prostřednictvím respiračního 
elektronového transportního řetězce 
(electron transport chain  –  ETC) kont-
roluje produkci mitochondriálního ATP. 
Narušení membránového potenciálu 
vede k  permeabilizaci mitochondriální 
membrány s  následným uvolněním 
proapoptotických faktorů, jako jsou cy-
tochrom c, SMAC, DIABLO, z intermem-
bránového mitochondriálního pro-
storu do cytosolu. Tyto události vedou 
k  sestavení apoptotického proteino-
vého komplexu zvaného apoptozóm 
tvořeného prokaspázou 9, proteinem 
Apaf- 1  a  cytochromem c, s  následnou 
aktivací kaspázy 3 a dalších exekučních 
kaspáz. Mimo to protein Bax může také 
indukovat apoptózu přes mitochon-
driální poškození i v případě neaktivních 
kaspáz  [22]. Buněčná signalizace indu-
kující apoptózu vede k dalším mitochon-
driálním změnám, jako otevření permea-
bilních tranzitních pórů (PT pórů), které je 
vysoce regulováno iontovými kanály lo-
kalizovanými v kontaktním místě vnitřní 
a vnější mitochondriální membrány [23]. 
PT póry jsou velké proteinové komplexy, 
primárně určené k  transportu adeni-
nových nukleotidů, cyklofi linu D a k re-
gulaci aniontových kanálů závislých na 
napětí (VDAC, poriny), které mohou in-
teragovat s dalšími proteiny [23,24]. Ote-
vření PT pórů umožňuje průchod látek 
o velikosti až 1 500 Da a vede k depo-
larizaci mitochondrií. Otevření PT pórů 
také zvyšuje propustnost molekul vody 

Obr. 1. Mitochondriální regulace apoptózy. 

Vnitřní apoptotická signální dráha je charakteristická změnou transmembránového po-
tenciálu a permeabilizací mitochondriální membrány, následkem čehož dochází k uvol-
nění proapoptotických signálů z mitochondrií. Upraveno dle [65].
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rescenčních maximech barviva. Unikátní 
znak těchto barviv je užitečný při bio-
logických studiích vlastností buněk a cha-
rakteristik buněčných struktur. Značná 
velikost molekul fluorescenčního bar-
viva umožňuje jejich pomalou absorpci 
do sledovaných struktur, a jsou proto uži-
tečné jako reportérové molekuly pro lo-
kalizaci bio chemických událostí [28]. Tyto 
molekulární sondy jsou schopny detego-
vat změny mitochondriálního membrá-
nového potenciálu průtokovou cytomet-
rií. Mnoho z těchto sond je klasifi kováno 
do třídy lipofilních kationtů. Sondy se 
akumulují v mitochondriální matrix, což 
je dáno negativním nábojem mitochon-
drií. Safranin [29,30], tetrafenylfosfonium 
(TPP) [31] a rhodamin 123 [32] jsou členy 
této třídy. Nicméně jejich nevýhodou je 
absence možnosti kvantifikace. TMRM 
(tetramethylrhodamine methyl ester) 
a  TMRE (tetramethylrhodamine ethyl 
ester) jsou fluorescenční deriváty rho-
daminu 123, které mohou být užity ke 
kvantifi kaci pomocí fl uorescence [33,34], 
tak jako DiOC6 (3,3’- dihexyloxacarbocya-
nine iodide). DiOC6 je jednou z nejčastěji 
používaných sond pro měření membrá-
nového potenciálu průtokovou cytome-
trií. Nevýhodou DiOC6  je ovšem její vy-
soká toxicita zasahující respirační řetězec 
a  při použití ultra- nízkých koncentrací 
vyžaduje přesné měření, což omezuje 
její využitelnost v  porovnání s  ostat-
ními sondami. Sonda JC- 1  (5,5’,6,6’- te-
trachloro-1,1’,3,3’- tetraethylbenzimida-
zolcarbocyanin iodid) je považována za 
nejvýkonnější sondu pro detekci změn 
mitochondriálního membránového po-
tenciálu. Molekuly sondy JC- 1  exis-
tují v monomerní formě a emitují fl uo-
rescenci o  vlnové délce 527  nm po 
excitaci světlem o vlnové délce 488 nm. 
V  závislosti na membránovém poten-
ciálu je sonda schopna vytvářet J- agre-
gáty (čím větší polarizace membrány, tím 
větší akumulace sondy) spojené s emisí 
světla o vlnové délce 590 nm [35]. Při de-
polarizaci mitochondriální membrány 
dochází k následnému uvolňování sondy 
do cytosolu, které se projeví poklesem 
intenzity fl uorescence. 

Volné radikály

Současné výzkumy se ve zvýšené míře 
zaměřují na volné radikály a  jejich roli 

tory, které měří světlo specifi cké vlnové 
délky emitované buňkou. Nejčastěj-
šími fluo rochromy se společnou exci-
tační vlnovou délkou 488  nm (dosaže-
nou argonovým modrým laserem) jsou 
fluorescein izothiokyanát (FITC), phy-
coerytrin (PE), peridin-chlorofyl (PerCP), 
phycoerytrin-Cy5 (PE- Cy5), Texas red aj. 
Fluorochromy mohou být konjugovány 
s různými protilátkami, a být tak využity 
pro vícebarevné analýzy. Speciální apli-
kací průtokové cytometrie je buněčné 
třídění (cell sorting), kdy jsou buňky tří-
děny do sběrných zkumavek na základě 
předem známých parametrů.

Detekce permeabilizace 

mitochondriální membrány

Více než půl století je známo, že ně kte rá 
barviva v  určitém prostředí agregují. 
Tvorba agregátu je doprovázena drama-
tickým posunem v  absorpčních i  fl uo-

nou, kde dochází k jejich separaci a kde 
paprsek monochromatického laseru 
prochází buňkou. Optický systém se-
stává  z excitační části, tvořené laserem 
a soustavou čoček a hranolů usměrňu-
jících paprsek, a z části sběrné, která se 
skládá z optických zrcadel a fi ltrů umož-
ňujících detekci světelných kvant spe-
cifi cké vlnové délky příslušnými optic-
kými detektory. K  převodu optického 
signálu na elektrický a k digitalizaci pro 
počítačovou analýzu slouží elektronický 
systém. Analyzovaná data mohou být 
zobrazena jako tzv. dot plot, dvouroz-
měrný graf, kde každá tečka reprezen-
tuje jednu buňku, nebo ve formě histo-
gramu pro jednoparametrovou analýzu. 
Výhodná je multiparametrová analýza 
umožňující výběr různých buněčných 
populací s různými vlastnostmi a jejich 
vzájemnou kombinaci. Průtokové cyto-
metry jsou běžně vybaveny 2– 3 detek-

Obr. 2. Schematické znázornění principu průtokové cytometrie. 

Průtokový cytometr (fl uidní systém) umožňuje nasávání buněčné suspenze vzorku a její 
rozdělení do jednotlivých buněk. V optické části jsou buňky ozářeny laserovými paprsky 
a změny světelných kvant o specifi cké vlnové délce jsou detekovány příslušnými optic-
kými detektory. Světelné signály jsou následně elektronickým systémem převedeny do 
elektrického signálu a digitalizovány pro počítačovou analýzu.
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nění elektronů z  komplexu I  a  III vede 
k částečné redukci kyslíku na superoxi-
dovou formu. Superoxidový aniont je 
rychle dismutován na peroxid vodíku 
dvěma dismutázami –  superoxid dismu-
táza 2 v mitochondriální matrix a super-
oxid dismutáza 1  v  mitochondriálním 
intermembránovém prostoru. Super-
oxidové anionty a peroxidy vodíku tvo-
řené v tomto procesu jsou považovány 
za mitochondriální ROS. Superoxidové 
anionty mají elektrofilní vlastnosti 
a krátký poločas rozpadu. Mohou prostu-
povat přes vnější mitochondriální mem-
bránu a ovlivňovat signální cesty v cyto-
solu buňky  [46]. Superoxidové anionty 
mohou navíc podléhat reakci s  jinými 
radikály, jakými jsou oxidy dusíku (NO), 
a  vytvářet peroxidusitany (ONOO2•– ) 
uvnitř mitochondrií a indukovat poško-
zení DNA, narušení mitochondriální in-
tegrity a nevratné modifi kace proteinů. 
Na rozdíl od superoxidových aniontů je 
peroxid vodíku nukleofi lní a více stabilní. 
Navíc jeho koncentrace je stonásobně 
vyšší než u superoxidových aniontů [47]. 
Teoreticky by produkce mtROS měla být 
přímo úměrná s množstvím mitochon-
drií v  buňce. Bylo dokázáno, že faktor 
mitochondriální bio geneze PGC1α (fac-
tor peroxisome proliferator-activated re-
ceptor-γ coactivator 1α) zvyšuje nejen 
mitochondriální hmotnost, ale také ex-
presi mnoha antioxidantů zahrnujících 
SOD2  GPx  [48]. Mitochondriální hmot-
nost tedy není důležitý faktor, který re-
guluje tvorbu mtROS. Mitochondrie jsou 
dynamické organely, jež často mění svůj 
počet, velikost, tvar a distribuci v odpo-
vědi na intra-  a  extracelulární stimuly. 
Mitochondrie mohou podléhat selek-
tivní autofagické degradaci zvané mi-
tofagie [49]. Narušení těchto procesů je 
spojováno s neurodegenerativními one-
mocněními [50]. Procesy mitochondriál-
ního dělení a fúze jsou důležité pro re-
distribuci jejich proteinů a ochraně proti 
škodlivým účinkům mutací mtDNA. 
Tyto procesy jsou regulovány pro-
teiny N- ethylmaleimide- sensitive fac-
tor attach ment protein receptor (SNA-
RE)-like, které zahrnují mitofusin-1 a - 2. 
Přesná regulace těchto procesů není po-
psána, ačkoli je doloženo, že mtROS zvy-
šují mitochondriální fragmentaci  [51]. 
Zdravé, diferencované buňky spoléhají 

střednictvím proteinové rodiny NOS (ni-
tric oxide synthetase). ONOO–  vzniká 
reakcí NO• s molekulou O2– •, s NO2• jako 
meziproduktem. Tento meziprodukt 
reaguje s NO• a tím vytváří N2O3 (dinit-
rogen- trioxid)  [42]. NOS zahrnují různé 
izoformy: neurální (nNOS nebo NOSI), 
inducibilní (iNOS nebo NOSII), endo-
teliální (eNOS nebo NOSIII) a  mito-
chondriální (mtNOS), všechny závislé 
na aktivitě NADPH a kalmodulinu  [44]. 
Buněčné metabolické systémy neu-
stále produkují volné radikály z kyslíku. 
Kolem 80 % molekul kyslíku je spotřebo-
váno v mitochondriích a asi 5 % z nich 
je transformováno do superoxidových 
aniontů a hydroxylových radikálů. Endo-
genní (prostaglandiny, mastné kyseliny) 
a exogenní látky (léčiva, barviva, antioxi-
danty) jsou metabolizovány v hladkém 
endoplazmatickém retikulu, spotře-
bovávají 15  % molekul kyslíku, z  nichž 
kolem 2– 30 % je určeno k transformaci 
do volných radikálů, hlavně do hydroxy-
lových radikálů. Makrofágy a leukocyty 
tvoří radikály jako obranný mechaniz-
mus proti bakteriím a virům. Volné radi-
kály jsou užity v syntéze prostaglandinů, 
cholesterolu a  steroidních hormonů. 
Hydroxylace lysinu a prolinu do hydro-
xylysinu a hydroxyprolinu je nutná pro 
bio syntézu kolagenu, což vyžaduje účast 
hydroxylových volných radikálů  [45]. 
Volné radikály mají význam během me-
tabolických a obranných dějů zdravých 
buněk. Jejich přítomnost v  buňce je 
ovšem spojena s rizikem hlavně pro pří-
tomné velké molekuly, jako jsou nuk-
leové kyseliny, proteiny, polysacharidy, 
lipidy, které mohou být poškozeny oxi-
dací volnými radikály [45]. 

mtROS

Tvorba mitochondriálních ROS (mtROS) 
se odehrává v místě transportního elek-
tronového řetězce (electron transport 
chain –  ETC) v místě vnitřní mitochon-
driální membrány během procesu oxi-
dativní fosforylace. Oxidativní fosfory-
lace je důležitý buněčný proces, který 
využívá kyslíku a  jednoduchých cukrů 
k  vytvoření ATP, hlavního zdroje ener-
gie pro buňky. Součástí tohoto pro-
cesu je pět velkých proteinových kom-
plexů, zvaných komplex I– V. Jednotlivé 
fáze ETC neprobíhají dokonale. Uvol-

v nádorovém mikroprostředí. Volné radi-
kály jsou molekuly s vysokou mírou ne-
stability, která je vyvolána přítomností 
jednoho či více elektronů ve vnějším or-
bitu jejich atomů. Jejich vysoká reakti-
vita způsobuje vytrhávání elektronů ze 
sousedních atomů a  následkem toho 
dochází k  poškození funkce dané mo-
lekuly. Různé vnitřní a  vnější okolnosti 
a/ nebo bio chemická aktivita mohou na-
rušit kontrolu nad udržením rovnováhy 
mezi vznikem volných radikálů a  jejich 
degradací. Antioxidanty jsou hlavním 
zdrojem ochrany těla proti volným radi-
kálům. Antioxidanty transformují volné 
radikály do méně reaktivních a pro or-
ganizmus méně škodlivých forem. Pří-
kladem těchto antioxidantů jsou CAT 
(kataláza), SOD (superoxid dismutáza), 
GPx (glutation peroxidáza)  [36,37]. 
Nerovnováha mezi hladinou volných ra-
dikálů a jejich degradací antioxidanty se 
nazývá oxidativní stres a může zapříčinit 
poškození vedoucí k  různým onemoc-
něním [38]. Mezi volné radikály se řadí 
radikály kyslíku a dusíku, které jsou klí-
čovými regulátory v  iniciaci a  progresi 
nádorů. Radikály způsobují poškození 
genomu, zvyšují genetickou nestabilitu 
a  zprostředkovávají modulaci různých 
procesů spojených s  patogenezí ná-
dorů, jako jsou apoptóza, angiogeneze, 
buněčný cyklus, invazivita, metastazo-
vání, metabolizmus  [39]. Různé reak-
tivní formy kyslíku jsou označovány jako 
ROS (reactive oxygen species)  [40,41] 
a zahrnují superoxidové anionty (O2– •), 
které jsou formovány NADPH oxidázami 
a  jsou produkovány především v mito-
chondriích. Účinkem SOD (superoxid 
dis mutázy) následně dochází k  formo-
vání molekul peroxidu vodíku [41]. Další 
redukční procesy transformující peroxid 
vodíku cestou Fentonovy reakce do hyd-
roxylových radikálů (•OH) a poté do ko-
nečného produktu, kterým je voda, je 
zprostředkován účinkem katalázy (CAT) 
a glutation peroxidázy [41]. Když mole-
kuly kyslíku vážou protony jiných vol-
ných radikálů, vznikají hydroperoxi-
dové radikály (HO2– •) [42]. Mezi reaktivní 
formy dusíku označované RNS (reactive 
nitrogen species) patří volné radikály 
oxidu dusnatého (NO•), peroxydusitany 
(ONOO– ), radikály oxidu dusného (NO2•) 
a dusitany (NO2– )  [43]. NO• vzniká pro-
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Závěr

Rakovina je velmi heterogenní one-
mocnění a  různorodost mezi buněč-
nými populacemi nádorů může ovliv-
ňovat jak jejich schopnost expanze 
a progrese, tak citlivost k protinádorové 
terapii. Mitochondriální buněčná smrt 
je důležitá součást života buněk a za pa-
tologických podmínek může dojít k na-
rušení průběhu tohoto procesu. V  dů-
sledku změn v mitochondriální struktuře 
a funkci může vznikat chemorezistence 
nádorových buněk. Rozdíly membrá-
nového potenciálu mezi jednotlivými 
buňkami nádoru odráží buněčnou he-
terogenitu a prostřednictvím jeho ana-
lýzy mohou být identifi kovány buňky, 
které jsou důležité v nádorové progresi. 
Membránový potenciál tak může být 
potenciální prediktor odpovědi na pro-
tinádorovou léčbu a/ nebo přímý cíl che-
moterapie [63]. Studium mitochondriál-
ního potenciálu a  detekce ROS může 
přispět k  lepšímu porozumění apopto-
tického mechanizmu a  sestavení efek-
tivnější léčby pro pacienty s nádorovým 
onemocněním.
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pro konfokální mikroskopii, můžeme ur-
čovat, zdali jsou ROS generovány z  mi-
tochondrií  [58,59]. HyPer plazmidy jsou 
první geneticky kódované fl uorescenční 
senzory schopné detegovat intracelulární 
peroxidy vodíku. Plazmid je vytvořen vlo-
žením cDNA kódující žlutý fl uorescenční 
protein do regulační domény proteinu 
OxyR E. coli [60]. HyPer plazmid vykazuje 
submikromolární afinitu k  molekulám 
peroxidu vodíku a současně je necitlivý 
k ostatním druhům ROS. Plazmidy HyPer 
nezpůsobují artefakty ROS a mohou být 
užity pro detekci rychlých změn v  kon-
centracích peroxidu vodíku v různých bu-
něčných kompartmentech. Pro minima-
lizaci signálů přicházejících z  ostatních 
nemitochondriálních organel se k  de-
tekci mtROS využívají fl uorescenční in-
dikátory modifi kované k  zacílení přímo 
na mitochondrie. Jsou založeny na bázi 
lipofi lních kationtů, které jsou přitaho-
vány elektronegativním prostředím mi-
tochondrií způsobeným protonovým 
gradientem na vnitřní mitochondriální 
membráně. MitoSOX je DHE spojený s tri-
fenylfosfoniem (TPP+). Využívá prud-
kého elektrochemického gradientu na 
vnitřní mitochondriální membráně a hro-
madí se uvnitř mitochondrií (stonásobně 
více v  porovnání s  cytosolem). MitoSox 
je účinně užíván k  přímé detekci mito-
chondriálních superoxidových aniontů 
v  různých buněčných typech  [61]. Při-
dání motivu TPP+ k fenylboronát esteru 
tvoří MitoPY1  [62], bio logicky kompati-
bilní sondu pro detekci mitochondriál-
ního peroxidu vodíku. Při zvýšení hladiny 
H2O2  dochází k  významnému nárůstu 
fl uo rescence MitoPY1, kterou je možné 
detegovat konfokální mikroskopií i prů-
tokovou cytometrií. Další sondy použí-
vané pro detekci mtROS jsou MitoAR, jež 
reaguje na •OH a HOCl•, a MitoHR, která je 
více senzitivní k •OH. Tyto sondy vznikly 
přidáním fl uoroforu podobného rhoda-
minu k 4- amino- fenyl aryl etheru, nebo 
resp. k 4- hydroxy aryl ether skupině [63]. 
pHyPer- dMito je savčí expresní vektor 
obsahující sekvenci MTS (mitochondrial 
targeting sequence) odvozenou z  pod-
jednotky VIII lidské cytochrom c oxidázy, 
fúzované s  HyPer (fl uorescenční senzor 
peroxidu vodíku), který umožňuje de-
tekci molekul peroxidu vodíku tvořených 
přímo v mitochondriích.

v produkci ATP na mitochondriální respi-
raci (aerobní fosforylaci) v  přítomnosti 
kyslíku (tvorba 36  mol. ATP/ mol. glu-
kózy). Za podmínek limitního množství 
kyslíku spoléhají buňky na anaerobní 
glykolýzu jako zdroj energie (tvorba 
2 mol. ATP/ mol. glukózy). Většina nádo-
rových buněk se adaptuje na aerobní 
glykolýzu jako způsob produkce ener-
gie  [52]. Tento fenomén je známý jako 
Warburgův efekt [53]. Ukázalo se, že ná-
dorové buňky mají další energetické 
požadavky přesahující možnosti ae-
robní fosforylace, což zvyšuje oxidativní 
stres [54]. V rychle proliferujících nádo-
rových buňkách podporuje přítomnost 
onkogenních mutací aberantní meta-
bolizmus a proteosyntézu s následkem 
zvýšené produkce ROS. Bylo zjištěno, 
že Warburgův efekt poskytuje výhodu 
transformovaným buňkám posílením an-
tioxidačního systému k neutralizaci aku-
mulace ROS. Jeden z  klíčových glykoly-
tických enzymů –  pyruvát- kináza –  hraje 
důležitou roli v tomto procesu, nádorové 
buňky exprimují přednostně M2 izoformu 
tohoto enzymu (PKM2) [55] a akutní zvý-
šení intracelulární hladiny ROS může inhi-
bovat PKM2 oxidací cysteinových zbytků 
tohoto enzymu [56]. Inhibice PKM2 pak 
vede k  produkci dostatečného redukč-
ního potenciálu, který způsobuje deto-
xifi kaci ROS odklonem glukózového me-
tabolizmu do pentózafosfátového cyklu. 
Tím, že nádorová buňka reguluje vlast-
nosti PKM2, poskytuje ochranu proti nad-
měrné produkci ROS běžně pozorované 
v nádorech [57].

Detekce mtROS

Přítomnost intracelulárních mtROS může 
být detegována fl uorescenčními barvivy. 
Mezi nejčastěji používaná patří dichlo-
rodihydrofl uorescein (DCF) a  dihydroe-
thidium (DHE). Nevýhodou běžně uží-
vaného fl uorescenčního indikátoru ROS 
dichlordihydrofluoresceinu je jeho ne-
specifi čnost (je senzitivní k  více typům 
ROS), nemůže být cílený do specifi ckých 
intracelulárních kompartmentů a  může 
při expozici světlem produkovat ROS, 
které mají za následek tvorbu artefaktů 
amplifi kací signálu. DHE je fl uorescenční 
indikátor superoxidových aniontů. 
Ve spojení s markery specifi ckými pro mi-
tochondrie, jako je MitoTracker užívaný 
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Souhrn
Migrace a invazivita jsou fenotypovými vlastnostmi buněk, které významně přispívají k průběhu 
žádoucích fyziologických dějů, jako je hojení ran či embryogeneze, i k velmi závažným patolo-
gickým procesům, především pak k metastazování nádorů. Dostupnost vhodných metod studia 
migračních a invazivních vlastností buněk je tedy zásadní pro pochopení molekulární podstaty 
těchto dějů a v případě nádorových onemocnění je migrační, invazivní a metastatický potenciál 
nádorových buněk klíčovým faktorem určujícím klinickou prognózu pacienta. Tento článek po-
dává přehled základních metod in vitro a in vivo, které se využívají při studiu buněčné migrace, 
invazivity a mechanizmů metastazování nádorů. In vitro metody studia buněčné migrace zahr-
nují jednoduché dvourozměrné testy (scratch- wound assay a test založený na účinku hepato-
cytárního růstového faktoru) a dále metody využívající účinku chemotaxe (Dunnova komůrka, 
videomikroskopie buněk a použití nosičů s chemoatraktanty). Metody pro studium buněčné 
migrace a  invazivity in vitro zahrnují složitější systémy založené na principu Boydenovy ko-
můrky (Transwell migrační/ invazivní test, analýza buněčné migrace a invazivity pomocí systému 
xCELLigence, a analýzy prováděné s využitím konfokální mikroskopie) a rovněž pak metodu 
studia buněčné migrace v mikrokanálcích. Přehled in vivo metod shrnuje základní organizmy 
a metody užívané ke studiu buněčné migrace a invazivity s hlavním důrazem na studium me-
tastazování in vivo v myších modelech. Popsané metody se uplatňují především ve výzkumných 
projektech zaměřených na vývoj nových dia gnostických a terapeutických přístupů v onkologii. 

Klíčová slova
migrace –  invazivita –  in vitro assaye –  in vivo modely –  metastazování – nádorové buňky

Summary
Migration and invasiveness are phenotypic characteristics of cells that contribute to physiological 
processes, such as wound healing or embryogenesis and they are involved in serious pathological 
processes, namely in tumor cell metastasis. Availability of methods for studying migration and 
invasiveness of the cells is important for understanding molecular basis of these processes. In the 
case of cancer, migration, invasiveness and metastatic potential of tumor cells are key factors that 
determine clinical prognosis of the patients. This communication provides an overview of in vitro 
and in vivo methods which are used to study cell migration, invasion and metastasis. In vitro meth-
ods for studying cell migration include simple two-dimensional assays (scratch –  wound assay and 
the assay based on the eff ect of hepatocyte growth factor) and methods based on chemotaxis 
(Dunn‘s chamber, videomicroscopy of cells, the use of carriers with chemoattractants). Methods 
for studying both cell migration and invasiveness in vitro include more complex systems based on 
the principle of the Boyden chamber (transwell migration/ invasive test, analysis of cell migration 
and invasion in xCELLigence system, confocal microscopy based approaches) as well as analysis 
of cell migration in micro-channels. Our overview of in vivo methods provides an introduction 
into model organisms and methods used in this fi eld, with an emphasis on the study of cancer 
metastasis in mouse models. The methods described in this review are mainly involved in larger 
research projects aiming at developing new dia gnostic and therapeutic approaches in oncology. 

Key words
migration –  invasiveness –  in vitro assays –  in vivo models –  metastasis – tumor cells
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Úvod

Buněčná migrace a invazivita hrají pod-
statnou úlohu v řadě bio logických pro-
cesů, jako je např. embryogeneze, imu-
nitní odpověď, hojení ran, morfogeneze 
či zánět  [1]. V  onkologii mají zásadní 
význam v  metastazování nádorových 
buněk, což je nejčastější příčina vedoucí 
k terminálnímu stadiu nádorového one-
mocnění. Tvorba metastáz probíhá 
během multifaktoriálního a  vícestup-
ňového procesu zvaného metastatická 
kaskáda  [2,3]. Její první krok je oddě-
lení nádorové buňky od primárního 
nádoru  [3]. Díky zvýšené expresi pro-
teáz, které zásadně přispívají k invazivní 
schopnosti buněk štěpením extracelu-
lární matrix (ECM), tyto buňky následně 
pronikají bazální membránou a mohou 
prostupovat do stromatu [2]. Stromální 
buňky přitom mohou zvyšovat jejich ag-
resivní potenciál a podílet se na procesu 
epiteliálně-mezenchymální tranzice 
(EMT) [4,5], vedoucím ke ztrátě buněčné 
adheze, epiteliální polarity a  zvýšené 

migrační a  invazivní schopnosti nádo-
rových buněk. Buňky s  mezenchymál-
ním fenotypem pak pronikají do cév-
ního systému procesem označovaným 
jako intravazace, krevním řečištěm pu-
tují do oblasti vzdáleného orgánu, kde 
mohou po extravazaci vytvořit sekun-
dární nádor neboli metastázu.

Buněčná migrace je proces velmi kom-
plikovaný a při jejím studiu je třeba brát 
v úvahu řadu bio logických aspektů [6]. 
Pro studium migrace jsou nejčastěji uží-
vány in vitro modelové systémy na bázi 
buněčných linií, nicméně podmínky, ve 
kterých buňky migrují, jsou zde značně 
zjednodušeny, a výsledky proto nemusí 
plně refl ektovat skutečné chování v or-
ganizmu. Studium buněčné invazivity se 
obvykle realizuje v prostředí substrátu, 
jenž se složením podobá přirozené ECM, 
jako je kolagen či Matrigel® (obchodní 
název pro želatinovou proteinovou 
směs, odvozenou z myších nádorových 
buněk  [7]). Experimentálně podstatně 
náročnější, avšak reálným podmínkám 

bližší jsou metody studia in vivo ve zví-
řecích modelech  [6]. Za účelem poro-
zumění procesům migrace, invazivity 
a s nimi spojené adheze jsou nadále vy-
víjeny nové metody studia, díky nimž je 
možné studovat mechanizmy migrace 
buněk a buněčných souborů ve vztahu 
k  regulačním mechanizmům. V kombi-
naci se studiem buněčné migrace a inva-
zivity jsou pak využívány techniky mo-
lekulární bio logie, bio chemie (zejména 
genomiky a proteomiky) i pokročilé zob-
razovací techniky. Kombinace uvede-
ných přístupů je vhodný nástroj při stu-
diu komplexních patologických procesů, 
jako je právě tvorba metastáz. Tyto me-
tody (obr.  1) umožňují nejen studovat 
migraci různých typů buněk, ale také 
analyzovat úlohu jednotlivých prometa-
statických genů a proteinů i jejich funk-
čních partnerů, uplatňují se při jejich 
funkční charakterizaci a  validaci smě-
rem k vývoji nových dia gnostických a te-
rapeutických přístupů. Cílem výzkumu 
je využít získané poznatky ke zvyšování 

Obr. 1. Schéma metod studia buněčné migrace a invazivity. 

Celkové schéma všech metod popisovaných v článku, doplněné o vystihující obrázky.
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Metodika je užitečný nástroj ke studiu 
chemotaxe [16], jako jednoho z migrač-
ních mechanizmů buněk, způsobených 
gradientem difúzních signálních faktorů, 
které přispívají rovněž k metastatickým 
procesům.

Videomikroskopie buněk

Videomikroskopie umožňuje vizualizaci 
a kvantifi kaci chemotaxe, a to zejména 
u adherentních savčích buněk, jako jsou 
buňky nádorové či endoteliální  [17]. 
Tato metoda využívá videomikrosko-
pický záznam pohybu buněk, na jehož 
základě se odvozuje trajektorie (obr. 1) 
každé jednotlivé buňky, která migruje 
v chemotaktickém gradientu obvykle po 
dobu 12– 24 hod. Ten se vytváří díky sou-
stavě kanálků a  komůrek pod speciál-
ním mikrosklíčkem (μ- Slide Chemota-
xis), pod nímž se pohybují buňky. Touto 
metodou lze vyhodnocovat např. vliv in-
hibitorů na chemotaxi. Inhibitory che-
motaxe jsou přitom zvažovány jako tera-
peutika zamezující metastazování [17].

Nosiče s chemoatraktanty jako 

nástroj pro studium chemotaxe

Schopnost buněk reagovat na vnější 
podněty hraje významnou roli v  řízení 
usměrněné migrace buněk, tedy při cí-
lení buněčného pohybu vedoucímu 
k  zakládání metastáz  [18,19]. Pro stu-
dium migrace buněčných souborů i pro 
buněčné explantáty (živá tkáň pro tkáňo-
vou kulturu) byla vytvořena metoda vy-
užívající nosičů s  chemoatraktanty. 
Na malé misce pokryté proteiny repre-
zentující ECM (např. fi bronektin) a zalité 
živným médiem jsou umístěny kulaté 
nosiče s chemoatraktivními molekulami, 
do jejichž blízkosti jsou následně vloženy 

ního růstového faktoru (hepatocyte 
growth factor –  HGF) [12,13]. Po ní do-
chází u těchto buněk k tzv. buněčnému 
scatteringu, tedy rozptýlení z buněčné 
kolonie, který je důsledkem reorgani-
zace aktinového cytoskeletu, narušení 
mezibuněčných spojů a  následné zvý-
šené schopnosti migrace. Jde o  mor-
fologickou změnu obdobnou procesu 
EMT. Průběh scatter testu je monitoro-
ván mikroskopem s  intervalovým sní-
máním. Je hodnoceno procentuální za-
stoupení nesoudržných/ uvolněných 
buněk, u  kterých došlo k  buněčnému 
scatter ingu, k celkovému počtu buněk. 
Tak lze testovat vliv exprese jednotlivých 
genů na změny migrace. Původně byla 
tato metoda vyvinuta pro buněčnou 
linii MDCK (buňky odvozené z normál-
ních psích ledvin), později byla použita 
i pro linii lidských prostatických nádoro-
vých buněk DU145 ke studiu úlohy vy-
braných proteinů (Cdc42, p21 aktivova-
ných kináz, p210ctn) v procesu EMT [12].

In vitro metody ke studiu buněčné 

migrace na principu chemotaxe

Chemotaxe migrujících buněk má ob-
rovský význam v  mnoha bio logických 
procesech včetně tvorby metastáz [14].

Dunnova komůrka 

Jedná se o metodu, která umožňuje mi-
kroskopické pozorování migrace buněk 
v  reálném čase v  odpovědi na přítom-
nost chemoatraktantu  [15]. Využívá 
usměrněného pohybu buněk z  vnější 
jamky Dunnovy komůrky po můstku ve-
doucím do vnitřní jamky s chemoatrak-
tantem (obr. 1), přičemž tento pohyb po 
můstku je snímán mikroskopem a  za-
znamenáván v pravidelných intervalech. 

efektivity dia gnostiky, léčby a prevence 
nádorových onemocnění.

Jednoduché metody ke studiu 

buněčné migrace in vitro

Scratch- wound assay

Scratch- wound assay (zacelování rýhy) 
je běžně užívaná jednoduchá metoda 
pro měření základních parametrů bu-
něčné migrace, jako jsou především 
rychlost migrace a  polarita buněk  [8]. 
Buňky jsou kultivovány v běžném kulti-
vačním médiu, dokud nevytvoří souvis-
lou vrstvu. Následně je do této vrstvy 
špičkou pipety o  definované velikosti 
vytvořena rýha  [9,10]. Buňky na okraji 
rýhy polarizují a začínají samovolně mi-
grovat směrem ke středu rýhy ve snaze ji 
zacelit (obr. 2) [11]. Obvyklým způsobem 
monitorování pohybu buněk je interva-
lové snímání mikroskopem [8]. Motilitu 
je možno kvantifi kovat pomocí času ne-
zbytného pro kompletní zacelení rýhy, 
k  čemuž lze využít softwarové hodno-
cení pokrytí snímané oblasti buňkami. 
Důležité je však vzít v úvahu příspěvek 
proliferace buněk na samotné zacelo-
vání během experimentu. K její inhibici 
je nezbytné přidání inhibitorů prolife-
race do média (běžně je používán např. 
mitomycin C). Metoda je vhodná ke stu-
diu procesu hojení mechanických pora-
nění. Ve vztahu k metastazování nádoro-
vých buněk lze tuto metodu např. využít 
k základnímu studiu prometastatických 
genů a proteinů i jejich vlivu na migrační 
schopnost buněk.

Scatter test

Metoda je založena na monitorování od-
povědi určitých buněčných linií na sti-
mulaci prostřednictvím hepatocytár-

Obr. 2. Scratch- wound assay – zacelování rýhy. 

Čtyři stadia průběhu experimentu prováděného na buňkách linie MCF- 7. A. Do monovrstvy buněk je špičkou pipety vytvořena rýha 
o předem defi nované velikosti. B. Stejné místo na misce focené po 24 hod. Buňky na okraji rýhy polarizují a migrují směrem k jejímu 
středu ve snaze ji zacelit. C. Stav po 72 hod. D. Stav po 120 hod. Rýha je zcela zacelena migrujícími buňkami.

A CB D
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je tak podmíněna proteolytickou degra-
dací ECM složek.

xCELLigence systém –  analýza 

migrace a invazivity v reálném čase

xCELLigence systém (RTCA DP –  Real- time 
cell analyzer double plate, Roche/ Acea 
Biosciences) je nová technologie rov-
něž založená na principu Boydenovy ko-
můrky, umožňující sledování buněčné 
migrace, invazivity, ale i proliferace, ad-
heze buněk a vlivu chemotaxe a cytotoxi-
city na ně v reálném čase [23,24]. Na roz-
díl od Transwell migračního testu jsou 
tedy buňky sledovány nepřetržitě (nikoliv 
pouze v jednom zvoleném časovém oka-
mžiku) bez nutnosti fl uorescenčního bar-
vení při ukončení experimentu. Přístroj se 
skládá ze dvou základních částí: 1. RTCA 
DP analytické a 2. kontrolní jednotky. Do 
analytické jednotky se vkládají destičky 
s  různým počtem jamek, v nichž probí-
hají jednotlivé experimenty. 

K měření migrace a  invazivity je vy-
užíváno destiček CIM- plate 16 (cell in-
vasion and migration, obr.  1). Každá 
jamka v  destičce představuje migrační 
komůrku, která se skládá ze dvou částí 
oddělených mikroporézní polyetylente-
reftalátovou (PET) membránou, do jejíž 
spodní části jsou integrovány mikro-
elektronické senzory [25]. Horní komora 
obsahuje médium se sledovanými buň-
kami. K  měření invazivity se podobně 
jako u  Transwell assay přidává vrstva 
gelu o složení blízkém složení ECM (např. 
Matrigel®). Spodní komora obsahuje 
médium s  chemoatraktantem  [11,25]. 
Jak buňky během experimentu migrují 
z  horní komory přes membránu smě-
rem k  chemoatraktantu, přicházejí do 
kontaktu s  elektrickými senzory a  je-
jich počet je přímo úměrný měřené im-
pedanci (komplexní veličina popisující 
zdánlivý odpor součástky při průchodu 
střídavého elektrického proudu). 

Ke zjišťování míry buněčné ad-
heze a  proliferace se využívá destiček 
E- plate 16. Jamky v nich jsou jednodu-
ché, bez rozdělení membránou na dvě 
komory. Dno jamky je pokryto elektro-
dami, které umožňují měření změny 
impedance v  odpovědi na přisednutí 
buněk na dno jamky  [11]. Nejdříve se 
změří signál kultivačního média bez pří-
davku buněk a následně jsou zazname-

Pro pokrytí membrány se využívají ma-
trice jako kolagen nebo Matrigel®, kdy 
během procesu simulujícího buněčnou 
invazi dochází k  interakci nádorových 
buněk s komponentami ECM a buněčné 
adhezi a  proteolytické degradaci ECM 
substrátu. Další výhoda je, že v tomto 3D 
prostředí jsou buňky přirozeněji polární, 
a jejich chování je proto bližší podmín-
kám in vivo.

Transwell migrační/ invazivní test

Běžně užívané komerční kvantitativní 
in vitro testy migrace a invazivity jsou pře-
vážně založeny na originálním systému 
Boydenovy komůrky [21]. Trans well® In-
vasion Assay představuje komerční va-
riantu založenou na jednorázových 
plastových vícejamkových destičkách 
s mikroporézní membránou (obr. 1) [22], 
do níž jsou buňky umístěny na jednu 
stranu membrány a  chemo atraktanty 
na druhou. Po určitém čase průběhu 
experimentu jsou buňky vizualizovány 
fl uorescenčním (nebo jiným) barvením 
a  buněčná migrace hodnocena na zá-
kladě podílu buněk, které prošly skrze 
membránu směrem k oblasti vyšší kon-
centrace chemoatraktantu. Experimen-
tální sestava ke studiu buněčné invazi-
vity může být vytvořena zablokováním 
pórů v membráně gelem o složení blíz-
kém ECM (kolagen, Matrigel®), invazivita 

buňky nebo buněčné explantáty. V okolí 
chemoatraktantu se ihned tvoří chemo-
taktický gradient, který může vyvolat mi-
graci buněk (obr. 1). Ta je snímána mik-
roskopem v  pravidelných intervalech. 
Metoda umožňuje nejen pozorovat po-
pulace stejných typů buněk, ale i srovná-
vat odlišné chemotaktické chování dvou 
nebo více buněčných typů zároveň.

In vitro metody ke studiu buněčné 

migrace a invazivity založené na 

principu Boydenovy komůrky

Boydenova komůrka

Metoda původně vyvinutá pro studium 
chemotaxe leukocytů se stala vhodným 
nástrojem pro pozorování motility a in-
vazivity nádorových buněk [16]. Klasická 
Boydenova komůrka (obr. 3) sestává ze 
dvou prostorů oddělených membrá-
nou [20]. V horní části jsou buňky v živ-
ném médiu a  v  části spodní v  médiu 
s  obsahem chemoatraktantu. Mem-
brána mezi nimi představuje fyzikální 
bariéru, kterou mohou buňky překonat 
pouze aktivním pohybem. Toto uspo-
řádání se využívá ke studiu migračních 
vlastností buněk. Komora může být však 
modifi kována pro studium invazivních 
vlastností nádorových buněk pokrytím 
mikroporézní membrány vrstvou, jejíž 
složení je blízké ECM. V tom případě ho-
voříme o trojrozměrném (3D) prostředí. 

Obr. 3. Boydenova komůrka. 

Schéma základní Boydenovy komůrky (vlevo) a komůrky s membránou pokrytou gelem 
z ECM (extracelulární matrix) pro studium invazivity buněk (vpravo). Buňky jsou naná-
šeny do horní komory a migrují skrz porézní membránu do dolní komory s chemoatrak-
tantem. Je-li membrána pokryta vrstvou gelu, buňky mají ztížené podmínky a musí inva-
dovat skrze něj.

migrace invazivita

horní komora

ECM gel

porézní membrána

dolní komora 
s chemoatraktantem

dolní komora
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vého růstu a  procesů metastatické kas-
kády in vivo je však myš domácí (Mus 
musculus) [36– 38]. V laboratorní praxi se 
nejčastěji používají dva jednoduché ex-
perimentální testy pro vznik plicních a ja-
terních metastáz a  dva spontánní testy 
pro prsní a  prostatické karcinomy. Vyu-
žívá se myších nádorových buněčných 
linií v syngenních imunokompetentních 
(schopných imunologické odpovědi na 
antigen) myších, nebo lidských nádoro-
vých štěpů implantovaných do imunode-
privovaných (neschopných imunologické 
odpovědi na antigen) myší. Při studiu mo-
lekulární podstaty metastazování jsou vy-
užívány třeba tyto modelové systémy: 
1. buněčná linie prsního myšího karci-
nomu aplikovaná do prsní tkáně imuno-
kompetentní myši, přičemž je hodnoceno 
vytváření metastáz (např. v játrech, lymfa-
tických uzlinách a plicích) [39]; 2. buněčná 
linie lidského prsního karcinomu apliko-
vaná do prsní tkáně imunodeficientní 
myši, přičemž je hodnoceno vytváření 
metastáz [40]; 3. lidská buněčná linie kar-
cinomu prostaty aplikovaná do prostaty 
imunodefi cientní myši s následným hod-
nocením tvorby metastáz [41]. K makro-
skopickému hodnocení vzniku a rozvoje 
vzniklých metastáz se využívají různé 
metody in vivo zobrazování, např. mag-
netická rezonance, pozitronová emisní 
tomografi e, počítačová tomografi e, che-
miluminiscenční a fl uorescenční zobrazo-
vaní i další.

Závěr

Ke studiu buněčné migrace a invazivity 
je využívána řada in vitro a in vivo metod. 
Tyto techniky jsou vhodný nástroj pro 
výzkum široké škály bio logických pro-
cesů, a  zejména pak pro studium mo-
lekulární podstaty rozvoje nádoro-
vých onemocnění. Lze tedy očekávat, 
že aplikace a  další rozvoj těchto tech-
nik přinese nové významné poznatky 
vedoucí k novým terapeutickým a dia-
gnostickým přístupům zlepšujícím léčbu 
nádorových onemocnění.

Literatura

1. Vincente- Manzanares M, Horwitz AR. Cell migration: 

an overview. Methods Mol Biol 2011; 769: 1−24. doi: 

10.1007/ 978-1-61779- 207- 6_1.

2. Valastyan S, Weinberg RA. Tumor metastasis: molecu-

lar insights and evolving paradigms. Cell 2011; 147(2): 

275– 292. doi: 10.1016/ j.cell.2011.09.024.

srovnávat migraci různých buněčných 
linií, anebo izogenních buněčných linií 
exprimujících studované proteiny s po-
tenciální promigrační úlohou. Obecně 
je tedy možno porovnávat a  hodno-
tit různé parametry ovlivňující migraci 
v paralelních mikrokanálcích v závislosti 
na designu experimentu. 

Metody studia metastazování 

in vivo

In vivo testování je nezbytnou součástí 
výzkumu v  oblasti nádorové bio logie, 
tj. zkoumání molekulární podstaty one-
mocnění, rozvoje dia gnostických pří-
stupů a vývoje efektivnější léčby včetně 
nových terapeutik. Savčí in vivo modely 
umožňují oproti výše popsaným in vitro 
experimentům lépe přiblížit experimen-
tální podmínky komplexnímu stavu orga-
nizmu, tedy podmínkám, v nichž dochází 
k  patologickým procesům, které není 
možno dostatečně v podmínkách in vitro 
simulovat. In vivo experimenty tudíž po-
skytují relativně věrohodnější výsledky, 
jsou však experimentálně a ekonomicky 
značně náročné. Vlastní vývoj geneticky 
modifi kovaných modelových organizmů 
se tak sám o  osobě stal nepostradatel-
ným podpůrným odvětvím výzkumu, bez 
něhož by nebylo možno studovat fyziolo-
gické a patologické děje v tak komplex-
ním systému, jako je živý organizmus. 
Ke studiu buněčné migrace a  invazivity 
in vivo se využívá celá řada organizmů 
(obr. 1). Hlenky Dictyostelium discoideum 
zásadně přispěly porozumění chemotaxe 
a identifi kaci jejích potenciálních regulá-
torů [30]. Háďátko obecné (Caenorhabdi-
tis elegans) díky svému průhlednému tělu 
a  možnosti vizualizace buněk pomocí 
proteinu GFP (green fluorescence pro-
tein) umožňuje analýzu přirozených a pa-
tologických migratorních cest [31], stejně 
tak průsvitná embrya a kukly octomilky 
(Drosophila) dovolují pozorování mig-
race určitých typů buněk  [32,33]. Fluo-
rescenčně značené neutrofi ly ryby dánia 
pruhovaného (Danio rerio) pak byly vy-
užity např. pro studium buněčných pro-
cesů během zánětu [34,35].

Myš –  nejpoužívanější in vivo model 

v nádorové bio logii

Nejpoužívanější organizmus ke studiu 
mechanizmů vzniku nádorů, nádoro-

návány změny impedance v  důsledku 
zvýšené adheze či proliferace přidaných 
buněk [11,23,24].

Výstupem experimentu prováděného 
v systému xCELLigence je tzv. buněčný 
index (cell index –  CI). Jde o bezrozměr-
nou veličinu, k jejímuž výpočtu se vyu-
žívá vztahu: CI =  (Zi –  Z0)/ 15 W, kde Zi 
je impedance v  daném okamžiku ex-
perimentu a Z0 pak impedance pozadí 
(média před přidáním buněk) [26]. Hod-
noty CI pro různé paralelní experimenty 
jsou poté dávány do vztahu s konkrétní 
studovanou vlastností buněk.

In vitro studium migrace a invazivity 

pomocí trojrozměrné konfokální 

mikroskopie

Využití konfokálního mikroskopu umož-
ňuje zaznamenávat pohyb buněk v pro-
storu a  čase  [27]. Pro studium buněčné 
migrace a  invazivity se v  tomto případě 
kombinuje Boydenova komůrka ve výše 
popsaném uspořádání se záznamem ob-
razu získaného konfokálním mikrosko-
pem. Test je pak prováděn tak, že nejdříve 
sestavíme migrační experiment v Boyde-
nově komůrce s membránou pokrytou 3D 
ECM gelem. Po nanesení studovaných ná-
dorových buněk je gel vyříznut. Míra mig-
race, resp. invazivity je poté monitorována 
ve 3D projekci konfokálním mikroskopem 
a zaznamenávána v reálném čase. Lze při-
tom využít jak mikroskopie v procházejí-
cím světle, tak fl uorescenčního značení 
buněk, buněčných struktur a molekul.

Studium buněčné migrace 

v mikrokanálcích

Jedná se o  univerzální, jednoduchou 
metodu studia buněčné migrace v  mi-
krokanálcích o  přesně definovaném 
tvaru  [28,29]. Tento test je považován 
za 3D metodu studia buněčné migrace. 
Sestavy paralelních kanálků (obr. 1) se vy-
rábějí na míru pro konkrétní experimenty, 
materiálem jsou většinou transparentní 
silikonové pryže. Konstrukce kanálku ur-
čuje míru omezení pohybu buněk, což 
je dáno adhezivitou materiálu, lokálními 
zúženími a ohyby mikrokanálků. Buňky 
procházejí paralelními mikrokanálky, 
přičemž pomocí světelného mikroskopu 
jsou sledovány vzdálenosti, které buňky 
v  paralelních experimentech urazí za 
daný čas. Tímto způsobem je možné 
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Souhrn
Nejzávažnější komplikací nádorových onemocnění je vznik vzdálených metastáz. K šíření do 
vzdálených orgánů využívají nádorové buňky často krevní cirkulaci. Vstup do krevního oběhu 
a průchod stěnou kapiláry do cílového sekundárního místa umožňují kolonizaci jiných orgánů 
a vznik život ohrožujících metastáz. Průchod stěnou cévy (transendoteliální migrace) je zásadní 
krok metastatické kaskády a poznání mechanizmů řídících tento proces by jistě přispělo k vy-
tváření nových strategií pro cílenou proti- metastatickou terapii. Existuje několik způsobů, jak 
studovat transendoteliální migraci v živých modelových organizmech (in vivo). Jejich výhoda 
je, že poskytují komplexní fyziologické mikroprostředí, jsou ale nákladné a technicky náročné. 
Proto se používají stále dokonalejší techniky pro sledování transendoteliální migrace in vitro. 
Jsou obecně dostupnější a méně náročné na vybavení, ale i v rámci metod studia transen-
doteliální migrace in vitro existuje značná variabilita ve složitosti provedení, požadavcích na 
speciální přístrojové vybavení, přesnosti simulace podmínek in vivo a v relevanci pro onkolo-
gické aplikace. Technické přístupy ke studiu transendoteliální migrace in vitro, jejich rozdělení, 
modifi kace, výhody a nevýhody jsou předmětem tohoto přehledového článku.
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Summary
The most dangerous aspect of cancer is the metastatic spread to other parts of the body. Can-
cer cells frequently use circulation to spread to secondary locations. By entering the blood-
stream (in a process called intravasation) and by crossing the vessel walls at the metastatic sites 
(extravasation) tumor cells disseminate to distal organs and eventually form life- threatening 
metastases. Crossing the vessel walls (transendothelial migration) is a vital step of metastatic 
cascade and the elucidation of mechanisms involved in transendothelial migration might in-
spire new strategies of targeted anti-metastatic therapy. There are several methods to study 
transendothelial migration in living models (in vivo). Although they off er complex physiological 
microenvironment, they are expensive and technically demanding, therefore not widely used. 
As an alternative, sophisticated techniques to investigate transendothelial migration in vitro 
have been developed. They are generally more available and feasible, but there is still conside-
rable variability in the diffi  culty of performance, the requirements for specialized devices, accu-
racy of in vivo simulation and relevance for oncological applications. The classifi cation, various 
modifi cations, pros and cons of in vitro techniques for studying transendothelial migration are 
summarized in this review.
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Úvod 

Transendoteliální migrace (diapedéza) 
je proces průchodu buněk přes endotel. 
Může vést oběma směry: buňka může 
směřovat z  lumen cévy/ kapiláry do pa-
renchymu cílového orgánu (extravazace), 
nebo naopak vstupovat ze subendote-
liální tkáně do cirkulace (intravazace). 
Fyziologicky k  ní dochází např. během 
zánětu, kdy leukocyty přitahované pro-
zánětlivými molekulami vystupují z krev-
ního řečiště do poškozené tkáně. U nádo-
rových onemocnění dochází k  interakci 
s endotelem během angiogeneze a me-
tastatického šíření nádoru. Do míst vzdá-
lených primárnímu tumoru jsou nádo-
rové buňky často distribuovány krevním 
systémem, což předpokládá dvojí prů-
nik nádorových buněk endoteliální barié-
rou. Invazivní buňky unikají z tkáně pri-
márního karcinomu do krevního řečiště, 
přežívají jako cirkulující nádorové buňky, 
v cílovém místě prostupují stěnou kapi-
láry a  v  novém mikroprostředí mohou 
přežívat ve stavu dormance, případně dát 
vznik sekundárnímu nádoru [1].

Molekulární mechanizmy řídící inter-
akci nádorových buněk s endotelem jsou 
tedy s  ohledem na potenciální terapeu-
tické využití a  prevenci metastatického 
rozsevu předmětem intenzivního vý-
zkumu. Zkoumání transendoteliální mig-
race (TEM) in vivo je znesnadněno tím, že 
se jedná o proces probíhající uvnitř tkání 
organizmu, v komplexním mikroprostředí 
a  často v  obtížně predikovatelných mís-
tech [2]. Nicméně pro studium intravazace 
lze využít zobrazovací techniky intravitální 
mikroskopie, extravazaci in vivo je možné 
hodnotit z  hlediska účinnosti na úrovni 
buněčných populací podle přítomnosti 
značených buněk v parenchymu cílových 
orgánů [3– 5]. Nedostatky těchto strategií, 
jako jsou špatné prostorové rozlišení intra-
vitální mikroskopie, nákladnost, nutnost 
použití modelových zvířat a jejich výběr, 
vyvažuje komplexní fyziologické mikro-
prostředí TEM. Alternativu těmto přístu-
pům in vivo nabízejí systémy pro sledování 
TEM in vitro, jejichž rozdělení a  popis je 
předmětem tohoto přehledového článku. 

Možnosti studia transendoteliální 

migrace in vitro

Techniky pro studium TEM in vitro lze 
rozdělit podle substrátu, na němž se for-

muje vrstva endoteliálních buněk (en-
dotelial cell – EC). Ně kte ré techniky vy-
užívají tzv. transwell systém, kdy EC 
pokrývají porézní polyesterovou nebo 
polykarbonátovou membránu, jiné za-
jišťují 3D kultivační podmínky, obvykle 
reprezentované 3D kolagenovým gelem 
převrstveným endoteliálními buňkami. 
Podle způsobu monitorování TEM in 
vitro se rozlišují metody mikroskopické 
a nemikroskopické. Mikroskopické i ne-
mikroskopické metody sledování TEM 
můžeme dále rozdělit na ty, které analy-
zují jeden (konečný) časový bod procesu, 
a  na ty, které umožňují zaznamenávat 
TEM v reálném čase (časosběrná mikro-
skopie nebo monitorování změn impe-
dance). Podle dalšího kritéria se rozlišují 
statické systémy TEM in vitro, systémy 
fl uidní a  třepací („rocking“)  [6– 8]. Níže 
budou popsány jednotlivé techniky stu-
dia TEM in vitro a jejich modifi kace.

Statické systémy 

Transwell techniky pro sledování 

transendoteliální migrace

Základní transwell systém pro sledo-
vání TEM (obr. 1A) sestává z dvoukomo-
rové kultivační jamky přehrazené po-
rézním filtrem (velikost pórů obvykle 
5– 8 μm) [9– 11]. Na horní stranu fi ltru jsou 
nasazeny EC, přitom adhezivní vlastnosti 
membrány jsou obvykle zlepšeny před-
chozím ošetřením roztoky obsahujícími 
složky extracelulární matrix (ECM), jako 
jsou fibronektin, vitronektin, kolagen, 
matrigel nebo želatina, za vzniku tenké 
vrstvy ECM [5,9,12,13]. Používají se různé 
typy EC: komerčně dostupné lidské EC 
z  pupečníkové žíly (HUVEC)  [10,14], 
primární lidské mikrovaskulární EC 
z  různých orgánů  [11,15], EC z  aorty 
(HAEC) [16], imortalizovaná linie myších 
EC z pankreatu (MS1) [17], primární myší 
mikrovaskulární EC izolované z různých 
orgánů  [5,8]. Jakmile EC zaplní plochu 
membrány a dosáhnou konfl uence, což 
lze ověřit testem na permeabilitu EC po-
mocí dextranu konjugovaného s fl uoro-
forem nebo měřením transendoteliální 
elektrické rezistence (TEER) [18,19], při-
dají se do horní části nádorové buňky. 
Spodní část jamky je naplněna médiem 
s chemoatraktantem podporujícím pro-
stup nádorových buněk vrstvou en-
dotelu a  membránou. TEM se obvykle 

vyhodnocuje 4– 24 hodin po přidání ná-
dorových buněk (časový bod pro za-
stavení TEM je nutno stanovit empi-
ricky pro každou kombinaci buněčných 
linií) [9,12,14,20]. Hodnotí se přítomnost 
nádorových buněk na spodní straně 
membrány, případně ve spodní části 
transwell jamky [5,9]. Četnost buněk se 
posuzuje vizuálně po fi xaci, případně po 
barvení (pokud nejsou označeny pře-
dem)  [12,14,21], nebo se kvantifikace 
provádí fl uorimetricky, event. průtoko-
vou cytometrií při značení buněk fl uo-
rescenčními sondami [13,20,22]. Toto vý-
chozí uspořádání transwell experimentu 
je snadno sestavitelné, nevyžaduje spe-
ciální vybavení, umožňuje kvantifi kaci, 
ale nenabízí možnost pozorovat jednot-
livé fáze TEM. 

Používají se proto i různé modifi kace 
tohoto přístupu vyvažující ně kte ré ne-
dostatky. Jako alternativní způsob hod-
nocení TEM (k „end-point“ detekci) lze 
použít odečítání změn impedance na 
spodní straně membrány transwell 
jamky. Kromě přístrojového vybavení 
(např. xCELLigence real time cell ana-
lyzer) jsou k  tomu nezbytné speciálně 
upravené transwell jamky (CIM- plates) 
obsahující mikroelektrody na spodní 
straně membrány. Nádorové buňky 
procházející vrstvou EC a póry v mem-
bráně se dostávají do kontaktu s mikro-
elektrodami. Jejich přítomnost způso-
buje změnu impedance a ta se odečítá 
v  libovolných časových intervalech. 
Poměrně k  počtu transmigrujících 
buněk narůstá v čase buněčný index od-
povídající změně impedance, což umož-
ňuje monitorování TEM v reálném čase 
(Knopfová et al, dosud nepublikováno). 
Pro rozlišení signálu generovaného sa-
motnými EC je nutno jako kontrolu měřit 
impedanci v jamkách, do kterých nebyly 
přidány nádorové buňky.

Další možnost, jak zachytit dynamiku 
interakce nádorových a  endoteliálních 
buněk během TEM na transwell mem-
bránách, nabízí mikroskopie. Inzerty 
s  membránami (horní část transwell 
jamky) pokrytými EC jsou po přidání sus-
penze označených nádorových buněk 
položeny na misky se skleněným dnem 
(obr. 1E). Během inkubace ve vyhřívané 
komoře mikroskopu jsou v  pravidel-
ných intervalech snímány buňky v růz-
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procházejí skrz subendoteliální ECM 
a membránu. Toto uspořádání simuluje 
extravazaci in vivo, kdy nádorové buňky 
opouští lumen cévy, interagují s EC a ná-
sledně s bazální membránou obklopu-
jící cévu. Protože schopnost extravazace 
a  intravazace nejsou funkčně ekviva-
lentní  [1], používá se pro testování in-
travazace in vitro transwell inzert, jehož 
spodní strana je upravena tenkou vrst-
vou ECM a překryta EC [10]. Po inkubaci 
nutné k získání celistvé vrstvy EC se in-
zert obrátí a  horní část se naplní sus-
penzí nádorových buněk. Spodní část 
slouží jako rezervoár kultivačního média 
s chemoatraktantem, případně s jinými 
testovanými látkami. Takto vstupují ná-
dorové buňky nejdříve do kontaktu se 
subendoteliální vrstvou ECM a s bazál-
ním pólem EC  [10]. Orientace nádoro-
vých a endoteliálních buněk tak odpo-
vídá situaci in vivo během intravazace, 
kdy izolovaná buňka nádoru vniká z ex-
traluminálního prostoru do cirkulace.

jich přisednutí inzert obrátili a do horní 
části nasadili linii lidských mikrovas-
kulárních EC z  mozku (HBMEC)  [11]. 
Podobně jako při výchozích transwell 
testech byly po dosažení konfl uence EC 
ke kokultuře přidány značené nádorové 
buňky a po čase vyhodnocena jejich pří-
tomnost na spodní části inzertu  [11]. 
Jednodušší verze pokusu vynechává 
kultivaci astrocytů pod vrstvou EC a pro 
napodobení krevně-mozkové bariéry se 
bazální pól primárních EC z mozku vy-
stavuje médiu, v  němž byly astrocyty 
kultivovány [19], případně se astrocyty 
nasadí na dno spodní části transwell 
jamky  [24]. Faktory sekretované astro-
cyty podporují  utěsnění adhezivních 
spojů mezi EC [19].

Obrácené pořadí jednotlivých vrs-
tev v  transwell testech TEM lze využít 
pro modelování intravazace (obr.  1D). 
V  klasické transwell sestavě přicházejí 
nádorové buňky nejdříve do kontaktu 
s  apikální (luminální) stranou EC, poté 

ných rovinách vzorku (nad membránou, 
v úrovni membrány i pod ní) [23]. Tento 
přístup dovoluje zachytit buňky v  jed-
notlivých krocích během migrace přes 
endotel a membránu i sekvenci těchto 
kroků. Takto bylo zjištěno, že mezen-
chymální kmenové buňky procházejí 
mezi EC (nikoli skrz EC) dočasně vytvo-
řenými mezerami, které se nad transmi-
grující buňkou zacelují [23]. Zobrazovací 
techniky se však potýkají se špatnými 
optickými vlastnostmi transwell mem-
brány, zajištění dostatečného rozlišení 
vyžaduje velmi nákladné vybavení (kon-
fokální mikroskop pro snímání živých 
buněk a  objektiv s  dlouhou pracovní 
vzdáleností). 

Transwell systém lze modifikovat 
pro speciální účely, např. pro simu-
laci krevně-mozkové bariéry (obr.  1B). 
Malin et al uzpůsobili transwell uspořá-
dání pro kokultivaci EC a astrocytů –  na 
spodní část transwell membrány apli-
kovali primární lidské astrocyty, po je-

Obr. 1. Schematické znázornění statických systémů pro detekci TEM. 

A. Základní složky transwell systému TEM; B. transwell model krevně-mozkové bariéry; C. modifi kace transwell metodiky: TEM v přítom-
nosti krevních buněk; D. transwell model pro studium intravazace in vitro; E. transwell inzert v misce se skleněným dnem pro mikrosko-
pickou detekci TEM; F. 3D model TEM.

TC – nádorová buňka, EC – endoteliální buňka
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jako je CellTraceTM, CellTrackerTM, Calcein 
AM, karboxyfl uorescein diacetát sukci-
nimidyl ester CFSE, případně transfekce 
plazmidy kódujícími fl uorescenční pro-
teiny [15,22,28]. Je možné takto označit 
také specifi cké buněčné struktury, např. 
F- actin pomocí LifeAct peptidu konjugo-
vaného s fl uorescenční značkou, a sledo-
vat tak dynamickou distribuci cílového 
proteinu během TEM [28]. 

Vyhodnocení TEM spočívá ve sní-
mání několika rovin kokultury (nad i pod 
úrovní EC) konfokálním mikroskopem 
a následné analýze obrazu, která umož-
ňuje i jistou míru kvantifi kace. Pro porov-
nání míry TEM se stanoví četnost buněk 
nad a pod vrstvou EC [22]. Kromě účin-
nosti TEM se dají sledovat další para-
metry, jako je polarizace buněk, forma 
diapedézy (transcelulární nebo para-
celulární), formování membránových 
struktur a jiné [30]. Videomikroskopicky 
lze snímat jedno místo vzorku v  čase, 
nebo lze buňky v  požadovaném časo-
vém intervalu fi xovat a použitím speci-
fi ckých protilátek určit subcelulární dis-
tribuci a/ nebo kolokalizaci sledovaných 
proteinů [22,28]. S použitím 3D modelu 
TEM se podařilo zachytit dramatické 
změny tvaru transmigrujících buněk do-
provázené reorganizací aktinového cy-
toskeletu a charakterizovat stadia extra-
vazace in vitro [15].

Fluidní systémy

Paralelní průtokové modely

Oba popsané modely (transwell i  3D) 
patří do skupiny statických systémů 
pro sledování TEM in vitro. To znamená, 
že v  nich nedochází k  proudění teku-
tiny, která by simulovala cirkulaci krve 
uvnitř cév. Proudění nosné tekutiny 
a tzv. smykové napětí (shear stress) nic-
méně významně ovlivňují morfologické 
i funkční charakteristiky EC, adhezi cirku-
lujících nádorových buněk ke stěně cévy 
a transmigraci [31]. Proto byly vytvořeny 
fl uidní systémy pro výzkum TEM.

Nejjednodušší fl uidní systém se skládá 
z kultivační komůrky s otvory pro přítok 
a odtok média (parallel- plate fl ow cham-
ber) [13] (obr. 2A). Na dno průtokové ko-
můrky se vkládá sklo (předem ošetřené 
ně kte rou složkou ECM) pokryté vrst-
vou EC. Do komůrky je pumpou vtlačo-
váno médium (rychlost proudění je re-

plikuje získání informací o  morfologii 
buněk, organizaci bio membránových 
struktur a/ nebo mezibuněčných kon-
taktů během jednotlivých fází TEM [27]. 
Deformaci buněk během průchodu 
transwell membránou je možno přede-
jít použitím trojrozměrných gelů jako 
substrátů pro formování monovrstvy 
EC  [27,28] (obr.  1F). Jako 3D fibrilární 
matrix se obvykle používá extrakt ba-
zální membrány (matrigel) [15] nebo ko-
lagen typu I [22,28], který v neutrálním 
pH a při teplotě 37  °C tuhne za vzniku 
průsvitné gelové struktury, jejíž pevnost 
je dána koncentrací kolagenu. Tloušťka 
gelu limituje rozlišení, pro vyšší rozli-
šení (63– 100× objektiv) jsou nezbytné 
gely tenčí než 100 μm [28]. Roztok ko-
lagenu nebo matrigelu se aplikuje na 
kultivační misku se skleněným dnem, po 
ztuhnutí se povrch gelu může ještě upra-
vit fi bronektinem a na něj se v požado-
vané hustotě nasadí EC [29]. Růst EC lze 
snadno vizuálně kontrolovat. Ke konfl u-
entním buňkám se přidá suspenze zna-
čených testovaných buněk. Ke značení 
se používají fluorescenční sondy per-
meabilní pro membránu živých buněk, 

Kromě astrocytů mohou být tradiční 
transwell TEM experimenty obohaceny 
dalším typem buněk, monocyty [5]. Bylo 
prokázáno, že myeloidní buňky se ak-
tivně účastní TEM a diseminace nádorů 
in vivo  [5,25,26]. Přítomnost leukocytů 
v kokultuře nádorových a endoteliálních 
buněk přispívá k  simulaci fyziologicky 
relevantních podmínek extravazace. 
Postup i  složky transwell experimentu 
zůstávají stejné, jen se do horní části 
jamky k  suspenzi nádorových buněk 
přidá pětinásobné množství monocytů 
(obr.  1C). Tato varianta transwell sys-
tému pomáhá lépe odhadovat metasta-
tickou aktivitu buněk in vivo. Například 
nádorové buňky MC- 38  neschopné za 
normálních podmínek migrovat vrstvou 
primárních EC procházejí endotelem 
v přítomnosti primárních monocytů izo-
lovaných z kostní dřeně myší [5]. 

Trojrozměrné modely 

transendoteliální migrace in vitro

Zatímco transwell systémy se pro svou 
jednoduchost hojně používají pro kvan-
tifi kaci TEM in vitro, nefyziologická ba-
riéra, jakou je porézní membrána, kom-

Obr. 2. Schematické znázornění fl uidních systémů pro detekci TEM. 

A. Paralelní fl uidní model, boční pohled; B. transwell průtokový systém, boční pohled; 
C. kapilární fl uidní model krevně-mozkové bariéry, pohled shora; D. kapilární mikrofl uidní 
zařízení pro sledování extravazace, pohled shora; E. kapilární mikrofl uidní systém pro sle-
dování intravazace, pohled shora.

TC – nádorová buňka, EC – endoteliální buňka, PDMS – polydimetylsiloxan, ECM – extra-
celulární matrix
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lování extravazace in vitro  [7]. Přechod 
z  dutiny kanálu vytvořeného v  polydi-
metylsiloxanu přes vrstvu EC do hyd-
rogelu v  bočním kanálku podstoupí 
39  % injikovaných nádorových buněk 
linie MDA- MB- 231  během prvních 
24 hodin [7].

Pro sledování intravazace za fl uidních 
podmínek v 3D mikroprostředí existuje 
speciální systém, který reprodukuje roz-
hraní mezi primárním nádorem a endo-
telem a umožňuje mikroskopii v reálném 
čase a ve vysokém rozlišení [37]. Systém 
dvou paralelních mikrokanálků, jež jsou 
propojeny vrstvou kolagenového gelu, 
dovoluje nezávislé nasazení endote-
liálních a  nádorových buněk (obr.  2E). 
EC formují uvnitř kanálu dutou 3D kapi-
lární strukturu, nádorové buňky invadují 
hydrogel, narážejí na bazální stranu EC 
a transmigrují do dutiny paralelního ka-
nálku. Systém umožňuje regulovat prů-
tok, obohacovat mikroprostředí dalšími 
buněčnými typy, např. makrofágy, vy-
tvářet koncentrační gradient testova-
ných látek a napodobovat tak situaci do-
provázející intravazaci in vivo [37]. Takto 
se podařilo prokázat, že endotel fun-
guje jako bariéra v migraci nádorových 
buněk, jejíž permeabilita může být mo-
dulována faktory sekretovanými primár-
ním nádorem [37].

Třepací („rocking“) systém pro 

analýzu transendoteliální migrace

Protože fluidní modely často vyžadují 
speciální vybavení a nejsou snadno do-
stupné, navrhli Bapu et al nahradit jed-
nosměrný proud tekutiny obousměr-
ným, který by v kultivačních nádobkách 
vznikal kýváním nebo třepáním  [8]. 
Jejich model umožňuje mikroskopicky 
hodnotit míru adheze nádorových 
buněk k EC rostoucím v monovrstvě na 
skleněném povrchu  [8]. Usuzujeme, že 
podobného efektu se stejnými výho-
dami by se docílilo s použitím transwell 
jamek vystavených po dobu dvou a více 
hodin kývání, a tedy proudění média. 

Závěr

Existuje řada metodických přístupů ke 
studiu TEM in vitro. Transwell systémy 
jsou upřednostňovány pro jednodu-
chost a  dostupnost při prvotních od-
hadech míry TEM různých typů buněk, 

tvoří polypropylenové duté vlákno vlo-
žené do uzavřené komůrky s  otvory 
pro přísun a  odtok média a  se skleně-
ným dnem. Dovnitř vlákna jsou injiko-
vány EC tak, aby po přisednutí a dělení 
tvořily výstelku dutiny. Do extralumi-
nálního prostoru jsou aplikovány astro-
cyty, které pak pokrývají vlákno z vnější 
strany. Do vlákna je pumpou vtlačováno 
médium a silikonové trubice zajišťují vý-
měnu CO2/ O2. Vnitřní průměr vlákna je 
asi 600 μm a tloušťka stěny 200 μm. Prů-
měr pórů ve stěně vlákna může být až 
4 μm, což umožňuje extravazaci buněk 
z lumen kapiláry [32]. Výhoda tohoto dy-
namického systému je zajištění kontro-
lovaného 3D růstu buněčných složek 
krevně-mozkové bariéry v průtokovém 
systému umělých kapilár. Pro výzkum 
TEM nádorových buněk nebyl tento 
model dosud významně využíván.

Propracovaný mikrofluidní model 
TEM, který zahrnuje všechny základní 
složky mikroprostředí krevní kapiláry 
in vivo (dutinu s výstelkou EC, proudění 
média a smykové napětí, perivaskulární 
3D ECM), vytvořili Zhang et al  [6]. Mik-
rofl uidní zařízení představuje skleněná 
podložka pokrytá vrstvou polydimetylsi-
loxanu, průsvitným organickým polyme-
rem s  vysokou propustností pro plyny. 
V něm je vytvořena soustava kanálků –  
hlavní kanál s otvory pro přítok a odtok 
média, do něhož kolmo ústí několik boč-
ních kanálků (obr. 2D). Tyto jsou následně 
až po ústí do hlavního kanálu naplněny 
matrigelem (nebo jiným hydrogelem si-
mulujícím ECM) a  slouží jako perivas-
kulární matrix. Hlavní kanál je po všech 
stranách vystlán EC, proudí jím médium 
a simuluje dutinu cévy. TEM je monitoro-
vána v místě, kde boční kanálky ústí do 
hlavního. Tam nádorové buňky (ozna-
čené fl uorescenční sondou) aplikované 
do média nemusejí překonávat žádné 
umělé bariéry a  vstupují do kontaktu 
pouze s (jinak fl uorescenčně značenými) 
EC a subendoteliální ECM. V matrix boč-
ních kanálků je navíc možno vytvořit 
gradient libovolných chemoatraktantů 
a  zkoumat tak jejich vliv na účinnost 
TEM [6]. Podobný design mikrofl uidního 
systému, kdy nádorové buňky unášené 
proudem média interagují s  EC a  mig-
rují skrz ně do 3D matrix tvořené kolage-
nem typu I, využili Jeon et al pro mode-

gulována), do něj se přidá studovaná 
buněčná populace a  mikroskopicky se 
hodnotí adheze k  EC při různě vyso-
kém smykovém napětí (0,5– 40 dyn/ cm2, 
fyziologický rozsah v  mikrovaskula-
tuře 0,5– 5  dyn/ cm2, ve velkých cévách 
10– 40 dyn/ cm2) [13,16,32,33]. 

I fl uidní systémy poskytují prostor pro 
obohacení kokultury EC a  nádorových 
buněk o další buněčné typy. Začlenění 
monocytů do průtokových modelů TEM 
se ukazuje jako výhoda při snaze před-
vídat chování buněk in vivo. Například 
metastatické buňky prsního karcinomu 
(linie MDA- MB- 231) interagují v  prů-
tokových podmínkách s  endotelem in 
vitro výhradně v  přítomnosti mono-
cytů, s nimiž tvoří stabilní agregáty [16]. 
Monocyty takto asistují nádorovým buň-
kám vystaveným hemodynamickému 
působení při zachycení na vrstvě EC [16].

Transwell průtokový model

S podobným výsledkem byla testována 
TEM buněk melanomu v  přítomnosti 
krevních buněk [34,35]. Kromě fl uidního 
modelu popsaného výše použili Dong 
et al transwell kultivační systém adapto-
vaný pro průtokové podmínky –  porézní 
membrána tvoří substrát pro EC, prostor 
pod membránou slouží jako zásobárna 
chemoatraktantu, prostor nad membrá-
nou je uzavřen a otvory v horní části se 
vhání a odtéká médium se suspenzí ná-
dorových a krevních buněk (obr. 2B) [34]. 
Tento transwell fluidní systém umož-
ňuje sledovat migraci skrz vrstvu EC, za-
tímco paralelní průtokový systém zazna-
menává adhezi nádorových buněk k EC 
a  interkalaci. TEM buněk melanomu je 
v průtokových podmínkách ve srovnání 
se statickými podmínkami zhoršena, nic-
méně ji významně stimuluje interakce 
s krevními neutrofi ly [34,35].

Kapilární průtokové modely

Fluidní systém, který by sloužil jako 
model krevně-mozkové bariéry in vitro, 
navrhli Cucullo et al  [32,36]. Trojroz-
měrný průtokový model, jenž zahrnuje 
luminální působení smykového napětí 
na mozkové EC i  abluminální vliv as-
trocytů, umožňuje reprodukovat fyzi-
kální a  bio chemické vlastnosti intaktní 
krevně-mozkové bariéry (obr.  2C)  [36]. 
Nosnou konstrukci původního modelu 
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nebo za působení širokého spektra růz-
ných látek. Složitější statické modely 
jsou nezbytné pro zachycení dynamiky 
TEM, případně pro identifi kaci fáze pro-
cesu, která byla zasažena za testovaných 
podmínek. Fluidní systémy, zejména ka-
pilární, zlepšují in vitro možnosti reka-
pitulace komplexních fyziologických 
podmínek in vivo, a  tím pomáhají lépe 
odhadovat výsledky experimentálních 
zásahů v  živém organizmu. Stále do-
konalejší techniky pro detekci TEM in 
vitro reprezentují nezbytnou alterna-
tivu k postupům in vivo, jež nabízejí vý-
sledky relevantní pro klinické aplikace, 
ale nejsou pro svou nákladnost a experi-
mentální náročnost vždy dostupné. Pro-
tože interakce nádorových buněk a en-
dotelu determinují úspěšnost nádorové 
diseminace, představují potenciální cíl 
proti- metastatické terapie a  mechani-
zmy regulující TEM jsou tak významným 
tématem onkologického výzkumu.
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Mechanizmy lékové rezistence a nádorové 

kmenové buňky

Mechanisms of Drug Resistance and Cancer Stem Cells

Holčaková J., Nekulová M., Orzol P., Vojtěšek B.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
Ačkoliv úspěšnost léčby nádorových onemocnění se každoročně zvyšuje, rezistence k léčivům 
je nadále hlavní příčina úmrtí pacientů s rakovinou. Počáteční léčba často zanechává „zbytkové“ 
(reziduální) onemocnění, které vede k opětovnému rozvoji nádoru, případně ke ztrátě jeho 
citlivosti k použité léčbě. Vznik reziduálního onemocnění je ovlivněn přítomností nádorových 
kmenových buněk (CSCs). Jedná se o malou populaci buněk schopných sebeobnovy a diferen-
ciace. Předpokládá se, že tyto buňky jsou odpovědné za vznik, růst, metastazovaní a udržení 
nádoru a také za jeho lékovou rezistenci. V poslední době je velká pozornost věnována vývoji 
terapií zaměřených na eliminaci CSCs a na identifi kaci klíčových molekul zapojených do kon-
troly vlastností charakteristických pro populaci CSCs. Tento článek shrnuje základní poznatky 
o mechanizmech lékové rezistence ve vztahu k populaci nádorových kmenových buněk.

Klíčová slova
léková rezistence − nádorové kmenové buňky − membránové transportní proteiny –  přeměna 
epitelové buňky na mezenchymovou –  mikroprostředí nádoru − apoptóza

Summary
Although the success of anticancer treatments has been increasing annually, drug resistance 
remains the dominant cause of death of cancer patients. Initial therapy often leaves residual 
dis ease that leads to repeated tumor development or to loss of its sensitivity to available the-
rapy. One reason of residual disease formation is the presence of cancer stem cells (CSCs). CSCs 
have been identifi ed as a small population of cells that is capable of self- renewal and diff eren-
tiation. It is supposed that these cells are responsible for cancer initiation, progression, me-
tastasis, recurrence and drug resistance. Over the past years, much attention has been paid to 
development of CSCs-related therapies and to identifi cation of key molecules involved in cont-
rolling the specifi c properties of CSCs populations. This article reviews the basic mechanisms of 
drug resistance in relation to cancer stem cells.

Key words
drug resistance − cancer stem cells − membrane transport proteins –  epithelial-mesenchymal 
transition –  tumor microenvironment − apoptosis
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Úvod

Rezistence nádorů k  dostupné léčbě 
(chemorezistence) je jedna z  hlavních 
příčin úmrtí pacientů s  rakovinou. Vět-
šinou se chemorezistence vyvíjí ve dvou 
krocích. Nejprve nádor odpovídá na 
léčbu, ale ne všechny buňky jsou zni-
čeny. Tyto rezistentní buňky mohou poté 
dát vznik sekundárním nádorům, které 
již neodpovídají na terapii. Na odolnosti 
buněk vůči léčbě se podílí mnoho fak-
torů, jako je snížené vstřebávání léčiv 
nebo naopak jejich zvýšený výdej, de-
toxikace, zvýšená intenzita oprav DNA 
či deregulace drah programované smrti 
buněk  [1,2]. Příčinou chemorezistence 
u pevných nádorů může být i špatný pří-
sun léčiv z důvodu slabé vaskularizace 
nádoru či nepropustnosti okolní tkáně. 
Uvedené mechanizmy lékové rezistence 
se shodují s původními nebo získanými 
vlastnostmi charakteristickými pro ná-
dorové kmenové buňky (cancer stem 
cells – CSCs): stagnace, specifi cká mor-
fologie, zvýšená produkce antiapopto-
tických proteinů, transmembránových 
přenašečů či detoxikačních enzymů. 
Předpokládá se, že právě tyto buňky od-
povídají za lékovou rezistenci, metasta-
zování a recidivu ně kte rých nádorů. 

Současné strategie léčby proto zahr-
nují nejen překonávání fyzických ba-
riér a mechanizmů lékové rezistence ná-
dorů, ale také se soustřeďují na cílené 
potlačení CSCs, aby se zabránilo návratu 
onemocnění [3].

Nejčastější mechanizmy lékové 

rezistence

Mikroprostředí nádorů (nika) 

Nádor je vysoce komplexní tkáň, kde 
jsou vlastní nádorové buňky většinou 
v  menšině a  koexistují s  různými typy 
buněk v  prostředí, které se významně 
liší od normální tkáně. Nádorové buňky 
jsou silně provázány s okolním prostře-
dím, jež jim předává a poskytuje onko-
genní signály podporující nádorovou 
progresi [4]. Součástí niky jsou stromální 
buňky, buňky imunitního systému, en-
doteliální buňky či pericyty. Převládající 
stromální buňky jsou fi broblasty, které 
uvolňují do prostředí komponenty extra-
celulární matrix, enzymy, růstové faktory, 
cytosiny a látky stimulující růst nádoru, 
angiogenezi a  infiltraci buněk imunit-

ního systému [5,6]. Infi ltrace imunitních 
buněk je významná pro ně kte ré typy ná-
dorů, jako adenokarcinom mléčné žlázy 
a slinivky. Tyto s nádorem spolupracující 
makrofágy uvolňují růstové faktory, che-
mokiny, cytosiny či enzymy degradující 
matrix, které stimulují angiogenzi  [7], 
růst nádorových buněk, invazivitu, příliv 
pronádorových imunitních buněk a na-
opak blokují aktivaci protinádorových 
T buněk [8]. Dalším příkladem jsou stro-
mální buňky v okolí kostní dřeně nebo 
sekundárních lymfoidních orgánů, jež 
podporují růst, proliferaci a chemorezis-
tenci maligních B buněk a napomáhají 
tak průběhu onemocnění [9]. Nádorové 
buňky produkují proteolytické enzymy, 
zejména metaloproteinázy, které mají 
pro-migrační a  pro-angiogenní vlast-
nosti, aktivují povrch buněk a  faktory 
vážící se na extracelulární matrix (ECM). 
Příkladem je nadměrná produkce akti-
vovaných forem metaloproteináz u epi-
telu mléčné žlázy u  myší, jež narušují 
spojitost kostní dřeně, čímž vzniká reak-
tivní stroma a formují se geneticky ne-
stabilní nádory mléčné žlázy  [10]. Slo-
žení a  uspořádání ECM a  stromálních 
komponent přispívá k  výraznému gra-
dientu v koncentraci léků, zvyšuje me-
zibuněčný tlak kapalin a dochází k me-
tabolickým změnám, což silně přispívá 
ke zvýšení chemorezistence nádorových 
buněk [11]. Podobně pomáhá přežívání 
maligních buněk slabě kyselé pH cha-
rakteristické pro okolí pevných nádorů, 
které snižuje průchod ně kte rých bazic-
kých chemoterapeutik difúzí přes plaz-
matickou membránu  [12]. Nika obklo-
pující nádor tak vytváří bariéru chránící 
nádor před účinkem léků. Současné stu-
die ukazují, že enzymatickým narušením 
stromatu v okolí nádorů a odstraněním 
jejich ochranné bariéry dochází ke zvý-
šení vaskularizace a  zlepšení účinnosti 
protinádorové léčby [3].

Chemorezistence navozená 

buněčnou adhezí (CAM- DR)

Pro růst a  přežití normálních buněk je 
nezbytná adheze (přilnavost) k  povr-
chu, naopak u  nádorových buněk je 
nutná nezávislost na jejich ukotvení. 
Např. ztráta β1- integrinu u  nemalig-
ních buněk vede k  jejich apoptóze, za-
tímco u nádorových buněk bývá exprese 

β1- integrinu zcela potlačena nebo na-
opak dramaticky zvýšena. Adheze k ECM 
přes β1- integriny u  buněk mnohočet-
ného myelomu zvyšuje růst nádoru 
a jeho rezistenci k léčivům jako doxoru-
bicin a melfalan [13]. Zablokování vazby 
β1- integrinu k ECM a stromálním buň-
kám dramaticky snižuje nádorové zatí-
žení a zvyšuje přežití u myších modelů 
mnohočetného myelomu [14]. Podobně 
inhibice β1- integrinu u xenograftů kar-
cinomu mléčné žlázy vede k  význam-
nému zmenšení nádorů a zvýšení jejich 
citlivosti k  ozařování  [15]. Vazba nádo-
rových buněk k ECM a stromálním buň-
kám přes β1- integriny ovlivňuje buněč-
nou lokalizaci apoptotických regulátorů 
a  kontroluje průběh buněčného cyklu 
u  hematologických a  epitelových ma-
lignit  [16]. Hazlehurst et al popsali, 
že zástava buněčného cyklu v  G1  fázi 
u buněk myelomu je způsobena vazbou 
β1- integrinu na fi bronektin, která kore-
luje se zvýšenou hladinou p27  a  zvy-
šuje rezistenci buněk k etoposidu  [17]. 
Vazba β1- integrinu k  ECM může silně 
ovlivnit proces rozpoznání a opravy po-
škozené DNA, kdy adheze nádorových 
buněk k  ECM urychluje a  optimalizuje 
opravy DNA po ozařování a  zajišťuje 
tak stabilnější genom a  přežití buněk. 
Komunikace buněk s  EMC také ovliv-
ňují strukturu jejich jádra a uspořádání 
chromatinu [18,19].

Epiteliální- mezenchymální přeměna

Vliv prostředí nádoru se také podílí na 
procesu přeměny epiteliální buňky na 
mezenchymální (EMT). Jedná se o pře-
chodnou změnu buněčného fenotypu, 
která zahrnuje nárůst fi broidní morfo-
logie, invazivity, odolnosti k  apoptóze 
a  navýšení sekrece složek extracelu-
lární matrix  [20,21]. Postupně se roz-
volňují mezibuněčné spoje, reorgani-
zuje se cytoskelet, buňka ztrácí apikální 
polaritu a  nakonec dochází k  její pře-
měně na buňku s  vřetenovitou morfo-
logií [22]. Proces EMT u epitelu různých 
orgánů je jedním z  prvních kroků při 
vzniku nádoru [23], souvisí s progresí ná-
doru, s metastazováním a s přítomností 
nádorových kmenových buněk. Zvý-
šená hladina markerů EMT je spojována 
s větší agresivitou nádorů a s jejich rezis-
tencí k různým protinádorovým látkám. 
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tických proteinů nádorové buňky odolá-
vají apoptóze potlačením exprese nebo 
mutací pro-apoptotických genů. Příči-
nou může být ztráta funkce nádorových 
supresorů jako p53 a tím snížení exprese 
jejich cílových genů a inaktivace apopto-
tických signálních drah [33].

IAPs jsou endogenní inhibitory kaspáz, 
které vazbou na aktivní místo kaspázy 
iniciují její degradaci nebo brání vazbě 
se substrátem a blokují spuštění apop-
tózy. Nadměrná produkce IAPs byla za-
znamenána u mnoha typů nádorových 
onemocnění a  bývá spjata se zvýše-
nou odolností onemocnění k  chemo-
terapii a  k  podmínkám vyvolávajícím 
apoptózu [34].

HSPs− jsou produkovány jako odpo-
věď na stres a  zvyšují odolnost buňky 
vůči stresovým podmínkám. Za normál-
ních podmínek zajišťují HSPs v  buňce 
mnoho různých funkcí včetně řízení ak-
tivity enzymů změnou jejich konfor-
mace, správné sbalování proteinů při 
translaci, regulaci tvorby proteinových 
komplexů, kontrolu degradace proteinů 
a jejich přenos přes membrány organel. 
HSPs mohou interagovat s komponen-
tami signálních drah vedoucích k apo-
ptóze, zabraňují tak smrti buněk a umož-
ňují jejich přežití a  proliferaci. Inhibice 
apoptózy probíhá na třech úrovních: 
1. modulací signálních drah spouštějí-
cích apoptózu, 2. kontrolou uvolňování 
apoptotických molekul a 3. blokováním 
pozdních fází apoptózy. Zvýšená hla-
dina HSP byla identifi kována u  mnoha 
lidských malignit a je spojována s jejich 
odolností vůči apoptóze indukované 
chemoterapeutiky [35].

2. Kaspázy patří k hlavním proteinům, 
které spouštějí a  dokončují apoptózu. 
Jejich poškození nebo změna funkce 
vede ke snížení apoptózy a  následné 
karcinogenezi.

3. Receptory smrti (DRs, Fas TRAILs) 
a  jejich ligandy patří mezi vnějších ini-
ciátory apoptózy. Přes doménu smrti ak-
tivují příslušné signální dráhy vedoucí 
k  apoptóze. U  různých typů nádorů 
byla popsána snížená exprese recep-
torů smrti, poruchy jejich funkce nebo 
nadměrná exprese analogů receptorů 
smrti (decoy receptorů), jež váží stejné 
ligandy, ale nespouští signální apopto-
tické dráhy [36].

(adenosine triphosphate)  [30]. Velké 
množství těchto transportérů je zahr-
nuto do rodiny přenašečů vázajících ATP 
(ABC přenašeče). Tyto proteiny hrají dů-
ležitou úlohu v adsorpci, distribuci a eli-
minaci léčiv a  nadměrná exprese ně-
kte rých z  nich vede ke vzniku lékové 
rezistence. Mezi nejčastěji diskutované 
proteiny přispívající k  chemorezistenci 
patří P-gp (P-glycoprotein), MRP1,  2 
(the multidrug resistance protein 1, 2) 
a BCRP (breast cancer resistance pro-
tein). Zvýšená produkce těchto proteinů 
vede k  rychlejšímu exportu toxických 
látek z buňky a ke snížení intracelulární 
akumulace léčiv. Způsobují odolnost 
buněk k  látkám jako taxany, antracyk-
liny, epipodophyllotoxiny, metotrexát, 
analogy nukleotidů nebo alkylační 
látky [31,32].

Zablokování programované 

buněčné smrti

Účinek mnoha protinádorových léčiv 
je založen na aktivaci programované 
buněčné smrti (apoptóza). Nádorové 
buňky, které mají tyto proapoptotické 
signální dráhy poškozené nebo zablo-
kované, jsou odolnější vůči těmto lát-
kám a  získávají čas na opravu poško-
zené DNA a dalších buněčných struktur. 
Mechanizmy rezistence k apoptóze za-
hrnují: 1. porušení rovnováhy mezi pro- 
a anti-apoptotickými proteiny, 2. snížení 
funkce kaspáz a  3. poruchy signálních 
drah receptorů smrti. 

1. Proces apoptózy může být naru-
šen nadměrnou produkcí anti-apopto-
tických genů (BCL2, BCL- XL, MCL- 1), sníže-
ním produkce pro-apoptotických genů 
(BAX, PUMA, NOXA), poškozením p53 či 
apoptotických signálních drah, dere-
gulací inhibitorů apoptózy (IAPs- NAIP, 
c- IAP1, c- IAP2, X-linked IAP, Survivin, 
Apollon, Livin) nebo proteinů řídících 
buněčnou odpověď na stresové stimuly 
(heat shock proteiny – HSPs).

Nadměrná exprese Bcl- 2 je velmi často 
spojena se špatnou prognózou onemoc-
nění a odolností vůči chemoterapii a ra-
dioterapii. Vysoká produkce Bcl- 2 může 
být způsobena translokací chromozomů 
t(14, 18), amplifikací genu BCL2  nebo 
delecí chromozomu, která má za násle-
dek ztrátu miRNA specifi ckou pro BCL2. 
Vedle nadměrné produkce anti-apopto-

Mechanizmus EMT není znám, ale před-
pokládá se, že dochází k masivnímu „pře-
programování“ genové exprese buněk 
a  k  získání nových vlastností souvisejí-
cích s  rezistencí k  léčivům  [24]. EMT je 
pravděpodobně indukována signály 
z okolního stromatu. Na její regulaci se 
podílejí růstové faktory jako HGF (hepa-
tocyte growth factor), PDGF (platelet- de-
rived growth factor), TGFβ (transforming 
growth factor beta), Slug a negativní re-
gulátory ZEB1, 2 (zinc fi nger E- box bin-
ding homeobox 1, 2) či miR- 200  [23]. 
EMT je také spojena se zvýšenou expresí 
transmembránových přenašečů a  se 
změnou v  opravných mechanizmech 
DNA [25].

Hypoxie

Hypoxie je jedním ze znaků prostředí 
obklopujícího pevný nádor a  je způ-
sobena nerovnováhou mezi příjmem 
a spotřebou kyslíku. Přítomnost hypoxie 
u pevných nádorů je spojována s jejich 
rezistencí k radioterapii a chemoterapii, 
s vyšším nádorovým potenciálem buněk 
a  horší prognózou onemocnění  [26]. 
Hlavními regulátory buněčné adaptace 
k nedostatku kyslíku jsou HIFs (hypoxia 
inducible factors). Tyto transkripční fak-
tory aktivují geny, které zabraňují bu-
něčné diferenciaci, podporují formování 
cév, regulují glykolýzu, spotřebu kyslíku, 
apoptózu, migraci a metastazování [27]. 
HIFs aktivují enzymy pro opravu dvouře-
tězcových zlomů DNA a podporují vznik 
rezistence buněk k látkám poškozujícím 
DNA. Navíc hypoxie reguluje i angioge-
nezi, jednu z hnacích sil při vývoji nádoru. 
Hladina HIFs je regulována koncentrací 
kyslíku v  buňce. Pokud je hladina kys-
líku nízká, dochází ke stabilizaci HIFs, 
jejich translokaci do jádra a  k  aktivaci 
cílových genů. Exprese HIFs byla zazna-
menána u mnoha typů nádorů a je spo-
jena se špatnou prognózou a odpovědí 
na léčbu. Preklinické studie potvrdily, že 
terapie zasahující HIFs (siRNA, inhibitory 
topoizomeráz) pomáhají překonávat lé-
kovou rezistenci [28,29]. 

Transmembránové pumpy

Transmembránové pumpy jsou pro-
teiny zajišťující transport širokého spek-
tra látek přes extra-  i  intracelulární 
membrány za současné hydrolýzy ATP 
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odpovídají za iniciaci, vývoj, metastazo-
vání a recidivu nádoru a jako jediné jsou 
schopny vyvolat tvorbu nového nádoru 
po přenesení do zvířecího modelu. CSCs 
tvoří 0,1−30 % nádoru podle jeho typu 
a stadia onemocnění [60]. Velká část ná-
doru je naopak tvořena rychle rostou-
cími, případně post-mitotickými diferen-
covanými buňkami, které však nejsou 
schopny sebeobnovy a jejichž přínos je 
z  hlediska dlouhodobého udržení ná-
doru nepatrný  [58]. Byly formulovány 
dva odlišné modely vysvětlující růst ná-
dorů a jejich heterogenitu. Model nádo-
rových kmenových buněk předpokládá, 
že všechny fáze nádoru, jako iniciace, 
progrese, metastazovaní apod., jsou zá-
vislé především na kmenových buňkách. 
Heterogenita a  hierarchie mezi všemi 
buňkami nádoru je výsledkem asyme-
trického dělení CSCs. Tento model vidí 
nádor jako přísně hierarchickou struk-
turu s unikátní skupinou buněk schop-
ných sebeobnovy na jejím vrcholu. 
Všechny ostatní buňky tvořící tělo ná-
doru jsou odvozené od CSCs a vznikají 
jejich diferenciací  [61]. Druhý, evoluční 
model, předpokládá, že všechny nádo-
rové buňky přispívají k udržení nádoru, 
i když s různou intenzitou. Mezibuněčné 
rozdíly jsou dány především subklonál-
ními rozdíly, způsobenými genetickými 
nebo epigenetickými změnami během 
vývoje nádoru  [62]. Ačkoliv si oba mo-
dely vzájemně odporují, nelze podle po-
sledních poznatků ani jeden z nich vy-
loučit. Naopak se zdá, že se oba modely 
prolínají a výsledkem je druhá, agresiv-
nější populace CSCs [63].

I když teorie nádorových kmenových 
buněk má své trhliny, často se používá 
pro vysvětlení reziduálního onemoc-
nění. Důvodů pro toto tvrzení je něko-
lik (obr. 1). Kmenové buňky včetně CSCs 
produkují velké množství ABC trans-
membránových přenašečů, jako P- gp 
a BCPR [64,65]. Populace buněk s vyso-
kým obsahem ABC přenašečů má větší 
maligní potenciál a je agresivnější [66]. 
Pro CSCs stejně jako pro ostatní soma-
tické kmenové buňky je charakteristické 
pomalé tempo dělení. Není zcela zřejmé, 
zda tato vlastnost je příčina nižší citli-
vosti CSCs k  chemoterapii, ale obecně 
se předpokládá, že přispívá k  odol-
nosti vůči cytotoxickým látkám [67,68]. 

populace buněk odolávající vybraným 
lékům. Například při léčbě chronické 
mye loidní leukemie (chronic myeloge-
nous leukemia − CML) imatinibem (in-
hibitor tyrozinkináz) byla identifi kována 
malá populace leukemických buněk se 
substitucí aminokyselin v genu pro ABL 
kinázu, která chránila buňky před inhi-
bičním účinkem imatinibu [42]. Podobné 
mutace byly zaznamenány i při použití 
dalších inhibitorů kináz  [43]. Ně kte ré 
nádorové buňky jsou navíc schopny 
blok v  jedné signální dráze obejít akti-
vací alternativní signální dráhy a elimi-
novat tak efekt léčiva. Na podobném 
principu fungují rezistence k látkám in-
hibujícím HER2 nebo B- RAF. Tento jev je 
možné překonat podáváním inhibitorů 
kináz druhé či třetí generace [44]. Ačko-
liv tento postup zaznamenává částečný 
úspěch, je tu několik komplikací. Jedna 
z nich, zvláště u leukemií a lymfomů, je 
zablokování programované buněčné 
smrti [45] a také přítomnost malé frakce 
nádorových „kmenových“ buněk, které 
se vyskytují v klidovém stadiu a jsou re-
zistentními k  léčivům. Pokud jsou tyto 
buňky donuceny k proliferaci, např. po-
mocí interferonu- α, G-CSF nebo oxidem 
arzenitým, stávají se citlivými k cytoto-
xickým látkám [46,47]. Nicméně i terapie 
založená na tomto přístupu vykazovala 
nevyrovnané výsledky a nedokázala za-
bránit návratu onemocnění [48].

Nádorové kmenové buňky − 

nádor iniciující buňky (CSCs)

Teorie nádorových kmenových buněk 
byla formulována v roce 1997 pro akutní 
myeloidní leukemii (AML)  [49] a v  roce 
2003  byla rozšířena na pevné nádory, 
přesněji na karcinom mléčné žlázy [50]. 
Nyní již byly CSCs identifi kovány v širo-
kém spektru pevných nádorů jako kar-
cinom plic [51], tlustého střeva [52], pro-
staty  [53], vaječníků  [54], mozku  [55] 
či u  melanomů  [56]. Nicméně se stále 
jedná o teorii kontroverzní, vyvolávající 
vášnivé diskuze [57,58].

Předpokládá se, že podobně jako 
u  normálních rostoucích tkání (kostní 
dřeň, kůže či střevní epitel) je i růst a vývoj 
nádoru „poháněn“ malým množstvím 
kmenových buněk, charakterizovaných 
jako „nesmrtelné“ pluripotentní buňky 
schopné sebeobnovy  [59]. Tyto buňky 

Vliv buněčného cyklu 

na chemorezistenci

Účinek cytostatik je ovlivněn fází bu-
něčného cyklu, ve kterém se zasažená 
buňka nachází. Léčiva poškozující DNA 
postihují primárně buňky v  S- fázi bu-
něčného cyklu, zatímco vřeténkové 
jedy působí na buňky v  mitóze. Buňky 
v G0/ G1 fázi buněčného cyklu jsou rela-
tivně rezistentní ke klasické cytotoxické 
terapii [37]. Současné studie se zabývají 
možností, že nádory obsahují frakci „kli-
dových“ buněk, které se aktivně (ale re-
verzibilně) udržují v  tomto stavu, kdy 
snáze odolávají léčivům.

Chemorezistence zprostředkovaná 

epigenetickými změnami

Je dlouhodobě známo, že nádorová 
onemocnění jsou spojena s rozsáhlými 
epigenetickými změnami, např. exprese 
nádorových supresorů může být potla-
čena metylacemi jejich promotorů [38]. 
Tyto změny jsou reverzibilní a  mohou 
být odstraněny použitím látek demety-
lujících DNA či inhibitorů histonacety-
láz (HDAC)  [39]. Příkladem jsou buňky 
nemalobuněčného karcinomu plic (non 
small cell lung cancer − NSCLC), u kte-
rých se po působení inhibitorů tyro-
zinkináz vytvořila malá frakce buněk 
odolná vůči těmto látkám (drug tole-
rant persisters –  DTPs). Tyto buňky, tvo-
řící 0,3−5 % celkové populace buněk, ne-
byly stabilně rezistentní. Pokud se DTPs 
kultivovaly bez přítomnosti inhibitorů, 
opět začaly být k  těmto látkám citlivé. 
Podrobná analýza zjistila velkou variabi-
litu v genové expresi, včetně zvýšení ex-
prese genů ovlivňujících chromatinové 
modifi kace jako histon H3K demetyláza 
(KDM5A) nebo HDAC. Potlačení funkce 
KDM5A nebo působení inhibitorů HDAC 
redukovalo počet DTPs, což naznačuje, 
že za odolnost těchto buněk jsou zodpo-
vědné modifi kace chromatinu [40].

Nicméně aktivace umlčených genů je 
dvousečná zbraň, neboť může dojít zá-
roveň k aktivaci nežádoucích genů od-
povědných za rezistenci či za nádorovou 
transformaci [41].

Rezistentní subpopulace buněk

U nádorových onemocnění s  vysokým 
proliferačním indexem, jako jsou leuke-
mie či lymfomy, byly zaznamenány sub-
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konání lékové rezistence nádorů a  pro 
eliminaci CSCs.

Terapie zaměřené na nádorové 

kmenové buňky

Dostupné metody radioterapie či che-
moterapie ničí především „tělo“ nádoru 
a  často nezasahují CSCs chráněné růz-
nými obrannými mechanizmy. U  ně-
kte rých typů nádorových onemocnění 
(glioblastomy, karcinom mléčné žlázy, 
karcinom tlustého střeva) bylo pro-
kázáno, že reziduální nádory po tera-
pii jsou obohaceny o  buňky podobné 
CSCs [58]. CSCs mohou být snadno dete-
kovány pomocí povrchových receptorů 
např. kombinací CD34+/ CD38− u leuke-
mických buněk nebo CD44+/ CD24− pří-
padně CD133+ u pevných nádorů [86]. 

Pokud jsou základem nádoru opravdu 
kmenové buňky, je pravděpodobné, že 
reziduální onemocnění se vyvíjí právě 
z  těchto rezistentních CSCs (obr.  2). 
Tyto druhotné tumory jsou více ma-
ligní, rychle metastazují a  jsou odolné 
vůči lékům použitým v první linii léčby. 
Cílená terapie zasahující CSCs je klíčová 
pro úspěšnou léčbu maligních onemoc-
nění a mohla by pomoci předcházet re-
cidivě onemocnění [87].

V současné době bylo vyvinuto něko-
lik různých terapeutických systémů za-
měřených na zničení CSCs, které vyka-
zují slibné výsledky. Můžeme je rozdělit 
do skupin podle jejich zaměření na:

1. Povrchové markery CSCs

Většinou se jedná o  protilátky proti 
povrchovým markerům nádorových 
buněk nebo jejich ligandy, (CD44, 
CD133 apod.), zejména pak o monoklo-
nální protilátky rozeznávající CSCs. Pří-
kladem je gemtuzumab ozogamicin, 
humanizovaná myší monoklonální pro-
tilátka anti-CD33 konjugovaná s cytoto-
xickou látkou (kalicheamicinem) pou-
žívaná při léčbě AML (akutní myeloidní 
leukemie) [88].

2. Transmembránové pumpy 

řízené ATP

Sledování hladiny exprese ABC přena-
šečů pomáhá predikovat úspěšnost 
chemoterapie a  snižovat tak náklady 
na neúčinnou léčbu. Většina léčebných 
metod zaměřených na ABC přenašeče 

nální dráhy NF- κB vede k vývoji nádoru 
a jeho progresi, chemorezistenci, k chro-
nickým zánětům či autoimunitnímu 
onemocnění [75,76].

4. Wnt/ β- catenin, Hedgehog a Notch 
signální dráhy hrají zásadní roli v ucho-
vání populace CSCs. Dráha Notch ovliv-
ňuje proces sebeobnovy buněk a  je 
nezbytná pro zachování specifi cké bu-
něčné linie při diferenciaci normálních 
buněk mléčné žlázy [77]. U pankreatic-
kých nádorových buněk rezistentních 
ke gemcitabinu bylo prokázáno spojení 
signální dráhy Notch s metastazováním 
a EMT [78]. Potlačení signalizace Notch 
pomocí siRNA vedlo částečně ke zvrá-
cení EMT a k zabránění vzniku rezistence 
ke gemcitabinu  [79]. Poruchy regulace 
signální dráhy receptoru Hedgehog (Hh) 
jsou kritickým faktorem při léčbě one-
mocnění a léky zaměřené na tuto dráhu 
vykazují slibné výsledky v klinických stu-
diích [80]. Aktivní dráha Hh byla identi-
fi kována u leukemií, zejména u primár-
ních leukemických buněk s  fenotypem 
CD34+. Monoklonální protilátka anti-Hh 
indukuje apoptózu u buněk akutní mye-
loidní leukemie rezistentních k  cytara-
binu  [81]. Dráha Wnt/ β- catenin hraje 
významnou úlohu v  embryogenezi 
a podílí se na zachování a proliferaci nor-
málních kmenových buněk. Aktivovaná 
dráha Wnt/ β- catenin byla identifi kována 
u mnoha typů nádorových onemocnění, 
jako je leukemie, karcinom tlustého 
střeva, karcinom mléčné žlázy či kůže, 
kde navozuje lékovou rezistenci [82,83]. 
U karcinomu tlustého střeva studie pro-
kázaly mutace genu APC (adenomatous 
polyposis coli), které vedou ke stabilizaci 
β- cateninu, následné aktivaci kaskády 
signální dráhy Wnt a indukci epiteliální 
transformace buněk  [84]. Snížení akti-
vity dráhy Wnt pomocí siRNA proti β- ca-
teninu vedlo k  efektivní inhibici pro-
liferace a  lékové rezistence u  buněk 
nádorů plic  [85]. Podobně zablokování 
Wnt dráhy u buněk karcinomu tlustého 
střeva s  expresí CD133+ snížilo jejich 
odolnost k 5- fl uorouracilu [79]. 

Antiapoptotické signální dráhy jsou 
zapojeny do lékové rezistence zpro-
středkované CSCs. Specifické inhibi-
tory těchto drah, např. siRNA, miRNA 
apod., v  kombinaci s  dalšími léky 
mohou představovat strategii pro pře-

CSCs také vykazují větší odolnost k  po-
škození DNA, např. ionizujícím záře-
ním [69,70] a často podléhají EMT. Spojení 
mezi EMT a CSCs pak často souvisí s me-
tastazováním. Pro CSCs je charakteristická 
aktivace ně kte rých antiapoptotických sig-
nálních drah. Nejvýznamnější jsou:

1. PI3K/ PTEN/ AKT/ mTOR  –  aktivace 
AKT je nezbytná pro buněčnou trans-
formaci a  vznik nádoru, byla pozoro-
vána např. u  buněčné transformace 
zprostředkované v- Abl u  leukemií  [71]. 
Podobně i  PTEN a  mTOR hrají úlohu 
při udržení leukemických kmenových 
buněk. Mutace nebo umlčení exprese 
PTEN byly pozorovány u  různých typů 
onkologických onemocnění, jako ALL 
(akutní lymfoblastická leukemie), kar-
cinom prostaty, melanom, glioblastom 
a karcinom dělohy [72].

2. JAK/ STAT signální dráha je zapojena 
od iniciace nádoru. Chyby v této dráze 
byly identifi kovány zejména u  různých 
typů leukemií. JAK/ STAT signální dráha 
je negativně regulována rodinou SOCS 
proteinů. Inhibice těchto proteinů např. 
fosforylací Bcr- Abl u  CML vede k  ná-
sledné buněčné transformaci [73]. 

3. NF- κB – tento transkripční faktor re-
guluje expresi mnoha genů podílejících 
se na buněčných odpovědích na různé 
podněty, jako je působení cytokinů, mi-
krobů, volných radikálů či ultrafi alového 
záření [74], a také ovlivňuje expresi ně-
kte rých antiapoptotických genů (bcl- 2, 
bcl- xL, survivin apod.). Poškození sig-

Obr. 1. Hlavní mechanizmy lékové rezis-

tence nádorových kmenových buněk. 
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ným stromálními buňkami, na recep-
tor CXCR4 (chemokine receptor type 4)
na povrchu leukemických buněk. Touto 
vazbou se leukemické buňky dostá-
vají do těsného kontaktu se stromál-
ními buňkami kostní dřeně, současně 
se aktivuje jejich růst a zvyšuje se jejich 
odolnost k léčbě. Při aplikaci CXCR4 an-
tagonistů, jako je Plerixafor, dochází 
k  rozpadu vazby CDF- 1/ CXCR4, leuke-
mické buňky se přesouvají mimo kostní 
dřeň a stávají se citlivější k cytotoxickým 
lékům [9].

K cílenému transportu léčiv lze také 
využít mírně kyselé pH prostředí obklo-
pující pevné nádory. Látky citlivé na ur-
čité pH konjugované s  transportními 
molekulami a  léčivem mohou rychle 
a přesně dopravit lék na místo s daným 
pH a podstatně zvýšit jeho účinek [101].

Závěr

Stále se objevují nové důkazy o existenci 
CSCs u různých typů malignit a o jejich 
schopnosti sebeobnovy a diferenciace, 
jež jsou nezbytné pro vznik, růst, udr-
žení a  metastazování nádorů. Metody 
identifi kace a izolace CSCs pomocí nově 
objevených markerů se neustále zlep-
šují a pozornost je nyní věnována vývoji 
terapií zaměřených na CSCs. Lze před-
pokládat, že komplexní strategie léčby 
bude dosahovat lepších výsledků. Příkla-
dem je vývoj nanočástic konjugovaných 
se čtyřmi typy látek: 1.  ligandy rozpo-
znávající specifi cky CSCs, 2. cytotoxické 
protinádorové látky zasahující CSCs, 
3. látky překonávající lékovou rezis-
tenci a 4.  látky usnadňující dia gnostiku 
nádoru. Kombinace těchto složek by 
měla dosáhnout specifi ckého protiná-
dorového efektu s  minimem vedlej-
ších účinků. Navíc tento přístup umožní 
lokalizaci primárního nádoru i  jeho 
metastáz.

Rozšiřující se poznatky o nádorových 
kmenových buňkách ukazují další směr 
v boji s malignitami. Nicméně nalezení 
strategie využívající unikátních vlast-
ností CSCs vyžaduje další výzkum a spo-
lupráci napříč vědními obory.
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Souhrn
Nádorové kmenové buňky (cancer stem cells –  CSCs) jsou považovány za populaci buněk, která 
odpovídá za iniciaci a progresi nádoru, účastní se procesu metastazování a je možnou příčinou 
získané lékové rezistence a rekurence nádorů. CSCs disponují schopností sebeobnovy a mají 
tumorigenní potenciál. Funkční testy, které umožňují detekovat zmiňované vlastnosti, jsou 
hlavním nástrojem pro identifi kaci nádorových kmenových buněk. Tento článek přináší uce-
lený přehled in vivo a in vitro metod využívaných pro průkaz CSCs s důrazem na recentně zavá-
děné techniky detekce CSCs. Mezi nejčastěji prováděné funkční testy patří test tumorigenicity 
in vivo, testy tvorby sfér (sphere formation assay) a kolonií (colony- forming unit assay) a rovněž 
detekce tzv. vedlejší populace (side population). Dále jsou popsány metody zadržování de-
tekční značky (label- retention assay) a test aktivity aldehyddehydrogenázy.

Klíčová slova
nádorové kmenové buňky –  funkční testy –  tumorigenicita –  nádorové sféry –  tvorba kolonií –  
vedlejší populace buněk –  aldehyddehydrogenáza

Summary
Cancer stem cells (CSCs) are considered to be a population of tumor cells, which are respon-
sible for tumor initiation and progression. They are also involved in metastasizing and may 
be a possible cause of multidrug resistance and tumor recurrence. CSCs possess the ability 
to self- renew and show a tumorigenic potential. Functional assays, which enable the detec-
tion of these properties, represent the main tool for identifi cation of CSCs. This article sum-
marizes both in vitro and in vivo methods used to identify the CSCs with emphasis on recently 
employed techniques of CSCs detection. In vivo tumorigenicity assay, sphere formation assay 
and colony- forming unit assay belong to the most commonly used functional assays. Further, 
label- retention assay and aldehyde dehydrogenase activity assay are described in this article.

Key words
cancer stem cells –  functional assays –  tumorigenicity –  tumor spheres –  colony- forming unit 
assay –  side population cells –  aldehyde dehydrogenase
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Úvod

Nádorové kmenové buňky (cancer stem 
cells –  CSCs) jsou defi novány jako sub-
populace buněk nádoru, které jsou 
schopny sebeobnovy a  mají potenciál 
diferencovat do všech typů nádoro-
vých buněk tvořících masu daného ná-
doru [1]. Dle tohoto modelu odpovídají 
CSCs za iniciaci a kontinuální růst nádoru 
a jsou také příčinou vysoké buněčné he-
terogenity, se kterou se u mnoha typů 
nádorů setkáváme  [2]. Navíc již v  řadě 
studií bylo prokázáno, že CSCs (podobně 
jako jiné druhy kmenových buněk) dis-
ponují zvýšenou odolností proti che-
moterapii a radioterapii [3– 5]. Z toho lze 
usuzovat, že právě CSCs by mohly být 
příčinou často se vyskytující získané lé-
kové rezistence a  rekurence nádorů, 
které představují v současnosti největší 
problém v  léčbě nádorových onemoc-
nění. Zatímco dosavadní léčba nádorů 
se zaměřuje především na redukci cel-
kové masy nádoru, limitem v dlouhodo-

bém vyléčení nemoci mohou být právě 
rezistentní CSCs, jež v  určitém čase po 
terapii dají vzniknout nové populaci ná-
dorových buněk –  často již rezistentních 
k původní léčbě. Zejména v posledním 
desetiletí proto CSCs představují vý-
znamnou oblast výzkumu nádorových 
onemocnění a recentní studie přinášejí 
slibné výsledky, kdy kombinovaná léčba 
zaměřující se mj. na CSCs vede k lepší lé-
čebné odpovědi [3].

Základ modelu CSCs lze dohledat již 
v  roce 1855, kdy Rudolf Virchow před-
stavil teorii, podle které nádory vzni-
kají z  nezralých buněk  [6]. Termín „ná-
dorové kmenové buňky“ byl však použit 
až v  roce 1959  pro popis nepočetné 
populace buněk, jež byly rezistentní 
k  chemoterapii a  nacházely se u  nich 
odlišné chromozomální změny v porov-
nání s  ostatními buňkami nádoru  [7]. 
Následné transplantační experimenty 
in vivo a klonogenní testy in vitro prove-
dené v 70. letech minulého století potvr-

dily, že nádory mohou vznikat ze vzácně 
se vyskytujících buněk, které mají schop-
nost sebeobnovy a  jsou schopny reka-
pitulovat buněčnou heterogenitu pů-
vodního nádoru. S  rozvojem technik 
průtokové cytometrie a s přispěním po-
znatků o  bio logii kmenových buněk 
bylo možné izolovat CSCs z  nádorové 
tkáně na základě specifi ckých povrcho-
vých markerů, často shodných s  těmi, 
které se využívají pro identifi kaci adult-
ních kmenových buněk. Tímto přístu-
pem byly CSCs nejprve identifi kovány 
u  hematoonkologických malignit  [8], 
později u  karcinomu prsu  [9] a  poté 
u celé řady dalších solidních nádorů [10]. 
V současné době je sortování buněk na 
základě povrchových markerů obecně 
uplatňovaným přístupem při výzkumu 
CSCs. Specifita markerů CSCs se však 
může mezi jednotlivými typy nádorů 
lišit a  je nezbytné ověřit, zda izolovaná 
populace buněk disponuje základními 
vlastnostmi CSCs –  schopností sebeob-
novy a tumorigeneze. Pro tyto účely se 
využívají funkční testy, které lze dle me-
todického přístupu rozdělit na testy 
in vivo a  in vitro. V následujících kapito-
lách bude podán přehled těchto metod.

Funkční testy CSCs in vivo

Test tumorigenicity

Test tumorigenicity představuje dosud 
nejlepší funkční test fenotypu CSCs, kte-
rým lze současně ověřit schopnost se-
beobnovy i  schopnost vytvořit nádor, 
jenž rekapituluje buněčnou hetero-
genitu nádoru původního, a  to přímo 
v  prostředí in vivo. Principem testu je 
opakovaná transplantace testovaných 
buněk do zvířecího modelu, nejčastěji 
myši imunodeficientního kmene  –  ty-
picky NOD/ SCID (nonobese diabetic/ se-
vere combined immunodeficiency) 
(obr.  1)  [1]. Dle původu a  homogenity 
testované populace buněk bývá do 
vhodného místa myši injikováno 100 až 
několik miliónů buněk  [9,11,12]. Inji-
kace se obvykle provádí subkutánně, ale 
buňky lze transplantovat i  do jednotli-
vých orgánů –  mozku [11,13], svalu [12] 
či prsní žlázy  [14]. Myši jsou poté prů-
běžně kontrolovány a v případě nálezu 
nádoru nebo po uplynutí stanovené 
doby jsou usmrceny (obr. 2A). Schopnost 
tumorigeneze je hodnocena na základě 

Obr. 1. Schéma testu tumorigenicity.

Průkaz fenotypu CSCs je proveden opakovanou transplantací izolovaných buněčných po-
pulací, které jsou schopny po injikaci do imunodefi cientní myši vytvořit nádor.
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Potřeba sledovat interakce CSCs a mi-
kroprostředí in vivo vedla v posledních 
letech k rozvoji specializovaných metod 
založených na intravitální mikrosko-
pii a multifotonovém zobrazování  [27]. 
Pomocí těchto metod je možné v čase 
a při rozlišení jednotlivých buněk pozo-
rovat buňky exprimující fluorescenční 
protein přímo v myši bez nutnosti jejího 
usmrcení či narušení příslušné tkáně. 
To mimo jiné umožňuje sledování pů-
vodu buněk (lineage tracing), což po-
máhá lépe pochopit dynamiku tu-
morigeneze. V  recentních studiích 
byly fluorescenčně značené nádorové 
buňky získány dvěma způsoby: 1. vyu-
žitím trans genních kmenů myší, které 
spontánně vytvářejí nádory a  zároveň 
v  buňkách obsahují fl uorescenční pro-
tein s  regulovatelnou expresí  [28– 30], 
nebo 2. pomocí transdukce izolovaných 
buněk příslušnou fl uorescenční značkou 
a jejich xenotransplantací do imunodefi -
cientní myši [31]. Právě tento druhý pří-
stup, kdy je možné izolovanou populaci 
CSCs značit fl uorescenčním proteinem, 
injikovat do myši (případně i  společně 
s dalšími odlišně značenými populacemi 
buněk) a  sledovat v  čase, by se v  bu-
doucnu mohl stát optimálním rozšíře-
ním klasického testu CSCs in vivo.

Funkční testy CSCs in vitro

Oproti metodám in vivo jsou in vitro 
testy fenotypu CSCs výhodné zejména 
z  důvodu menší časové a  fi nanční ná-

nicity, kdy od injekce testovaných buněk 
do vytvoření nádoru uplyne často i ně-
kolik měsíců, je jedna z nevýhod tohoto 
testu. CSCs mohou během této doby 
projít řadou genetických a  epigenetic-
kých změn, což znesnadňuje interpretaci 
výsledků testu  [1]. Využití více imuno-
defi cientních kmenů myší, NSG a NOG, 
se proto jeví jako vhodná optimalizace 
testu.

Další limit testu tumorigenicity může 
představovat mikroprostředí v  místě 
transplantace a způsob injikace buněk. 
Je známo, že kmenové buňky jsou do 
značné míry závislé na produkci sig-
nálů od okolního stromatu [19]. Při ex-
perimentech, kdy byly do myší injiko-
vány smíšené populace nádorových 
buněk a fi broblastů asociovaných s ná-
dorem (cancer-associated fibroblasts), 
došlo ke zvýšení agresivity a  velikosti 
nádoru  [20]. Kombinace nádorových 
buněk s  normálními diploidními fi bro-
blasty měla po transplantaci do myši 
efekt opačný. Výsledky ně kte rých studií 
ukazují, že i samotné nádorové stroma 
ovlivňuje okolní buňky a  původně ne-
nádorové buňky umístěné do jeho blíz-
kosti se pravděpodobně v důsledku ge-
netických či epigenetických změn stávají 
tumorigenními [21– 24]. Míra tumorige-
nicity může být také zvýšena přidáním 
mitoticky inaktivovaných podpůrných 
buněk (feeder cells) nebo MatrigeluTM, 
který obsahuje proteiny extracelulární 
matrix [1,16,25,26].

poměru počtu zvířat, u kterých se vyvi-
nul nádor, k počtu celkově injikovaných. 
Mezi další kritéria hodnocení pak patří 
velikost nádoru, doba do nálezu tumoru 
a počet injikovaných buněk. Schopnost 
sebeobnovy je však potřeba dále ově-
řit opakovanou izolací CSCs z xenograf-
tového nádoru a jejich transplantací do 
dalšího zvířete (obr. 1) [1].

Ve většině prvotních prací prokazu-
jících přítomnost nepočetné populace 
CSCs u  různých typů nádorů byly pro 
test tumorigenicity využívány NOD/ SCID 
myši. V posledních letech ale byly publi-
kovány práce, které ukázaly, že tumo-
rigenicita testovaných buněk (a  tedy 
i senzitivita testu) může být výrazně zvý-
šena použitím více imunodefi cientních 
trans genních myších kmenů NOD/ SCID/
/ IL2Rγnull, NOD/ ShiLtSz-scid/ IL2Rγnull (NSG) 
a  NOD/ ShiJic-scid/ IL2Rγnull (NOG), ne-
soucích mutaci v genu pro řetězec gama 
receptoru pro interleukin-2 [15]. Použi-
tím NSG myší se u maligního melanomu 
zvýšilo vypočítané zastoupení CSCs 
z původně publikovaných 0,0001 % na 
25 %, přičemž nádory u myší vznikaly již 
při injikaci jediné buňky [16]. Podobně 
došlo ke zvýšení tumorigenicity u leuke-
mických kmenových buněk [17]. Ačko-
liv u ně kte rých solidních nádorů, např. 
adenokarcinomu pankreatu, nebyla po-
zorována změna ve frekvenci výskytu 
CSCs [18], využití NSG myší obecně zkrá-
tilo dobu do prvního nálezu nádoru. 
Právě časová náročnost testu tumorige-

Obr. 2. Ukázky našich výsledků funkčních testů CSCs u rabdomyosarkomu a osteosarkomu. 

A. Xenograftový nádor v podkoží myši kmene NOD/SCID/IL2Rγnull po injikaci rabdomyosarkomových buněk. Šipka označuje lokalizaci ná-
doru. B. Sarkosféry vytvořené z osteosarkomové linie OSA-02.
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vých proteinů spadajících do rodiny 
ABC (ATP-bind ing cassette) transpor-
térů, které jsou mimo jiné odpovědné 
za transport xenobio tik  [46,47]. V  sou-
vislosti s CSCs je z této skupiny nejčastěji 
zkoumaný protein ABCG2, jehož zvýšená 
exprese je považována za možnou pří-
činu rezistence CSCs k chemoterapeuti-
kům [47,48]. Při detekci nebo izolaci CSCs 
na základě SP je proto nezbytné provést 
kontrolní experiment s využitím ně kte-
rého z inhibitorů ABCG2 proteinu –  nej-
častěji se používají verapamil [49] nebo 
fumitremorgin C [50].

Určitou nevýhodou detekce SP fl uoro-
chromem Hoechst 33342  je nutnost 
použití excitačního UV laseru (355 nm), 
který nebývá v základní konfi guraci ob-
vykle používaných průtokových cy-
tometrů. Jako alternativu k  barvivu 
Hoechst 33342 lze použít rhodamin 123 
(Rho123), který je vylučován stejným 
typem membránového transportéru 
a  jeho excitace se provádí pomocí zá-
kladního modrého laseru (488 nm) [38].

Test zadržování detekční značky

Další in vitro metodou pro identifi-
kaci CSCs izolovaných ze solidních ná-
dorů je test schopnosti zadržování de-
tekční značky v  buňce (label- retention 
assay) [51– 53]. V literatuře lze najít pod 
označením „label- retention assay“ dvě 
metody značení buněk.

Původní metoda vychází z  hypo-
tézy existence „nesmrtelného řetězce“ 
(immortal strand hypothesis) a  jejím 
cílem je průkaz kmenových buněk po-
mocí značení mateřského řetězce DNA 
H3- thymidinem nebo bromdeoxyuri-
dinem  [51,54]. Testované buňky jsou 
nejprve označeny ně kte rým z  těchto 
prekurzorů a  po několika buněčných 
děleních je u nich detekována intenzita 
signálu. Během asymetrického dělení 
by měly kmenové buňky zadržovat zna-
čený mateřský („nesmrtelný“) řetězec 
a do dceřiné buňky by měl být předáván 
pouze nově vzniklý neznačený řetězec. 
Jiným vysvětlením pro zadržování de-
tekční značky by mohl být prodloužený 
buněčný cyklus CSCs oproti ostatním 
buňkám nádoru. U buněk, které nemají 
vlastnosti CSCs, by mělo jejich dělením 
docházet k rozředění značených řetězců 
v populaci dceřiných buněk [55].

omezuje pohyb buněk a tím i jejich mož-
nou agregaci [37,38].

Obdobu testu tvorby sfér představuje 
test tvorby kolonií z jednobuněčné sus-
penze v  měkkém agaru (soft agar co-
lony- forming assay), v  němž je také 
ověřována schopnost sebeobnovy, tu-
morigenity a klonogenity CSCs [37,40]. 
Dělením jednotlivých buněk dochází 
v  agaru ke vzniku trojrozměrných bu-
něčných kolonií.

Test tvorby kolonií

Princip této metody je podobný jako 
u předchozího testu. Suspenze jednot-
livých buněk izolované populace se vy-
seje na kultivační misku a po určité době 
se vyhodnotí počet kolonií (obvykle 
musí být tvořeny více než 30– 70  buň-
kami)  [41– 44]. Kultivace však probíhá 
za adherentních podmínek v  médiu 
s  přídavkem séra. Povrch kultivač-
ních misek může být případně potažen 
MatrigelemTM [41].

V minulém roce byl publikován po-
stup, který test tvorby kolonií do značné 
míry automatizuje  [44]. Buňky byly tří-
děny metodou FACS (fl uorescence-acti-
vated cell sorting, třídění buněk pomocí 
fl uorescence) na základě exprese povr-
chových markerů CSCs a jednotlivě au-
tomaticky vysety do 96jamkových nebo 
384jamkových mikrotitračních desti-
ček. Tento přístup výrazně zkracuje ča-
sovou a manuální náročnost testu a díky 
použití vícejamkových destiček umož-
ňuje velmi rychlé kvantitativní hodno-
cení, např. fl uorescenčním skenovacím 
cytometrem [45].

Detekce vedlejší populace

Vedlejší populace (side population –  SP)
je definována jako populace buněk, 
která je schopna z  cytoplazmy vylu-
čovat fluorescenční barvivo Hoechst 
33342  [46]. Tento fl uorochrom s  emis-
ním maximem 460  nm (modrá barva 
spektra) má schopnost vázat se na DNA 
a v tomto stavu lze navíc detekovat emisi 
i  v  červené části spektra. Toho se vyu-
žívá při průtokové cytometrii, případně 
při FACS, kdy SP vykazuje výrazně nižší 
fl uorescenci v červeném spektru oproti 
modrému spektru.

K vypuzování fluorescenčního bar-
viva dochází aktivitou membráno-

ročnosti. I přesto je nutné výsledky zís-
kané in vitro ověřit testem in vivo. Dobře 
navržený funkční test in vitro by měl mít 
dostatečnou specifi tu a citlivost pro de-
tekci nízce zastoupené populace CSCs 
a zároveň by měl umožňovat kvantita-
tivní hodnocení. Mezi nejčastěji využí-
vané funkční testy in vitro patří: 1. test 
tvorby buněčných sfér (sphere formation 
assay), 2. test tvorby kolonií (colony- for-
ming unit –  CFU assay), označovaný též 
jako klonogenní test, 3. detekce vedlejší 
populace (side population –  SP analysis), 
4. test zadržování detekční značky 
v buňce (label- retention assay) a 5. test 
aktivity aldehyddehydrogenázy [1,32]. 

Test tvorby buněčných sfér

Průkaz schopnosti původně jednotlivých 
buněk dělit se a vytvářet sféry –  tedy ku-
lovité shluky buněk  –  umožňuje kvan-
tifikovat aktivitu a  sebeobnovu CSCs 
(obr. 2B) [33]. Test je prováděn v médiu 
s defi novaným obsahem růstových fak-
torů, aby se minimalizovalo působení 
externích buněčných signálů, a za nead-
herentních podmínek kvůli ověření ne-
závislosti na adherenci k substrátu. Pro 
ověření sebeobnovy CSCs je nutné sféry 
opakovaně pasážovat –  sféry jsou enzy-
maticky převedeny na suspenzi jednot-
livých buněk a  opětovně kultivovány 
za defi novaných podmínek [34,35]. Dle 
počtu zformovaných sfér v druhé a dal-
ších generacích lze určit nejen schop-
nost sebeobnovy, ale také klonogenity 
příslušných buněk.

Buněčné sféry byly odvozeny z  celé 
řady nádorů a často bývají nazývány dle 
tkáňového původu nebo názvu nádoru 
(uvedeno v  závorce): neuronální ná-
dory (neurosféry) [13,36], karcinom prsu 
(mamosféry)  [14], rabdomyosarkom
(rabdosféry)  [12], osteosarkom (sarko-
sféry) [37,38], karcinom tlustého střeva 
(kolonosféry) [39], karcinom pro staty
(prostasféry) [40] a  hepatom (hepato-
sféry) [41]. 

Nevýhodou počátečních experimentů 
prováděných v tekutém médiu byla sku-
tečnost, že mohlo docházet k agregaci 
buněk, a sféry tak mohly vznikat z více 
než jedné buňky, přičemž tento aspekt 
je ale zásadním kritériem pro hodno-
cení testu. Uvedený problém lze překo-
nat použitím semisolidního média, které 



S46

FUNKČNÍ TESTY PRO DETEKCI NÁDOROVÝCH KMENOVÝCH BUNĚK

Klin Onkol 2014; 27 (Suppl 1): S42–S47

15. McDermott SP, Eppert K, Lechman ER et al. Compa-

rison of human cord blood engraftment between im-

munocompromised mouse strains. Blood 2010; 116(2): 

193– 200. doi: 10.1182/ blood- 2010- 02- 271841.

16. Quintana E, Shackleton M, Sabel MS et al. Efficient 

tumour formation by single human melanoma cells. Nature 

2008; 456(7222): 593– 598. doi: 10.1038/ nature07567.

17. Agliano A, Martin-Padura I, Mancuso P et al. Human 

acute leukemia cells injected in NOD/ LtSz- scid/ IL-2Rgam-

 ma null mice generate a faster and more effi  cient disease 

compared to other NOD/ scid-related strains. Int J Cancer 

2008; 123(9): 2222– 2227. doi: 10.1002/ ijc.23772.

18. Ishizawa K, Rasheed ZA, Karisch R et al. Tumor- ini-

tiating cells are rare in many human tumors. Cell Stem 

Cell 2010; 7(3): 279– 282. doi: 10.1016/ j.stem.2010.08.009.

19. Scadden DT. The stem- cell niche as an entity of action. 

Nature 2006; 441: 1075– 1079.

20. Orimo A, Gupta PB, Sgroi DC et al. Stromal fi bro-

blasts present in invasive human breast carcinomas pro-

mote tumor growth and angiogenesis through elevated 

SDF- 1/ CXCL12 secretion. Cell 2005; 121(3): 335– 348. 

21. Olumi AF, Grossfeld GD, Hayward SW et al. Carci-

noma-associated fi broblasts direct tumor progression of 

initiated human prostatic epithelium. Cancer Res 1999; 

59(19): 5002– 5011.

22. Tzukerman M, Skorecki K. A novel experimental plat-

form for investigating tumorigenesis and anti-cancer the-

rapy in a human microenvironment derived from em-

bryonic stem cells. Discov Med 2003, 3(19): 51– 54.

23. Micke P, Ostman A. Tumour- stroma interaction: can-

cer-associated fi broblasts as novel targets in anti-cancer 

therapy? Lung Cancer 2004; 45 (Suppl 2): 163– 175.

24. Fabris VT, Sahores A, Vanzulli SI et al. Inoculated mam-

mary carcinoma-associated fi broblasts: contribution to 

hormone independent tumor growth. BMC Cancer 2010; 

10: 293. doi: 10.1186/ 1471- 2407- 10- 293.

25. Yeung TM, Gandhi SC, Wilding JL et al. Cancer 

stem cells from colorectal cancer- derived cell lines. 

Proc Natl Acad Sci USA 2010; 107(8): 3722– 3727. doi: 

10.1073/ pnas.0915135107.

26. Di Fiore R, Guercio A, Puleio R et al. Modeling human 

osteosarcoma in mice through 3AB- OS cancer stem cell 

xenografts. J Cell Biochem 2012; 113(11): 3380– 3392. doi: 

10.1002/ jcb.24214.

27. Wyckoff  J, Gligorijevic B, Entenberg D et al. High-re-

solution multiphoton imaging of tumors in vivo. Cold 

Spring Harb Protoc 2011; 2011(10): 1167– 1184. doi: 

10.1101/ pdb.top065904.

28. Chen J, Li Y, Yu TS et al. A restricted cell population pro-

pagates glioblastoma growth after chemotherapy. Na-

ture 2012; 488(7412): 522– 526. doi: 10.1038/ nature11287.

29. Driessens G, Beck B, Caauwe A et al. Defi ning the 

mode of tumour growth by clonal analysis. Nature 2012; 

488(7412): 527– 530. doi: 10.1038/ nature11344.

30. Zomer A, Ellenbroek SI, Ritsma L et al. Intravital imag-

ing of cancer stem cell plasticity in mammary tumors. 

Stem Cells 2013; 31(3): 602– 606. doi: 10.1002/ stem.1296.

31. Lathia JD, Gallagher J, Myers JT et al. Direct in vivo evi-

dence for tumor propagation by glioblastoma cancer 

stem cells. PLoS One 2011; 6(9): e24807. doi: 10.1371/ jour-

nal.pone.0024807.

32. Alison MR, Lim SM, Nicholson LJ. Cancer stem cells: 

problems for therapy? J Pathol 2011; 223(2): 147– 161. doi: 

10.1002/ path.2793.

33. Shaw FL, Harrison H, Spence K et al. A detailed mam-

mosphere assay protocol for the quantifi cation of breast 

stem cell activity. J Mammary Gland Biol Neoplasia 2012; 

17(2): 111– 117. doi: 10.1007/ s10911- 012- 9255- 3.

34. Reynolds BA, Weiss S. Generation of neurons and as-

trocytes from isolated cells of the adult mammalian cent-

ral nervous system. Science 1992; 255(5052): 1707– 1710.

35. Dontu G, Wicha MS. Survival of mammary stem cells 

in suspension culture: implications for stem cell bio logy 

stejně jako pro vývoj protinádorových 
léčiv obecně. Nádorové sféry představují 
lepší model solidního nádoru v podmín-
kách in vitro než buňky pěstované jako 
monolayer. Automatizovaná příprava 
kolonií umožňuje vysoce efektivně tes-
tovat a  kvantifi kovat účinky léčiv. Sle-
dování původu buněk u  transgenních 
kmenů myší může v budoucnu ukázat, 
které populace buněk jsou v organizmu 
použitou léčbou ovlivněny. Lze očeká-
vat, že při dalším vývoji funkčních testů 
CSCs bude snaha lépe postihnout i vliv 
nádorového mikroprostředí na funkci 
CSCs a  testy budou rozšiřovány o  me-
tody sledování původu buněk, které po-
mohou charakterizovat interakce CSCs 
a ostatních buněk nádoru.
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Závěr
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Souhrn
Tumorogeneze je vždy doprovázena změnami v mikroprostředí příslušné tkáně. Nádorové mi-
kroprostředí představuje heterogenní komplex, který širokou škálou vnějších podnětů kontro-
luje buněčnou proliferaci, diferenciaci, nekrózu nebo apoptózu a může vést k vývoji agresivního 
fenotypu buněk nádoru. Vliv nádorového mikroprostředí je také často spojován s rezistencí 
k běžně používaným léčebným postupům. Specifi ka nádorového prostředí jsou těsně spojena 
se strukturními i funkčními abnormalitami cévní sítě v nádoru, stejně jako se změnami v buněč-
ném metabolizmu. Pro nádorové tkáně je typické zejména zvýšení podílu glykolýzy, zvýšený 
příjem glukózy, produkce laktátu a CO2, rovněž jako přítomnost hypoxických oblastí a oblastí 
se sníženým pH. V současné době existuje množství metod vhodných pro in vitro simulaci a vý-
zkum ně kte rých z těchto podmínek a množství nových metod se nadále vyvíjí. Bližší poznání 
specifi k nádorového mikroprostředí tak bude stále více ovlivňovat vývoj nových léčebných 
prostředků pro nádorová onemocnění u člověka.

Klíčová slova
mikroprostředí nádoru –  hypoxie –  acidické pH –  glukózová deprivace –  podmínky in vitro

Summary
Tumorigenesis is always accompanied by alterations of the microenvironment in the respective 
tissue. The tumor microenvironment represents a heterogeneous complex, in which cell pro-
liferation, diff erentiation, necrosis or apoptosis are regulated by various extracellular stimuli, 
and it can also lead to development of an aggressive phenotype of tumor cells. Infl uence of 
tumor microenvironment is also often connected with resistance to frequently used thera-
peutic procedures. Specifi cs of the tumor microenvironment are closely associated with the 
structural and functional abnormalities of tumor microvessels and altered cellular metabo-
lism. Moreover, changes such as increase in glycolysis, elevated glucose uptake, production of 
lactate and CO2, and presence of hypoxic regions and regions with acidic pH are typical features 
of tumor tissues. At present, there is a lot of methods for in vitro simulation and investigation of 
some of these specifi c conditions, and a number of new methods are being developed. A detai-
led understanding of the specifi cs of the tumor microenvironment should increasingly improve 
the development of new treatment possibilities of human cancers.

Key words
tumor microenvironment –  hypoxia –  acidic pH –  glucose deprivation –  in vitro conditions
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Specifi ka nádorového 

mikroprostředí

Původní redukcionistický pohled na bio-
logii solidních nádorů předpokládal, že 
nádorové onemocnění vzniká pouze 
v důsledku mutací, které následně způ-
sobují progresi nádoru. Podle této teo-
rie nádorová masa, v jejíchž buňkách se 
kumulují mutace, existuje víceméně izo-
lovaně a s okolním prostředím ve tkáni 
komunikuje jen minimálně. Současné 
pojetí vychází ze skutečnosti, že tkáň ná-
doru je tvořena buňkami transformova-
nými i buňkami nenádorovými, což jsou 
zejména buňky stromální nebo buňky 
imunitního systému. Tato tkáň přijímá 
množství signálů ze svého okolí, které 
v konečném důsledku rozhodují o me-
tabolizmu, růstu a  přežívání nádorově 
transformovaných buněk [1,2]. 

Zatímco přímé vzájemné interakce ná-
dorově transformovaných buněk s buň-
kami netransformovanými lze v součas-
nosti v  systémech in vitro zkoumat jen 
obtížně, při kultivaci nádorových buněk 
je možné využít úprav kultivačního pro-
středí tak, aby co nejvíce odpovídalo 
podmínkám uvnitř nádorové tkáně. 
V praxi to znamená zejména nižší obsah 
kyslíku a  glukózy v  kultivačním pro-
středí, protože nekontrolovaný růst ná-
dorové masy všeobecně vede k nedosta-
tečnému zásobení jednotlivých buněk 
kyslíkem a živinami. Současně se jedná 
o  snížené pH kultivačního média, což 
odpovídá podmínkám v nádorové tkáni, 
kde je pokles pH způsoben hromaděním 
odpadních produktů buněčného meta-
bolizmu a CO2 [3]. Buňky nádorové tkáně 
in vivo se s těmito problémy vyrovnávají 
pomocí specifi ckých změn metabolizmu 
a stimulací neoangiogeneze [4].

Oproti normálně diferencovaným buň-
kám, které pro získání energie potřebné 
k buněčnému metabolizmu upřednost-
ňují mitochondriální oxidativní fosfory-
laci, většina nádorových buněk přechází 
i  za přítomnosti kyslíku na glykolýzu  –  
tento fenomén se označuje jako Warbur-
gův efekt [5]. Aerobní glykolýza ovšem 
představuje ve srovnání s oxidativní fos-
forylací poměrně neefektivní cestu, jak 
energii ve formě ATP vyprodukovat. 
Proto se neustále diskutuje o tom, jaké 
další výhody může využívání aerobní 
glykolýzy nádorovým buňkám posky-

tovat. V současné době se má za to, že 
meziprodukty glykolýzy jsou důležité 
pro bio syntetické procesy, které jsou ne-
zbytné při rychlé proliferaci nádorových 
buněk [1,6,7]. Navíc produkce a hroma-
dění laktátu přispívá k agresivnímu cho-
vání nádoru. Ukázalo se, že tvorba a aku-
mulace laktátu narušuje metaboliz mus 
T lymfocytů a tím brání nádorovou tkáň 
před imunitním systémem. Laktát také 
funguje jako antioxidant a přispívá tak 
k  rezistenci vůči léčebným postupům, 
které využívají indukci reaktivních kys-
líkových radikálů (reactive oxygen spe-
cies  –  ROS). Produkce laktátu dále in-
dukuje degradaci extracelulární matrix 
a  usnadňuje tak migraci nádorových 
buněk. Je také známo, že laktát je scho-
pen indukovat angiogenezi [8–11].

Cévní zásobení nádorové tkáně se vy-
značuje typickou chaotickou architektu-
rou, postrádá lymfatické cévy a kromě ji-
ného je také často příčinou vyššího tlaku 
v nádorové tkáni [12]. Neoangiogeneze 
tedy problémy v  zásobování nádorové 
tkáně řeší jen částečně a  chaotická ar-
chitektura v  kombinaci s  relativně čas-
tými přestavbami cévního řečiště při-
spívá k  heterogenitě nádorové tkáně. 
Pro nádorové mikroprostředí jsou cha-
rakteristické vlastnosti hypoxie, extra-
celulární acidóza a nedostatek glukózy, 
k nimž dochází právě v důsledku nedo-
statečného cévního zásobení. I  z  hle-
diska těchto podmínek je však nádorová 
tkáň značně heterogenní a  jednotlivé 
oblasti nádoru se v uvedených parame-
trech mohou navzájem značně lišit [13].

Měření parametrů mikroprostředí 

v podmínkách in vivo

V minulosti bylo pH nádorové tkáně 
v  podmínkách in vivo měřeno pomocí 
skleněných nebo ocelových mikroelek-
trod, nevýhodou těchto přístupů však 
byla jejich invazivita [14]. V  současnosti 
jsou proto upřednostňovány neinvazivní 
metody, zejména pozitronová emisní to-
mografie (PET), magnetická rezonance 
(MRI), popřípadě optické měření s využi-
tím fl uorescenčně značených sond [14,15]. 
Obdobně tomu je i u měření parciálního 
tlaku kyslíku, kdy se místo jehlových elek-
trod [16] dnes využívají metody PET a MRI 
v  kombinaci s  exogenními, popř. endo-
genními markery. Jako exogenní markery 

jsou užívány nitrožilně nebo i orálně apli-
kované značené nitroaromatické slouče-
niny. O nich je známo, že v buňkách do-
chází k  redukci jejich nitro-skupin na 
amino- skupiny, což je proces sice běžný, 
ovšem za nepřítomnosti kyslíku nevratný. 
Jako endogenní markery slouží proteiny, 
jejich exprese je spojena s  přítomností 
nebo nepřítomností kyslíku a lze je dete-
kovat např. v  plazmě, krvi nebo imuno-
histochemicky v nádorové tkáni získané 
biop  sií [17,18]. Pomocí PET a MRI, nejčas-
těji s využitím značených analogů přísluš-
ných sloučenin, se také stanovuje meta-
bolická spotřeba glukózy, aminokyselin 
nebo lipidů v nádorové tkáni [19,20].

Změny obsahu kyslíku 

v nádorové tkáni

V lidských orgánech se koncentrace kys-
líku významně liší mezi jednotlivými 
tkáněmi. V  dobře prokrvených orgá-
nech (např. játra, ledviny, srdce) se kon-
centrace kyslíku pohybuje v  rozmezí 
4– 14  %. Oproti tomu v  relativně málo 
prokrvených orgánech, kam patří mozek 
(0,5– 7  %), oko (1– 5  %) či kostní dřeň 
(0– 4 %), jsou hodnoty nižší [21]. Hodno-
cení, kdy se v nádorovém mikroprostředí 
již jedná o hypoxii, je tedy třeba vždy po-
měřovat k okolní tkáni.

Hypoxie je jedním z  nejtypičtěj-
ších jevů charakterizujících nádorovou 
tkáň. Asi polovina solidních nádorů bez 
ohledu na velikost a jiné parametry ob-
sahuje hypoxické oblasti, které vznikají 
v důsledku exponenciální proliferace ná-
dorových buněk v kombinaci se speci-
fi ckou strukturou cévního řečiště [22]. 
Vzhledem k faktu, že kyslík je schopen ve 
tkáni difundovat pouze do vzdálenosti 
kolem 100 μm, se během růstu nádoru 
neustále zvyšuje nerovnováha mezi pří-
sunem a spotřebou kyslíku [23–25].

Hypoxie výrazně ovlivňuje všechny me-
tabolické procesy v  buňce  –  a  to nejen 
způsob využívání glukózy a  s  tím spo-
jený výše popsaný Warburgův efekt, ale 
je také příčinou využívání alternativních 
zdrojů energie, jako např. aminokyse-
liny glutaminu [5]. Dalším metabolickým 
procesem, který je spojován s  hypo-
xií, je de novo syntéza mastných kyselin. 
Ta se u většiny nenádorových buněk vy-
skytuje jen ojediněle [26]. To je pro buňky 
nádoru jedna z  možností, jak ovlivňovat 
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jsou náchylnější ke vzniku spontánních 
mutací. Důvodem jejich zvýšeného vý-
skytu je skutečnost, že buňky s touto po-
ruchou jsou rezistentní k apoptóze vyvo-
lané hypoxií nebo nízkým pH [46]. Kyselý 
charakter nádorového mikroprostředí je 
spojován také s  rezistencí nádorových 
buněk k ně kte rým chemoterapeutikům. 
Může za to fakt, že množství chemotera-
peutik se do buněk dostává v neu trální 
formě a díky působení kyselého pH do-
chází k  protonaci chemoterapeutic-
kých činidel a tím ke znemožnění jejich 
prostupu přes cytoplazmatickou mem-
bránu. Mezi takto ovlivněná chemotera-
peutika patří např. vinkristin a doxorubi-
cin [44]. V nádorovém mikroprostředí in 
vivo je tedy jejich příjem buňkou snížen 
a pacient se stává k daným léčivům rezis-
tentním. V současnosti se proto využívají 
různé přístupy, jak takovéto lékové rezis-
tence překonat –  patří k nim např. alka-
lizace nádorového mikroprostředí nebo 
enkapsulace léčiv do micel [25].

Možnosti navození změn pH 

v podmínkách in vitro

Pro navození acidických podmínek se 
v systémech in vitro využívá především 
upravené médium, v kterém jsou buňky 
kultivovány za jinak standardních pod-
mínek. Do média se přidává specifi cký 
organický pufrovací systém, aby v  kul-
tivačních podmínkách (37°C/ 5% CO2) 
bylo udrženo žádané pH. Nejčastěji se 
pH upravuje na hodnoty v rozmezí pHe 
6,5– 6,8 pomocí NaOH a HCl. Pro výzkum 
působení alkalického prostředí používají 
různí autoři rozdílné hodnoty pH i  od-
lišné pufry.

Popsáno bylo např. použití 15mM MES 
(2- (N- morpholino) ethanesulfonic acid) 
a Bis- Tris při výzkumech vlivu nízkého pH 
na vznik chromozomálních aberací [49,50]; 
25 mM HEPES (4- (2- hydroxyethyl)- 1-pipe-
razineethanesulfonic acid) [48] a  25  mM 
MOPS (4-morpholinepropanesulfonic 
acid); 20 mM HEPES, 20 mM MES a 10 mM 
tricin l [41] a také 25 mM NaHCO3 [13].

Změny koncentrace glukózy 

v nádorové tkáni

Specifi ckým rysem nádorového mikro-
prostředí je glukózový defi cit. Zatímco 
průměrná koncentrace glukózy v krvi se 
typicky pohybuje okolo 1  220  nmol/ g, 

proliferace a naopak schopnost produko-
vat rychle se dělící progenitorové buňky, 
činí tyto buňky často rezistentní ke kon-
venční terapii. 

Změny pH v nádorové tkáni

Další charakteristickou vlastností nádo-
rové tkáně je alkalické intracelulární pH 
(pHi) s hodnotami v rozmezí 7,0– 7,4 a ky-
selé extracelulární pH (pHe), jehož hod-
noty dosahují 6,2– 7,0 [41]. U nenádoro-
vých tkání je tomu naopak –  hodnoty pHi 
se pohybují v  intervalu 6,99– 7,2 a hod-
noty pHe okolo 7,4 [42,43]. Acidifi kace 
nádorového mikroprostředí je přisuzo-
vána slabě rozvinuté cévní síti v  nádo-
rové tkáni a akumulaci kyseliny mléčné, 
což je produkt aerobní glykolýzy, v extra-
celulárním prostoru [44]. Dalším význam-
ným zdrojem acidity v hypoxickém pro-
středí je CO2 [13,45], který je přeměňován 
pomocí anhydrázy kyseliny uhličité na 
hydrogen uhličitan a proton. Kyselé pHe 
v okolí nádoru je spojeno s jeho progresí, 
konkrétně se zvýšenou produkcí angio-
genních faktorů a proteáz, s pozměněnou 
transkripcí genů a se zvýšením invazivity 
nádoru [46]. Nízké pH a  nahromaděná 
kyselina mléčná také ovlivňuje imunitní 
reakci organizmu, neboť T lymfocyty po-
dobně jako nádorové buňky upřednost-
ňují glykolýzu i  za přítomnosti kyslíku 
a přebytečné kyseliny mléčné se zbavují 
transportem do okolí díky koncentrač-
nímu gradientu. V nádorovém prostředí 
je ovšem tento gradient zablokován a ky-
selina mléčná uvnitř T lymfocytů narušuje 
jejich metabolizmus a  znemožňuje tak 
jejich správnou funkci [47]. Snížené pHe 
také přispívá k nestabilitě genomu, a to 
hlavně kvůli poškození reparačních me-
chanizmů. V podmínkách in vitro se po-
tvrdilo, že buňky vystavené kyselému pH 
a hypoxii vykazovaly nižší schopnost re-
parace ve srovnání s buňkami kultivova-
nými v  normoxických podmínkách. Pří-
činou je inhibiční působení nízkého pH 
a nízkého pO2 na reparační systém N- ER 
(nucleotide excision repair) [48]. Další ge-
nomové změny jsou zapříčiněny klasto-
genním působením kyselého pH, které 
může způsobit zlomy DNA, výměny chro-
matid a  přestavby chromozomů [49]. 
V nádorovém prostředí se rovněž často 
vyskytují buňky s poruchou reparačního 
systému MMR (DNA mismatch repair), jež 

redoxní rovnováhu porušenou zvýšenou 
glykolýzou [27]. V  případě vyšší exprese 
syntázy mastných kyselin byla zjištěna 
korelace s  agresivitou nádorového feno-
typu [28]. Hypoxie také indukuje nebo 
naopak potlačuje expresi množství genů, 
které hrají důležitou roli v procesech an-
giogeneze, nádorové progrese, metastazo-
vání nebo při produkci glykolytických en-
zymů, růstových faktorů a transkripčních 
faktorů. Velmi často se tak děje prostřed-
nictvím transkripčního faktoru HIF- 1α [29]. 
Již dlouho je také známo, že hypoxické ná-
dorové buňky jsou 3– 5krát rezistentnější 
k ionizujícímu záření v porovnání s normo-
xií. To souvisí se schopností kyslíku vytvářet 
následkem ionizujícího záření ROS, které 
poškozují membrány buněk a mohou způ-
sobovat i dvouřetězcové zlomy v molekule 
DNA. V hypoxických podmínkách tak není 
tvorba ROS pro efektivitu terapie dosta-
tečná [30–32]. Stejným způsobem hypo-
xie zvyšuje rezistenci k ně kte rým léčivům, 
jako je cyklofosfamid, karboplatina nebo 
melphalan [33].

Možnosti navození hypoxie 

v podmínkách in vitro

Pro experimentální dosažení krátkodo-
bého maximálního anoxického efektu 
je možné použít směs plynů 95% N2/
 /5% CO2 a  inkubaci ve fosfátovém pufru 
s  přídavkem EC Oxyrase, což je bio-
katalytické agens redukující zbytkový 
kyslík v inkubačním roztoku [34,35]. Nej-
častější způsob, jak v laboratoři zajistit hy-
poxické podmínky, je využití hypoxické 
komůrky, popřípadě inkubátoru s  mož-
ností úpravy a monitorování obsahu kys-
líku v kultivační atmosféře. Inkubace při 
hladinách kritické hypoxie (1% O2) se 
často využívají při výzkumu kmenových 
buněk, neboť hypoxie potlačuje diferen-
ciaci a je považována za významnou vlast-
nost tzv. niche kmenových buněk [21,36], 
tedy specifi ckého mikroprostředí okolo 
kmenových buněk, které se podílí na udr-
žení bio logických vlastností těchto buněk, 
zejména schopnosti sebeobnovy [37,38]. 
Stejně tak je hypoxie studována v souvis-
losti s hypotézou nádorových kmenových 
buněk a jejich mikroprostředí [39,40]. Tato 
teorie předpokládá existenci určité popu-
lace nádorových buněk s ně kte rými vlast-
nostmi buněk kmenových. Tyto vlast-
nosti, jako je vlastní niche, nižší frek vence 
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jsou integrovány s výše uvedenými 3D 
modely a umožňují přesnou a reprodu-
kovatelnou kontrolu podmínek požado-
vaných při kultivaci, jako je teplota, pH, 
střední průtok, hladina kyslíku, přívod 
živin nebo odstranění metabolitů [63].

Ačkoliv mají přístupy 3D kultivace 
stále ještě ně kte ré limity, oproti běžným 
2D kultivacím v podmínkách in vitro jsou 
schopny poskytovat informace, které 
mnohem lépe reflektují specifika bio-
logie solidních nádorů, a to navíc rych-
leji a  levněji v  porovnání se zvířecími 
modely.

Literatura

1. Hanahan D, Weinberg RA. Hallmarks of cancer: the next 

generation. Cell 2011; 144(5): 646– 674. doi: 10.1016/ j.

cell.2011.02.013.

2. Nowell PC. Tumor progression: a brief historical per-

spective. Semin Cancer Biol 2002; 12(4): 261– 266.

3. Weinberg RA. The bio logy of cancer. New York: Garland 

Science 2007.

4. Gillies RJ, Morse DL. In vivo magnetic resonance 

spectroscopy in cancer. Annu Rev Biomed Eng 2005; 7: 

287– 326.

5. Dang CV. Links between metabolism and cancer. Genes 

Dev 2012; 26(9): 877– 890. doi: 10.1101/ gad.189365.112.

6. Heiden MG, Cantley LC, Thompson CB. Understanding 

the warburg eff ect: the metabolic requirements of cell 

proliferation. Science 2009; 324(5930): 1029– 1033.

7. Kroemer G, Pouyssegur J. Tumor cell metabolism: can-

cer‘s Achilles‘ heel. Cancer Cell 2008; 13(6): 472– 482.

8. Hamanaka RB and Chandel NS. Targeting glucose me-

tabolism for cancer therapy. J Exp Med 2012; 209(2): 

211– 215.

9. Lunt SY, Vander Heiden MG. Aerobic glycolysis: meeting 

the metabolic requirements of cell proliferation. Annu 

Rev Cell Dev Biol 2011; 27: 441– 464. doi: 10.1146/ annu-

rev- cellbio - 092910-154237.

10. Meijer TW, Kaanders JH, Span PN et al. Targeting hy-

poxia, HIF- 1, and tumor glucose metabolism to im-

prove radiotherapy effi  cacy. Clin Cancer Res 2012; 18(20): 

5585– 5594. doi: 10.1158/ 1078- 0432.CCR- 12- 0858.

11. Hirschhaeuser F, Sattler UG, Mueller- Klieser W. Lactate: 

a metabolic key player in cancer. Cancer Res 2011; 71(22): 

6921– 6925. doi: 10.1158/ 0008- 5472.CAN- 11- 1457.

12. Cairns R, Papandreou I, Denko N. Overcoming physio-

logic barriers to cancer treatment by molecularly target-

i ng the tumor microenvironment. Mol Cancer Res 2006; 

4(2): 61– 70.

13. Helmlinger G, Sckell A, Dellian M et al. Acid produc-

tion in glycolysis- impaired tumors provides new insi-

ghts into tumor metabolism. Clin Cancer Res 2002; 8(4): 

1284– 1291.

14. Volk T, Jähde E, Fortmeyer HP et al. pH in human 

tumour xenografts: eff ect of intravenous administration 

of glucose. Br J Cancer 1993; 68(3): 492– 500.

15. Zhang X, Lin Y, Gillies RJ. Tumor pH and its mea-

surement. J Nucl Med 2010; 51(8): 1167– 1170. doi: 

10.2967/ jnumed.109.068981.

16. Höckel M, Schlenger K, Knoop C et al. Oxygenation of 

carcinomas of the uterine cervix: evaluation by compute-

rized O2 tension measurements. Cancer Res 1991; 51(22): 

6098– 6102.

17. Rademakers SE, Span PN, Kaanders JH et al. Molecular 

aspects of tumour hypoxia. Mol Oncol 2008; 2(1): 41– 53. 

doi: 10.1016/ j.molonc.2008.03.006.

3D kultivace 

V poslední době se výzkumu nádo-
rového mikroprostředí in vitro oteví-
rají nové možnosti v  podobě kultivací 
v 3D strukturách. Výhoda takových kul-
tivací je možnost simulovat nejen bio-
chemické faktory, ale zároveň i  me-
chanické podněty, u  kterých bylo také 
zjištěno, že jejich modifi kace může mít 
vliv na buněčný růst, migraci a invazivitu 
stejně jako na proliferaci a apoptózu [60]. 
Pochopitelně nejpřesnější simulací 3D 
prostředí je kultivace s  využitím kom-
pletních organizmů nebo jejich embryí. 
Mezi úskalí těchto přístupů ovšem patří 
nemožnost přesně defi novat kultivační 
prostředí, nesnadné zobrazování kulti-
vovaných buněk a také s těmito přístupy 
spojené otázky ekonomické a  etické. 
V prostoru mezi 2D kultivačními modely 
a využitím kompletních organizmů se tak 
lze setkat nejčastěji s kultivacemi formou 
buněčných sfér a nebo s různými modely 
tkáňového inženýrství [61].

Tkáňové inženýrství bylo původně 
rozvíjeno ve snaze vyvinout funkční ná-
hražky tkání a orgánů. To vedlo k vytvo-
ření 3D matric a lešení, na která jsou v la-
boratoři nanášeny různé typy buněk za 
přítomnosti požadovaných růstových 
faktorů [62]. Lešení imituje podmínky 
podmínky přirozeně se nacházející v ex-
tracelulární matrix, což umožňuje buň-
kám nabýt přirozený tvar a zajistit přiro-
zenou tkáňovou organizaci [63]. Tyto 3D 
kultivace rychle zaujaly své místo ve vý-
zkumu, kde jsou využívány především 
pro sledování angiogenních a  tumori-
genních mechanizmů nádoru [62].

Buněčné sféry jsou v  porovnání 
s  tkáňovým inženýrstvím jednoduché 
3D modely, založené na schopnosti ad-
hrentních buněk agregovat. Tyto mo-
dely nevyžadují lešení a  mohou být 
jednoduše pozorovány mikroskopem. 
Svoje uplatnění nacházejí především 
v modelaci růstu solidních nádorů a stu-
diu schopností metastazovat [64]. Nevý-
hodou sfér je neschopnost transportu 
látek a  tak se díky hladovění a  toxicitě 
nahromaděných metabolitů ve sférách 
větších než 1 mm tvoří centra s odumře-
lými buňkami [63]. 

Problém s  transportem látek, přísu-
nem kyslíku a živin v 3D kulturách v sou-
časnosti řeší bio reaktory. Tyto přístroje 

tj. asi 5,6 nmol/ l, v nádorové tkáni byly 
zaznamenány hodnoty několikanásobně 
nižší [51,52]. Hlavní příčina tohoto defi -
citu je nedostatečné prokrvení nádorové 
tkáně způsobené chaoticky řízenou an-
giogenezí. Další příčina může být vyšší 
spotřeba glukózy, ze které nádorové 
buňky získávají energii častěji glykolý-
zou než oxidativní fosforylací, a  proto 
jí na stejné množství získané energie 
spotřebují více. Zvýšená spotřeba glu-
kózy má i  přímou souvislost s  hypoxií, 
neboť ně kte ré enzymy důležité pro gly-
kolýzu jsou regulovány transkripčním 
faktorem HIF- 1 [25]. Metabolizmus glu-
kózy a  s  ním spojené hromadění lak-
tátu může mít nejen vliv na agresivní 
chování nádoru a  případnou léčbu, jak 
bylo zmíněno výše, ale glukózová depri-
vace v kombinaci s hypoxií a nízkým pH 
může na progresi a expanzi nádoru pů-
sobit i  bezprostředně, protože většina 
buněk vznikajícího nádoru není schopna 
se těmto změněným podmínkám přizpů-
sobit a typickým výsledkem je tak buď in-
dukce nekrózy, nebo apoptózy. Výše zmí-
něné nádorové kmenové buňky ovšem 
mohou tuto selekci přežít a  v  kombi-
naci s rezistencí k léčbě pak představují 
potenciální riziko recidivy onemocnění. 
Identifi kace takovýchto buněk a pocho-
pení specifik jejich bio logických vlast-
ností otevírá nové perspektivy v protiná-
dorové terapii [25,53–55]. 

Možnosti navození změn 

koncentrace glukózy 

v podmínkách in vitro

Vliv snížené hladiny glukózy na nádo-
rově transformované buňky je nejčastěji 
studován pomocí inkubace v bezglukó-
zovém médiu pouze s přídavkem fetál-
ního telecího séra (10– 15 %) se sérovým 
obsahem glukózy [56,57], nebo s přida-
nou glukózou v nižším množství, než je 
v běžném médiu s nízkým obsahem glu-
kózy (5  mM). Například Raff aghello et 
al [58] popisují, že prostředí se sníženým 
množstvím glukózy (2,5 mM) může chrá-
nit savčí buňky před vysokými dávkami 
oxidativního poškození nebo před půso-
bením chemoterapeutik. Další možností 
studia je využití ně kte rých induktorů 
proteinů regulovaných glukózou (GRP), 
jako jsou např. deoxyglukóza, glukosa-
min či Calimycin A23187 [59]. 
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Souhrn
Elektrochemická analýza nukleových kyselin, bílkovin i polysacharidů představuje zajímavou, i když 
zatím méně používanou alternativu ve srovnání se stávajícími metodami založenými zejména na optické 
detekci. Nabízí totiž relativně levnou, rychlou a přístrojově nenáročnou možnost paralelní detekce na 
miniaturizovaných čipech, ideální pro personalizovanou medicínu 21. století. Elektrochemie nukleových 
kyselin umožňuje např. detekci konkrétních sekvencí DNA (pro určení genů, stanovení přítomnosti 
bakterií a virů, atd.), analýzu poškození DNA a interakcí s jinými molekulami, DNA metylaci, nebo de-
tekci mikroRNA jako nádorových bio markerů. V elektrochemii bílkovin je v současnosti kladen důraz 
zejména na konstrukci tzv. imunosenzorů schopných detekce konkrétních proteinů (antigenů) pomocí 
jejich vazby na protilátku, s potenciálem pro dia gnostiku. Z bio fyzikálního hlediska je zajímavý vlastní 
elektrokatalytický signál bílkovin citlivý k jejich konformačním změnám, který by mohl nalézt uplatnění 
při rozlišení mutantních forem proteinů (např. u p53) nebo při jejich agregaci (α- synuklein v případě 
Parkinsonovy nemoci), popřípadě při studiu interakcí s nízkomolekulárními látkami či DNA. Díky zvý-
šenému zájmu o glykoproteiny se začínají objevovat elektrochemické práce zabývající se detekcí oligo-
sacharidů a polysacharidů (tzv. glykanů, pokud jsou součástí bílkovin), a to pomocí elektroaktivních 
značek specifi ckých pro sacharidy anebo konstrukcí lektinových bio senzorů využívajících lektinů, které 
se silně váží právě na glykany. Elektrochemická analýza se tak jeví jako zajímavý nástroj v současném 
výzkumu na poli genomiky, proteomiky i glykomiky, včetně dia gnostiky nádorových onemocnění.

Klíčová slova
elektrochemie –  elektrody –  hybridizace nukleových kyselin –  DNA senzory –  elektrokatalýza –  
biologické  markery

Summary
Electrochemical analysis of nucleic acids, proteins and polysaccharides represents an interesting, 
although not widely spread alternative to current methods based predominantly on optical detec-
tion because it off ers a relatively inexpensive, fast and instrumentally simple detection of parallel 
samples on miniaturized chips, ideal for personalized medicine of the 21st century. Nucleic acid 
electrochemistry enables, for example, detection of specifi c DNA sequences (for determination of 
genes or presence of bacteria and viruses, etc.), DNA damage analysis and interaction with other 
molecules, DNA methylation or detection of microRNAs as potential cancer bio markers. In the 
electrochemistry of proteins, great emphasis is put on construction of immunosensors for captur-
ing specifi c proteins (antigens) using antibodies, suitable for dia gnostics. From a bio physical point 
of view, intrinsic electrocatalytic signal of proteins sensitive to conformational changes could be 
useful in discrimination of mutant proteins (e. g. p53), native and aggregated forms (α-synuclein 
in Parkinson‘s disease) or for studies of protein interactions with low molecular- weight ligands 
and DNA. Due to an increased interest of scientists in glycoproteins, new electrochemical papers 
emerged aiming at detection of oligosaccharides and polysaccharides (i.e. glycans, when part of 
the protein). These assays employ for instance electroactive labels specifi c for saccharides or lectin 
bio sensors using lectins which strongly bind glycans. Electrochemical analysis thus appears as an 
interesting tool in current genomics, proteomics and glycomics, as well as for cancer dia gnostics.

Key words
electrochemistry  –  electrodes – nucleic acid hybridization  –  DNA sensors  –  electrocatalysis  –  
biological  markers
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Úvod

V souvislosti s  obrovským pokrokem 
v bio medicíně v posledních letech jsou 
vyvíjeny nové metody analýzy a detekce 
nukleových kyselin (NK), bílkovin i poly-
sacharidů  –  metody, které by byly lev-
nější, vyžadovaly jednodušší vybavení 
a  dokázaly rychle a  paralelně analyzo-
vat co nejmenší objemy vzorků. Z těchto 
důvodů se v bio medicínském výzkumu 
čím dál víc používají i  metody zalo-
žené na elektrochemické detekci, které 
mají naději tato kritéria splnit. V součas-
nosti v laboratořích zaměřených na on-
kologický výzkum převládají zavedené 
a  dobře známé optické techniky (mik-
roskopie, různé spektroskopické me-
tody atd.) využívající detekci světla 
nebo jiného elektromagnetického zá-
ření. U  elektrochemie je princip poně-
kud odlišný  –  zjednodušeně řečeno je 
studován přenos elektronů mezi analy-
zovanou látkou rozpuštěnou ve vodním 
prostředí a  elektrodou do tohoto pro-
středí ponořenou. Látka může od elek-
trody elektrony přijímat (redukovat se) 
anebo je elektrodě odevzdávat (oxido-
vat se), přičemž se tento přenos elek-
tronů projeví změnou sledovaného 
signálu (obvykle vznikem tzv. píku). 
Na základě toho lze zjistit např. přítom-
nost dané látky v prostředí (a dle velikosti 
signálu i její koncentraci) nebo studovat 
její strukturu či interakci s jinými moleku-
lami. I když je elektrochemie používána 
spíše pro detekci nízkomolekulárních 
látek (existuje řada elektrochemických 
senzorů např. pro detekci etanolu v alko-
hol testerech, oxidu uhelnatého v plyno-
vých detektorech anebo glukózy v glu-
kometrech), čím dál více prací se zabývá 
i  studiem bio makromolekul. Velkou 

roli ve vývoji elektrochemie sehrál vý-
znamný český vědec Jaroslav Heyrovský, 
držitel Nobelovy ceny za objev polaro-
grafi e, předchůdkyně dnešních moder-
ních elektrochemických technik. Česká 
elektrochemie má proto velikou tradici 
a  dobré jméno v  zahraničí a  není ná-
hoda, že mnoho objevů bylo učiněno 
právě na „domácí půdě“. V  následují-
cích řádcích bychom rádi shrnuli histo-
rii i současné možnosti a trendy v elek-
trochemickém výzkumu NK, bílkovin 
a v neposlední řadě i polysacharidů, ze-
jména v souvislosti s glykoproteiny.

Nukleové kyseliny

Krátce po objevu struktury dvojité šrou-
bovice DNA v roce 1953 [1], kdy vzrostl 
zájem o chemické i bio logické vlastnosti 
DNA, se zdálo, že DNA a RNA jsou pola-
rografi cky inaktivní, a tudíž pro elektro-
chemii nepoužitelné  [2]. V  témže roce 
však jeden z nás (EP), který pracoval jako 
asistent/ aspirant (dnes Ph.D. student) na 
Biofyzikálním ústavu ČSAV v  Brně, zís-
kal výsledky ukazující, že všechny báze, 
DNA i  RNA jsou polarografi cky aktivní 
a  lze je elektrochemicky stanovit v  re-
lativně nízkých koncentracích  [3]. Uká-
zalo se, že adenin (A) a cytosin (C) posky-
tují redukční signály, zatímco guanin (G)
poskytuje při (cyklické) oscilografické 
polarografii anodický signál, odpoví-
dající oxidaci redukčního produktu 
guaninu. V  roce 1960  vyšla v  časopisu 
Nature práce ukazující, že za elektroche-
mické signály DNA jsou odpovědny re-
dukční a oxidační elektrodové děje bází 
(A, C, G) a že tyto signály refl ektují změny 
ve struktuře DNA, při nichž se mění do-
stupnost bází pro elektrodové inter-
akce  [4]. Možná nebylo překvapivé, že 

tato práce vyšla rok po udělení Nobelovy 
ceny J. Heyrovskému a krátce před udě-
lením téže ceny J. Watsonovi, F. Crickovi 
a M. Wilkinsovi (1962) za objev struktury 
DNA. Určitě stojí za zmínku, že získané 
výsledky by nevznikly bez přístroje pro 
oscilografi ckou polarografi i, který v  té 
době zakoupil Vladimír Morávek, profe-
sor bio chemie na Masarykově univerzitě 
a zakladatel výzkumných laboratoří Ma-
sarykova onkologického ústavu v Brně.

Po více než 30  let byla elektroche-
mie nukleových kyselin poměrně malé 
vědecké pole, na kterém pracovalo 
asi 10  laboratoří, převážně v  Evropě. 
Brněnská laboratoř vedená EP představo-
vala v té době světové centrum v dané ob-
lasti, ze kterého vyšla řada důležitých ob-
jevů a zjištění [5–10], z nichž mnohé jsou 
využívány dodnes. Ně kte ré z  nich jsou 
uvedeny v tab. 1. Po roce 1990 se začal 
počet laboratoří zabývajících se elektro-
chemií DNA zvyšovat a došlo k prudkému 
nárůstu publikací v této oblasti vědy, do-
sahujícímu až přibližně 700 článků ročně.

Pravděpodobným důvodem tohoto 
nárůstu byl výrazný pokrok v genomice 
související zejména s dokončením pro-
jektu lidského genomu (Human Ge-
nome Project). Jakmile totiž vědci znali 
sekvenci mnoha genů odpovědných 
za vznik dědičných chorob anebo rako-
viny (tzv. onkogenů anebo nádorových 
supresorových genů), nebyl pak pro-
blém syntetizovat sondy DNA s komple-
mentární sekvencí, které by tyto cílové 
geny navázaly (v  procesu hybridizace) 
a  tuto hybridizaci detekovali pomocí 
různých technik právě včetně elektro-
chemie. Postupně se vyvinulo množství 
sofistikovaných přístupů cílených na 
zlepšení citlivosti nebo reprodukovatel-
nosti analýz (obr. 1) [11]. Jedná se třeba 
o  analogii známé ELISA, kdy cílová NK 
nejdřív hybridizuje s vazebnou sondou 
a následně jiná část této cílové NK hybri-
dizuje s další DNA sondou (tzv. detekční 
nebo reportérovou sondou), která bývá 
značena antigenem (obr. 1A). Po vytvo-
ření „sendviče“ se do směsi přidává pri-
mární protilátka vůči danému antigenu 
a následně sekundární protilátka konju-
govaná s enzymem (jež se váže na pri-
mární protilátku) a  elektrochemicky se 
sleduje enzymatická reakce. Signál z en-
zymatické reakce (obvykle oxidace nebo 

Tab. 1. Některá důležitá zjištění v elektrochemii nukleových kyselin do roku 1990. 

Rok Literatura

1962–1966 rozlišení dvouřetězcové a jednořetězcové DNA [5]

1967 detekce poškození DNA [6]

1967 interakce DNA s nízkomolekulárními ligandy [7]

1978 použití pevných elektrod (uhlík) [8]

1981–1983 značení DNA elektroaktivní látkou [9]

1986 DNA-modifi kované elektrody [10]
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využít např. pro studium molekul, které 
by mohly být potenciálními léčivy, ale 
jejich vazba na DNA nebyla doposud 
prostudována.

Další důležitou oblastí je elektroche-
mické studium metylace DNA. Metylace 
představuje epigenetickou modifikaci 
(metylace cytozinu na 5- uhlíku; vzniká 
metylcytozin) hrající roli v  genové ex-
presi  [25], přičemž změněné metylační 
vzorce u DNA bývají asociovány s karci-
nogenezí. Bylo publikováno několik stra-
tegií, jak elektrochemicky rozlišit mety-
lovanou a nemetylovanou DNA. Používá 
se třeba reakce s  hydrogensiřičitanem 
sodným, který deaminuje cytozin na 
uracil, zatímco metylcytozin zůstává ne-
změněn. Po vhodné volbě primerů je ná-
sledně provedena amplifi kace metylo-
vané nebo nemetylované DNA pomocí 
polymerázové řetězové reakce (poly-
merase chain reaction – PCR), u které je 
uracil amplifi kován jako tymin a metyl-
cytozin jako cytozin, a elektrochemická 
detekce použitím vhodných redoxních 
značek [14,26]. Jednodušší varianta je 
přímé rozlišení metylované a nemetylo-
vané DNA bez nutnosti PCR amplifi kace, 
pouze na základě rozdílných elektro-
chemických vlastností cytozinu a metyl-
cytozinu  [27,28]. Tento přístup se však 
v současné době jeví jako málo citlivý, 

Výše zmíněné strategie byly použity 
pro detekci onkogenů a tumor supreso-
rových genů [12– 14], jednonukleotido-
vého polymorfi zmu (single nucleotide 
polymorphism, např. u  hemachroma-
tózy) [15], repetitivních sekvencí (tzv. tri-
pletová expanze typická pro Hunting-
tonovu chorobu nebo myotonickou 
dystrofi i)  [16,17], virových či bakteriál-
ních NK [18– 20] anebo geneticky modi-
fi kovaných organizmů [21]. 

Využití v onkologickém výzkumu

Existuje celá řada potenciálních mož-
ností použití elektrochemie NK v onko-
logickém výzkumu. Zajímavá aplikace 
je třeba studium interakce DNA s  pro-
tinádorovými léčivy. Léky jako cispla-
tina, daunomycin anebo mitomycin po-
škozují DNA, přičemž toto poškození se 
často projeví změnou elektrochemic-
kého signálu DNA  [22]. Brabec vyvinul 
jednoduchý elektrochemický bio senzor 
na bázi uhlíkových elektrod, který mo-
nitoruje pokles oxidačního píku gua-
ninu po navázání platinovaných de-
rivátů  [23]. Mnohdy i  samotná léčiva 
(zejména organokovové sloučeniny 
jako platinované deriváty) dávají vý-
razný elektrochemický signál a namísto 
píku DNA je analyzován signál pochá-
zející od léčiv [24]. Tyto přístupy se dají 

redukce nějakého vhodného substrátu) 
pak značí přítomnost cílové NK; nejčas-
těji používanými enzymy jsou alkalická 
fosfatáza či křenová peroxidáza.

Poněkud jednodušší je tzv. „moleku-
lární maják“ (molecular beacon), což je 
speciální značená DNA sonda zahrnu-
jící vazebnou i detekční sondu v jednom 
(obr. 1B). Tato sonda je navázána na po-
vrch elektrody, přičemž před hybridizací 
je velmi fl exibilní. Díky ní se připojená 
elektroaktivní značka na konci sondy na-
chází relativně blízko povrchu elektrody 
a její signál je tudíž vysoký. Po hybridizaci 
s cílovou NK mění sonda konformaci, je 
„narovnanější“ a značka se dostává dál 
od elektrody, čímž signál klesá.

V poslední době se i  v  elektroche-
mii NK čím dál častěji uplatňují nano-
technologie (obr.  1C). Oblíbeným pří-
stupem je např. aplikace anorganických 
nanočástic (kovové, magnetické, polo-
vodičové atd.), které mohou sloužit jako 
elektroaktivní značky nebo jako kataly-
zátory chemických reakcí. Pro modifi-
kaci elektrodových povrchů se použí-
vají uhlíkové nanotrubky nebo grafén 
(Nobelova cena, 2010), jejichž výhodou 
je velký poměr plocha/ objem vedoucí 
k výrazné amplifi kaci signálu (s rostoucí 
plochou roste i počet přenesených elek-
tronů z/ do elektrody).

Obr. 1. Nejčastěji používané strategie pro detekci konkrétních sekvencí nukleových kyselin (NK) v hybridizačních senzorech. 

A. Sendvičová strategie využívající dvě sondy: vazebnou sondu připevněnou na elektrodu a antigenem značenou detekční sondu pro 
vazbu protilátky konjugované s enzymem. Elektrochemicky je detekován produkt enzymatické reakce. B. Molekulární „maják“ s jedinou 
značenou sondou imobilizovanou na povrch elektrody. Cílová NK mění konformaci vazebné sondy a ovlivňuje výsledný signál. C. Sendvi-
čová strategie, kde se namísto protilátky používají nanočástice (nanoparticles – NP); ty mohou katalyzovat reakci za vzniku elektroaktiv-
ního produktu, anebo v případě kovových NP je možné detekovat kationty kovů po jejich rozpuštění.
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zejména pokud se jedná o  zmíněnou 
elektrokatalýzu, při které elektroaktivní 
aminokyseliny u studovaného proteinu 
odevzdávají při záporných potenciá-
lech elektrodě protony, čímž dochází ke 
vzniku a vylučování molekulárního vo-
díku. Jedná se zvláště o bazické amino-
kyseliny lysin, arginin a histidin, a taktéž 
o cystein, jehož katalytické účinky se vy-
užívají právě ve výše popsané BCR. Tyto 
aminokyseliny následně přijímají pro-
tony z vodního prostředí, dochází k  je-
jich regeneraci a  katalytický cyklus se 
může opakovat. Protože jedna mole-
kula proteinu generuje mnoho mole-
kul vodíku, je tato metoda vysoce citlivá, 
umožňující stanovení až subnanomo-
lárních koncentrací proteinů. Důleži-
tou vlastností tohoto katalytického sig-
nálu (nazývaného pík H; obr. 2A) je jeho 
citlivost ke strukturním či konformač-
ním změnám bílkovin, protože často 
dochází ke snížení nebo zvýšení pří-
stupnosti elektroaktivních aminokyse-
lin k  povrchu elektrody, čímž je ovliv-
něn přenos elektronů. Pomocí píku H
byla u  bílkovin kupříkladu sledována 
denaturace [43] nebo agregace [44], in-
terakce s nízkomolekulárními ligandy či 
DNA [45], strukturní změny v důsledku 
zavedených mutací  [46], či redoxní 
stav [47] atd.

Kromě rtuťových elektrod poskytují 
bílkoviny signály i na uhlíkových elektro-
dách. Je možné monitorovat oxidaci ami-
nokyselinových zbytků tyrozinu a tryp-
tofanu (obr. 2B), a to třeba pro studium 
interakce DNA- protein [48], pro rozlišení 
fosforylovaných a  nefosforylovaných 
forem  [49], pro studium membránové 
sodíkové- draslíkové pumpy  [50], nebo 
pro stanovení inzulinu [51] či  α-synukle-
inu (proteinu důležitého při vzniku Par-
kinsonovy nemoci) [52]. 

Pro zvýšení citlivosti se k bílkovinám 
často navazují různé externí značky, 
popřípadě se sledují redoxní děje ko-
faktorů (zejména iontů kovů u metalo-
proteinů), a nikoliv redoxní děje samot-
ných aminokyselin. Značení je zejména 
účinné při citlivé detekci konkrétních 
bílkovin, obvykle ve směsi jiných mole-
kul. Pro tyto účely se nejčastěji využívají 
tzv. imunoeseje (immunoassays) ve for-
mátu ELISA, kdy se hledaný protein 
(sloužící jako antigen) naváže na pri-

pokoušel popularizovat polarografi i tím, 
že do své laboratoře zval mladé vědce 
a ti tam na polarografu prováděli své ex-
perimenty. Mezi nimi byli i  lékaři Herles 
a Vančura studující polarografi ckou akti-
vitu lidských tělních tekutin [39]. V séru, 
moči i žluči objevili signál bílkovin, který 
byl potenciálově asi o  300  mV pozitiv-
nější než redukce sodíkových kationtů, 
a proto dostal název „prenátriová vlna“. 
Ve výzkumu prenátriové vlny pokračo-
vali Heyrovský a  Babička, kteří ukázali, 
že tento signál souvisí s katalytickým vy-
lučováním vodíku, přičemž se objevoval 
v přítomnosti albuminů společně s amo-
niovými ionty  [40]. Polarografi cká pre-
nátriová vlna však byla považována za 
málo vhodnou pro analytické účely, pro-
tože se nacházela příliš blízko vylučování 
základního elektrolytu a byla špatně vy-
vinutá. V  roce 1933  Brdička zjistil, že 
bílkoviny obsahující zbytky cysteinu 
poskytují polarografi ckou dvojvlnu v pu-
frovaných roztocích kobaltu, která byla 
rovněž způsobena katalytickým vylučo-
váním vodíku, ale byla dobře oddělena 
od křivky základního elektrolytu. Po ně-
kolik desetiletí byla Brdičkova katalytická 
reakce (Brdicka’s catalytic reaction –  BCR) 
intenzivně studována, neboť se brzy po 
jejím objevu jevila jako dobrý nástroj při 
výzkumu rakoviny, a to zejména pro její 
dia gnostiku [41]. Na výzkumech se podí-
lel i Masarykův onkologický ústav (MOÚ) 
v Brně, včetně prof. V. Morávka a později 
A. Kočenta, kteří na MOÚ elektrochemic-
kou analýzu bílkovin zavedli a  přispěli 
k  jejímu rozvoji. Koncem 60.  let minu-
lého století začal zájem o  BCR upadat, 
neboť se objevily nové, specifi čtější me-
tody v dia gnostice rakoviny. BCR v kom-
binaci s moderními elektrochemickými 
metodami a stacionárními elektrodami 
se může však i v současnosti uplatnit při 
analýze bílkovin, např. metalothione-
ninů [42]. V posledních letech se ukazuje, 
že Heyrovského „prenátriová vlna“ ve 
spojení s  elektrochemickou technikou, 
tzv. chronopotenciometrií konstant-
ním proudem (constant current chro-
nopotentiometric stripping –  CPS) a se 
stacionárními rtuťovými chemicky mo-
difi kovanými elektrodami, včetně pev-
ných amalgamových elektrod, může být 
vhodný nástroj analýzy bílkovin. Rtuťové 
elektrody totiž nabízejí vysokou citlivost, 

vyžadující mikromolární množství DNA. 
Nedávno jsme vyvinuli jednoduchou 
metodu pro rozlišení metylované a ne-
metylované DNA použitím hydrogen-
siřičitanu sodného, avšak bez nutnosti 
PCR  [29]. Využili jsme při tom toho, že 
uracil je na rtuťových elektrodách nere-
dukovatelný, zatímco metylcytozin ano. 
Metylovaná DNA proto po reakci s hyd-
rogensiřičitanem sodným poskytovala 
vyšší signál než nemetylovaná DNA. 

Mnoho práce bylo vykonáno i na poli 
RNA. Molekuly jako mRNA a  mikroRNA 
(miRNA) slouží jako bio markery ně kte-
rých typů nádorů, protože úzce souvisí 
s  expresí onkoproteinů nebo nádoro-
vých supresorů [30]. Byla např. vyvinuta 
metoda elektrochemické detekce mRNA 
pro interleukin-8  přímo ve slinách pro 
včasnou dia gnostiku rakoviny ústní du-
tiny  [31]. Detekce byla provedena pou-
žitím molekulárního majáku, přičemž 
detekční limit byl slibných 0,4 fM. Mno-
hem více prací však existuje pro elekt-
rochemickou detekci miRNA (krátkých 
RNA molekul) využívajících dva roz-
dílné mechanizmy posttranskripční re-
gulace genové exprese, které vedou 
buď k degradaci cílové mRNA, nebo k re-
presi její translace [11,32]. Nejčastější pří-
stup elektrochemické detekce miRNA je 
již zmíněná sendvičová metoda využí-
vající dvě DNA sondy (obr. 1, stejná stra-
tegie, pouze namísto DNA je deteko-
vána RNA) a ně kte rý ze způsobů značení 
pro amplifikaci signálu, např. enzyma-
tické  [33– 35] nebo nanočásticové  [36]. 
Existují i další strategie, třeba jednodušší 
a  levnější metoda bez amplifikace sig-
nálu využívající značení miRNA pomocí 
elektroaktivního komplexu na bázi šesti-
mocného osmia  [37,38]. U  této metody 
je vazebná sonda DNA připevněna na 
magnetické kuličky a  značená komple-
mentární miRNA je po hybridizaci a dů-
kladném promytí uvolněna z  kuliček 
a elektrochemicky stanovena právě díky 
osmiové značce, která umožňuje detekci 
pikomolárních koncentrací miRNA. Tento 
jednoduchý přístup by se mohl uplatnit 
v rychlé detekci vybraných miRNA, pokud 
se povede zvýšit citlivost stanovení.

Bílkoviny

V době, kdy polarograf ještě nebyl ko-
merčně dostupný, se Jaroslav Heyrovský 
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objevují práce ukazující, kterým smě-
rem postupovat pro dosažení tohoto 
cíle, jako např. mikrofluidický imuno-
senzor pro simultánní detekci čtyř bio-
markerů –  interleukinu 6, interleukinu 8, 
vaskulárního endoteliálního růstového 
faktoru (VEGF) a  VEGF- C  –  získaných 
přímo ze sér pacientů s karcinomem du-
tiny ústní  [66]. Na vzorku 78  pacientů 
a 49 negativních kontrol autoři deteko-
vali za necelou hodinu velmi nízké kon-
centrace bio markerů (řádově fg/ ml), 
přičemž výsledky dobře korelovaly s vý-
sledky ELISA.

Kromě detekce bio markerů byla elekt-
rochemie aplikována i pro studium vlivu 
onkogenních mutací na DNA- vazebnou 
doménu u nádorového supresoru p53, 
a to pomocí již zmíněného elektrokata-
lytického píku H [46]. Výsledky pro wild 
type i  mutantní p53  výborně korelo-
valy s údaji o struktuře a stabilitě a po-
skytly hlubší pohled do rozdílného dyna-

i levnější příprava a též jejich menší mo-
lekulová hmotnost, jež umožňuje dosáh-
nout mnohem vyšší povrchové koncent-
race aptamerů při imobilizaci na povrch 
tzv. aptasenzorů. Protože se však jedná 
o nukleové kyseliny, jsou méně stabilní 
v bio logickém prostředí vzhledem k pří-
tomnosti nukleáz. 

Elektrochemie bílkovin by mohla být 
užitečná i  v  onkologickém výzkumu, 
např. při detekci proteinových bio-
markerů [62– 65]. Pozornost se zejména 
soustředí na vývoj sofi stikovaných čipů 
obsahujících vedle sebe více elektrod, 
čímž by byla umožněna paralelní de-
tekce různých bio markerů konkrétního 
nádorového onemocnění (jeden druh 
bio markeru totiž často nestačí). Tyto čipy 
by měly být spolehlivé a zároveň levné, 
dostatečně citlivé a  selektivní pouze 
k daným bio markerům a jejich obsluha 
by měla být co nejjednodušší. Úkol to 
zajisté není snadný, postupně se však 

mární protilátku imobilizovanou na po-
vrchu elektrody (imunosenzoru) a  na 
takto vzniklý komplex se naváže sekun-
dární protilátka konjugovaná s  enzy-
mem katalyzujícím elektrochemicky de-
tekovatelnou reakci (obr.  2C)  [53– 55]. 
Podobně jako u NK se i v detekci bílkovin  
používají v  stále větší míře nanotech-
nologie (nanočástice, nanotrubky atd.), 
které ještě více zvyšují citlivost detekce, 
někdy až na femto-  či dokonce attomo-
lární úroveň [56,57]. 

Existují práce, i když zatím jich je mno-
hem méně, ve kterých se namísto imo-
bilizace protilátek využívají tzv. apta-
mery  [58– 61]. Jedná se o  syntetické 
jednořetězové DNA nebo RNA sek-
vence vázající se s  vysokou afinitou 
(porovnatelnou s  protilátkami) k  růz-
ným bio molekulám (proteinům, pepti-
dům, ale i menším organickým moleku-
lám; obr. 2D). Jejich nespornou výhodou 
v  porovnání s  protilátkami je rychlejší 

Obr. 2. Elektrochemická analýza bílkovin.

A–B. Vlastní elektroaktivita bílkovin bez nutnosti externího značení na rtuťových (A) a uhlíkových (B) elektrodách. Rtuťové elektrody po-
skytují elektrokatalytický pík H a jsou vhodné pro rozlišení strukturních změn v bílkovinách (např. denaturace). Uhlíkové elektrody umož-
ňují sledování oxidace tyrozinu (pík Y) a tryptofanu (pík W) u kratších peptidů (v případě proteinů obvykle dochází ke spojení obou píků 
do jednoho). C. Různé druhy imunosenzorů s imobilizovanou primární protilátkou a hledaným antigenem. Liší se ve způsobu amplifi kace 
signálu přidáním sekundární protilátky značené např. (zleva doprava) enzymem, nanočásticí (NP), kvantovou tečkou, magnetickou kulič-
kou pokrytou množstvím enzymových molekul, atd. D. Konstrukce aptasenzoru využívající změnu konformace značeného aptameru po 
navázání proteinu, což vede k zvýšení signálu.
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selektivně vázající různé mono-  anebo 
oligosacharidy, jsou nejdřív imobilizo-
vány na povrch senzoru (obvykle zlaté 
elektrody) a  po přidání vzorku dochází 
přes glykan k vazbě hledaného glykopro-
teinu a imobilizovaného lektinu (obr. 3B). 
Pomocí EIS se pak sleduje změna odporu 
elektronového přenosu na rozhraní elek-
troda/ elektrolyt (jinak řečeno změna pro-
pustnosti elektrodové vrstvy), přičemž 
vazba glykoproteinu na lektin (vytvo-
ření komplexu) vede ke snížení propust-
nosti této vrstvy. Lektinové bio senzory 
již byly použity pro detekci bílkovin 
p53  [73], mucinu  [74], VEGF  [75], nebo 
karcinoembryonálního antigenu  [76], 
ale i  celých nádorových buněk  [77,78]. 
Nesporně skýtají obrovský potenciál pro 
jednoduchou a rychlou detekci nádoro-
vých bio markerů i jiných bílkovin důleži-
tých v bio medicíně.

Závěr a výhled do budoucnosti

I když v posledních letech nepochybně 
došlo k výraznému pokroku elektroche-
mické analýzy bio makromolekul, stále 
ještě čelíme řadě výzev i překážek. Jed-
nou z  nich je aplikovatelnost metody 
pro analýzu reálných vzorků od pa-
cientů, které bývají mnohem komplex-
nější než modelové systémy, na nichž 
jsou jednotlivé strategie vybudovány. 
Je nesmírně důležité, aby současné stu-

proto do nedávna považovány za elekt-
rochemicky inaktivní látky. Teprve v roce 
2009  bylo zjištěno, že ně kte ré sulfáto-
vané PS katalyzují vylučování vodíku 
a  poskytují CPS signály na rtuťových 
elektrodách  [69]. Zcela nedávno vyšlo 
najevo, že daleko intenzivnější signály 
tohoto typu poskytuji ně kte ré PS a OLS 
obsahující glukosamin [70]. Vedle toho 
se ukázalo, že PS a OLS lze snadno mo-
difi kovat komplexy šestimocného osmia 
s  dusíkatými ligandy (Os(VI)L)  [71,72], 
přičemž vzniklé adukty (obr.  3A) jsou 
elektrochemicky aktivní (podobně jako 
výše zmíněné značení miRNA). Pou-
žití ně kte rých ligandů (např. bipyridinu) 
umožňuje i vznik aduktů, které mohou 
navíc poskytnout citlivější signály pod-
míněné katalytickým vylučováním vo-
díku  [71]. U  jiných ligandů (temed) je 
zase možné stanovení PS a  OLS přímo 
v  reakční směsi. Proti ně kte rým aduk-
tům PS- Os(VI)L byly generovány vy-
soce specifické monoklonální proti-
látky, které je možno použít k  analýze 
Os(VI)L- modifi kovaných glykanů přímo 
v glykoproteinech. 

K dynamicky rozvíjející se oblasti patří 
i  tzv. lektinové bio senzory pro detekci 
glykanů (tj. cukerných zbytků u  glyko-
proteinů či glykolipidů) využívající elek-
trochemickou impedanční spektrosko-
pii (EIS) [64,68]. Lektiny, což jsou proteiny 

mického chování jednotlivých mutantů. 
Kromě toho pík H umožnil monitorování 
ztráty nezbytného zinečnatého iontu 
způsobenou mutací (R175H) nebo che-
látovou vazbou s EDTA. Obecně by tato 
metoda mohla být aplikována pro ana-
lýzu prakticky jakékoliv bílkoviny i  jako 
senzor pro konformační přeměny nebo 
vazbu ligandů, zejména jako doplněk 
konvenčních technik.

Polysacharidy 

V přírodě polysacharidy (PS) a oligosa-
charidy (OLS) vytvářejí velké a dosti od-
lišné třídy látek vyskytující se volně nebo 
vázané na proteiny či lipidy [67]. Díky je-
jich strukturní fl exibilitě, která jim umož-
ňuje nepřeberné množství kombinací 
vzájemného propojení, jsou bezpo-
chyby ideálními „identifi kátory“ v  me-
zimolekulové a  mezibuněčné komuni-
kaci [68]. V poslední době se ukazuje, že 
většina bílkovin se v buňkách savců vy-
skytuje právě ve formě glykoproteinů. 
Glykosylace bílkovin často hraje důleži-
tou roli ve zdraví i nemoci člověka, a to 
včetně rakoviny, u níž bývá např. pozoro-
vána abnormální glykosylace bílkovin na 
povrchu nádorových buněk.

Není proto divu, že v současné době 
lze pozorovat zvýšený zájem o nové me-
tody analýzy PS, OLS a  glykoproteinů. 
PS neobsahují redoxní skupiny, a  byly 

Obr. 3. Elektrochemická analýza cukerné složky pro detekci glykoproteinů. 

A. Modifi kace oligosacharidů a polysacharidů pomocí komplexů šestimocného osmia a dusíkatého ligandu, Os(VI)L. B. Konstrukce lekti-
nového biosenzoru pro detekci glykoproteinů pomocí elektrochemické impedanční spektroskopie (EIS). Velikost půlkruhu je úměrná od-
poru přenosu elektronů (a naopak nepřímo úměrná propustnosti vrstvy), a tudíž zvýšení odporu signalizuje přítomnost cílové bílkoviny.



ELEKTROCHEMICKÁ ANALÝZA NUKLEOVÝCH KYSELIN, BÍLKOVIN A POLYSACHARIDŮ V BIOMEDICÍNĚ

Klin Onkol 2014; 27 (Suppl 1): S53–S60 S59

cer cells. Biosens Bioelectron 2012; 38(1): 195– 201. doi: 

10.1016/ j.bio s.2012.05.031.

34. Wang ZW, Zhang J, Guo Y et al. A novel electrically 

magnetic- controllable electrochemical bio sensor for the 

ultra sensitive and specifi c detection of attomolar level 

oral cancer-related microRNA. Biosens Bioelectron 2013; 

45: 108– 113. doi: 10.1016/ j.bio s.2013.02.007.

35. Bettazzi F, Hamid- Asl E, Esposito CL et al. Electro-

chemical detection of miRNA- 222 by use of a magnetic 

bead-based bio assay. Anal Bioanal Chem 2013; 405(2– 3): 

1025– 1034. doi: 10.1007/ s00216- 012- 6476- 7.

36. Wang J, Yi X, Tang H et al. Direct quantifi cation of 

microRNA at low picomolar level in sera of glioma pa-

tients using a competitive hybridization followed by am-

plifi ed voltammetric detection. Anal Chem 2012; 84(15): 

6400– 6406. doi: 10.1021/ ac203368h.

37. Trefulka M, Bartosik M, Palecek E. Facile end-labeling 

of RNA with electroactive Os(VI) complexes. Electrochem 

Commun 2010; 12: 1760– 1763.

38. Bartosik M, Trefulka M, Hrstka R et al. Os(VI)bipy-based 

electrochemical assay for detection of specifi c microRNAs

as potential cancer bio markers. Electrochem Commun 

2013; 33: 55– 58.

39. Herles F, Vancura A. A research on the cause of a cha-

racteristic ‘‘wave’’ on the polarographic curve of human 

serum. Bull int Acad Sci Boheme 1932; 33: 119– 120.

40. Heyrovsky J, Babicka J. Polarographic studies with the 

dropping mercury cathode. Part XIII. The eff ect of albu-

mins. Collect Czech Chem Commun 1930; 2: 370.

41. Palecek E, Heyrovsky M, Janik B et al. From DC pola-

rographic presodium wave of proteins to electrochemis-

try of bio macromolecules. Collect Czech Chem Commun 

2009; 74(11– 12): 1739– 1755.

42. Kizek R, Vacek J, Trnkova L et al. Application of cata-

lytic reactions on a mercury electrode for electrochemi-

cal detection of metallothioneins. Chem Listy 2004; 98(4): 

166– 173.

43. Ostatna V, Kuralay F, Trnkova L et al. Constant cur-

rent chronopotentiometry and voltammetry of native 

and denatured serum albumin at mercury and carbon 

electrodes. Electroanalysis 2008; 20(13): 1406– 1413.

44. Palecek E, Ostatna V, Masarik M et al. Changes in inter-

facial properties of alpha- synuclein preceding its aggre-

gation. Analyst 2008; 133(1): 76– 84.

45. Bartosik M, Ostatna V, Palecek E. Electrochemistry of 

ribofl avin-binding protein and its interaction with ribo-

flavin. Bioelectrochemistry 2009; 76(1– 2): 70– 75. doi: 

10.1016/ j.bio elechem.2009.04.006.

46. Palecek E, Ostatna V, Cernocka H et al. Electrocatalytic 

monitoring of metal binding and mutation-induced con-

formational changes in p53 at picomole level. J Am Chem 

Soc 2011; 133(18): 7190– 7196. doi: 10.1021/ ja201006s.

47. Dorcak V, Palecek E. Electrochemical determina-

tion of thioredoxin redox states. Anal Chem 2009; 81(4): 

1543– 1548. doi: 10.1021/ ac802274p.

48. Kerman K, Morita Y, Takamura Y et al. Escherichia coli 

single-strand binding protein-DNA interactions on car-

bon nanotube- modified electrodes from a label-free 

electrochemical hybridization sensor. Anal Bioanal Chem 

2005; 381(6): 1114– 1121.

49. Kerman K, Vestergaard M, Chikae M et al. Label-free 

electrochemical detection of the phosphorylated and 

non-phosphorylated forms of peptides based on tyrosine 

oxidation. Electrochem Commun 2007; 9(5): 976– 980.

50. Zatloukalova M, Orolinova E, Kubala M et al. Elect-

rochemical determination of transmembrane protein 

Na+/ K+– ATPase and Its cytoplasmic loop C45. Elect-

roanalysis 2012; 24(8): 1758– 1765.

51. Wang J, Rivas G, Cai XH et al. Trace measurements 

of insulin by potentiometric stripping analysis at carbon 

paste electrodes. Electroanalysis 1996; 8(10): 902– 906.

52. Masarik M, Stobiecka A, Kizek R et al. Sensitive electro-

chemical detection of native and aggregated a- synuclein 

14. Hou P, Ji M, Ge C et al. Detection of methylation of 

human p16(Ink4a) gene 5‘- CpG islands by electrochemi-

cal method coupled with linker-PCR. Nucleic Acids Res 

2003; 31(16): e92.

15. Ertl P, Emrich CA, Singhal P et al. Capillary electropho-

resis chips with a sheath- fl ow supported electrochemical 

detection system. Anal Chem 2004; 76(13): 3749– 3755.

16. Yang IV, Thorp HH. Modifi cation of indium tin oxide 

electrodes with repeat polynucleotides: electrochemical 

detection of trinucleotide repeat expansion. Anal Chem 

2001; 73(21): 5316– 5322.

17. Fojta M, Havran L, Vojtiskova M et al. Electrochemical 

detection of DNA triplet repeat expansion. J Am Chem 

Soc 2004; 126(21): 6532– 6533.

18. Ariksoysal DO, Karadeniz H, Erdem A et al. Label-free 

electrochemical hybridization genosensor for the detec-

tion of hepatitis B virus genotype on the development of 

lamivudine resistance. Anal Chem 2005; 77(15): 4908– 4917.

19. Farabullini F, Lucarelli F, Palchetti I et al. Disposable 

electrochemical genosensor for the simultaneous analy-

sis of diff erent bacterial food contaminants. Biosens Bio-

electron 2007; 22(7): 1544– 1549.

20. Campuzano S, Kuralay F, Lobo- Castanon MJ et al. Ter-

nary monolayers as DNA recognition interfaces for di-

rect and sensitive electrochemical detection in untrea-

ted clinical samples. Biosens Bioelectron 2011; 26(8): 

3577– 3583. doi: 10.1016/ j.bio s.2011.02.004.

21. Carpini G, Lucarelli F, Marrazza G et al. Oligonucleo-

tide- modified screen- printed gold electrodes for en-

zyme- amplifi ed sensing of nucleic acids. Biosens Bio-

electron 2004; 20(2): 167– 175.

22. Fojta M. Electrochemical sensors for DNA interactions 

and damage. Electroanalysis 2002; 14(21): 1449– 1463.

23. Brabec V. DNA sensor for the determination of anti-

tumor platinum compounds. Electrochim Acta 2000; 

45(18): 2929– 2932.

24. Horakova P, Tesnohlidkova L, Havran L et al. Deter-

mination of the level of DNA modification with cis-

platin by catalytic hydrogen evolution at mercury-ba-

sed electrodes. Anal Chem 2010; 82(7): 2969– 2976. doi: 

10.1021/ ac902987x.

25. Suzuki MM, Bird A. DNA methylation landscapes: pro-

vocative insights from epigenomics. Nat Rev Genet 2008; 

9(6): 465– 476. doi: 10.1038/ nrg2341.

26. Sato S, Tsueda M, Kanezaki Y et al. Detection of an 

aberrant methylation of CDH4 gene in PCR product by 

ferrocenylnaphthalene diimide-based electrochemical 

hybridization assay. Anal Chim Acta 2012; 715: 42– 48. doi: 

10.1016/ j.aca.2011.12.010.

27. Ioannou A, Alexiadou D, Kouidou S et al. Use of ad-

sorptive transfer stripping voltammetry for analyzing va-

riations of cytosine methylation in DNA. Electroanalysis 

2009; 21(24): 2685– 2692.

28. Kato D, Sekioka N, Ueda A et al. A nanocarbon fi lm 

electrode as a platform for exploring DNA methyla-

tion. J Am Chem Soc 2008; 130(12): 3716– 3717. doi: 

10.1021/ ja710536p.

29. Bartosik M, Fojta M, Palecek E. Electrochemical detec-

tion of 5- methylcytosine in bisulfi te-treated DNA. Electro-

chim Acta 2012; 78: 75– 81.

30. Iorio MV, Croce CM. microRNA involvement in human 

cancer. Carcinogenesis 2012; 33(6): 1126– 1133. doi: 

10.1093/ carcin/ bgs140.

31. Wei F, Wang J, Liao W et al. Electrochemical detection 

of low- copy number salivary RNA based on specifi c sig-

nal amplifi cation with a hairpin probe. Nucleic Acids Res 

2008; 36(11): e65. doi: 10.1093/ nar/ gkn299.

32. Hamidi- Asl E, Palchetti I, Hasheminejad E et al. A re-

view on the electrochemical bio sensors for determination 

of microRNAs. Talanta 2013; 115: 74– 83. doi: 10.1016/ j.ta-

lanta.2013.03.061.

33. Kilic T, Topkaya SN, Ariksoysal DO et al. Electrochemi-

cal based detection of microRNA, mir21 in breast can-

die čím dál více pracovaly i  s  tak složi-
tým prostředím, jako jsou lidské tělní te-
kutiny, kde citlivost a selektivita metody 
budou hrát klíčovou roli. V  těchto pro-
středích je navíc potřebné dostatečně 
minimalizovat nespecifické adsorpce 
nežádoucích molekul, aby nedocházelo 
k falešně pozitivním výsledkům. Elektro-
dové povrchy se někdy nesnadno obno-
vují do původního stavu, takže následná 
měření mohou být zkreslená. Zde by se 
mohly uplatnit velmi oblíbené levné tiš-
těné elektrody pro jedno použití nevy-
žadující regeneraci. Aplikace nanotech-
nologií výrazně napomáhají ke zvýšení 
citlivosti senzorů. Dovolíme si konstato-
vat, že díky obrovskému úsilí vědeckých 
týmu po celém světě se postupně ote-
vírají cesty pro využití elektrochemické 
analýzy v  současné genomice, proteo-
mice i glykomice.
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Sekvenování nové generace 

a možnosti jeho využití v onkologické praxi

Next Generation Sequencing –  Application in Clinical Practice

Koubková L.1, Vojtěšek B.1, Vyzula R.1,2

1 Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno
2 Klinika komplexní onkologické péče, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
Metoda masivně paralelního sekvenování umožnila rychlejší a ekonomičtější výzkum v oblasti 
genomiky. Tato technologie umožňuje osekvenovat kompletní lidský genom za zlomek ceny 
i času v porovnání s doposud používanou Sangerovou metodou. Zavedení této techniky do ob-
lasti onkologického výzkumu významně přispělo k molekulární charakterizaci nádorů a hlub-
šímu porozumění jejich evoluce. Pomocí masivně paralelního sekvenování byly identifi kovány 
nové kauzální mutace, které jsou podstatou nádorových dědičných syndromů, porovnáním 
sekvenování DNA nádorové a příslušné zdravé tkáně byly odhaleny nové mutace a strukturní 
aberace u více než 15 rozdílných nádorových onemocnění. V tomto přehledu jsou uvedeny 
technické charakteristiky nejrozšířenějších sekvenačních platforem, krátce shrnuty jejich vý-
hody a nevýhody a popsány možnosti uplatnění v klinické praxi.

Klíčová slova
technologie masivně paralelního sekvenování –  genomika –  mutace –  onkologický výzkum –  
klinická aplikace –  personalizovaná léčba

Summary
Development of new sequencing methods allowed faster and more economical genomic re-
search. With these technologies, it is now possible to determine the complete sequence of 
human genome in a short time period and at a relatively low cost. Introduction of next gene-
ration sequencing methods to cancer research provided a comprehensive molecular charac-
terization of cancers and enabled deeper insights into tumor complexity, heterogeneity and 
evolution. Next generation technologies have been applied to identify new causal mutations 
in genes in hereditary cancer syndromes. More than 15 various tumor types have been already 
sequenced and compared to that of normal cells allowing identifi cation of new cancer driving 
mutations and genome structural rearrangements. In this review, we describe technical cha-
racteristics of main next generation sequencing platforms, briefl y overview their pros and cons 
and clinical perspective.

Key words
high-throughput nucleotide sequencing –  genomics –  mutations –  cancer research –  clinical 
application –  personalized treatment
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Úvod

Deoxyribonukleová kyselina (DNA) jako 
genetický materiál byla popsána v roce 
1944 Oswaldem Theodorem Averym [1]. 
Několik let poté (1953) objevili Watson 
a Crick [2] dvouvláknovou strukturu DNA 
a  její čtyři základní stavební kameny. 
Genetická informace téměř každého 
druhu je uložena v  primární struktuře 
nukleových kyselin a znalost její sekvence 
je zásadní informací pro výzkum buněč-
ných struktur a jejich funkcí, s jejichž po-
mocí se moderní věda snaží odhalit „ta-
jemství života“. Rozluštění DNA sekvence 
je nezbytné v podstatě pro všechna od-
větví bio logického výzkumu. Ještě na 
začátku 70. let 20. století bylo sekveno-
vání DNA velmi obtížné a provádělo se 
nepřímo sekvenováním RNA molekul. 
Druhá polovina 80. let přinesla hned 
dvě metody DNA sekvenování. První 
metoda, kterou vynalezli Maxam a Gil-
bert  [3], je založena na chemické mo-
difikaci DNA a  následném rozštěpení 
řetězce v místech modifi kovaných nuk-
leotidů. Druhá byla publikována Frede-
rikem Sangerem et al v  roce 1977  [4]. 
Je známa jako enzymatická metoda sek-
venování (Sangerovo sekvenování) a vy-
užívá specifických vlastností DNA po-
lymerázy při syntéze nového řetězce. 
Technologie enzymového sekveno-
vání byla „první generací“ komerčně do-
stupného sekvenování a  navzdory její 
pracnosti i  časové náročnosti se San-
gerovo sekvenování stalo velmi rozší-
řeným v  laboratořích po celém světě. 
Významný pokrok přinesla automatizace 
této technologie. V  roce 1987  uvedla 
fi rma Applied Biosystems na trh první 
automatický sekvenátor (AB370) využí-
vající kapilární elektroforézu k separaci 
jednotlivých úseků DNA a  umožňující 
osekvenovat 500 kilobází za den s dél-
kou čteného fragmentu (tzv. read) okolo 
600 bází. Současný model AB3730xl do-
káže za den vyhodnotit až 2,88  mega-
bází a délka čtení dosahuje 900 bází [5]. 
Automatické sekvenátory dominovaly 
v  oblasti molekulární bio logie téměř 
dvě desetiletí a vedly k významným ob-
jevům  [6]. Za vynaložení velkého úsilí 
a peněz byl pomocí těchto sekvenátorů 
přečten první lidský genom. Projekt lid-
ského genomu (human genome pro-
ject) nicméně poukázal na limitace San-

gerova sekvenování a  potřebu nových 
technologií s  vyšší výkonností a  přes-
ností, nižšími náklady a menší pracností.

Sekvenátory nové generace

Technika sekvenování DNA zazname-
nala během posledních let velký posun 
kupředu díky novým sekvenátorům tzv. 
druhé generace. Sekvenátory první ge-
nerace detekovaly DNA báze v  řadě 
jednu po druhé, zatímco sekvenátory 
druhé generace umožňují masivní para-
lelní sekvenování až tisíců molekul DNA 
současně. Díky technologii masivního 
paralelního sekvenování se významně 
snížila doba potřebná k  přečtení dlou-
hých DNA sekvencí. K  určení sekvence 
prvního lidského genomu bylo potřeba 
10  let. Nové technologie sekvenování 
umožňují určit sekvenci lidského ge-
nomu nebo jen jeho vybraných částí za 
zlomek času (několik týdnů) a za mno-
hem nižší cenu. Sangerovo sekvenování 
se v současnosti stále využívá a hodí se 
např. pro sekvenování PCR produktů 
nebo pro malé sekvenační projekty, ale 
pro náročnější aplikace je nahrazováno 
sekvenátory druhé generace. Trhu dnes 
dominují tři platformy: Roche 454  Ge-
nome Sequencer, Illumina Genome Ana-
lyzer a Life Technologies SOLiD System. 
Všechny tři platformy byly vyvinuty na 
konci 90. let 20. století a na trh uvedeny 
kolem roku 2005 [7]. Ačkoli všechny do-
stupné technologie sekvenování druhé 
generace (next generation sequencing –  
NGS) využívají rozdílnou chemii, sdílejí 
společně tyto kroky: a) příprava tem-
plátu neboli vytvoření knihovny ampli-
konů, b) sekvenování a  detekce inkor-
porovaných nukleotidů a c) analýza dat. 
Unikátní kombinace přístupů k jednotli-
vým krokům celého sekvenačního běhu 
určuje rozdíly mezi jednotlivými tech-
nologiemi a  typem a  množstvím pro-
dukovaných dat. Rozdíly ve výstupních 
datech představují výzvu v interpretaci 
výsledků dosažených různými platfor-
mami při porovnávání stejné sekvence. 
Všichni výrobci poskytují odhad přes-
nosti a  kvality jednotlivých čtení, ale 
neexistuje žádný konsenzus, že kvalita 
čtení z  jedné platformy je ekvivalentní 
kvalitě čtení z platformy druhé [6]. NGS 
technologie mohou být rozděleny do 
dvou základních kategorií. První sku-

pinu představují technologie založené 
na PCR amplifi kaci templátu (PCR-based 
technologies) a zahrnují tyto komerčně 
dostupné platformy: Roche 454  Sys-
tem, Illumina sequencers, AB SOLiD Sys-
tem and Ion Personal Genome Machine. 
Druhou skupinu tvoří technologie, které 
využívají tzv. single-molecule sequenc-
ing, tzn. že nedochází k amplifi kačnímu 
kroku před vlastní sekvenací. Tato sku-
pina zahrnuje např. technologie Heli-
Scope a  PacBio RS SMRT Ssystem  [8] 
a Oxford Nanopore. 

Roche 454 

První komerčně dostupný NGS analyzá-
tor 454 Genome FLX System byl uveden 
na trh v roce 2005. Pracuje na principu 
tzv. pyrosekvenování. To lze zjednodu-
šeně popsat jako sled enzymatických 
reakcí, během kterých se začleňují jed-
notlivé báze do nově vznikajícího ře-
tězce DNA, přičemž dochází k emisi vi-
ditelného světla. Množství uvolněného 
světla je úměrné počtu začleněných 
nukleotidů. Celý proces začíná přípravou 
DNA knihovny, kdy je DNA naštěpena na 
dvouvláknové fragmenty a  k  jednotli-
vým fragmentům jsou připojeny krátké 
koncově specifi cké adaptory (A a B) slou-
žící v dalších krocích k purifi kaci a am-
plifi kaci i k vlastní sekvenaci. B-adaptor 
je na svém 5’-konci označen bio tinem, 
který slouží k  imobilizaci fragmentů na 
streptavidinem pokryté magnetické ku-
ličky. Dvouvláknové fragmenty navá-
zané na magnetické kuličky jsou dena-
turovány, přičemž nebio tinylovaný 
komplementární řetězec je uvolněn [7]. 
Takto vzniklé jednořetězcové fragmenty 
(knihovna DNA) jsou připraveny k hybri-
dizaci ke speciálním DNA kuličkám, které 
mají na svém povrchu komplemen-
tární sekvenci DNA sloužící jako primer 
pro následnou amplifi kaci. Technologie 
454 využívá klonální amplifi kaci pomocí 
emulzní PCR (emPCR). Hybridizační pod-
mínky jsou navrženy tak, aby se na jednu 
DNA kuličku navázal pouze jeden DNA 
fragment. Každá kulička je uzavřena ve 
svém vlastním „mikroreaktoru“  –  ole-
jové emulzi s vodou, kde probíhá nezá-
vislá amplifikace jednoho fragmentu. 
Po skončení emPCR jsou kuličky uvolněny 
z emulze, přičemž každá nese v průměru 
10  miliónů identických kopií původní 
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mostění. V dalším PCR cyklu je adaptor 
(primer) opět prodloužen polymerázou 
a vytvoří se dvouvláknový most (bridge). 
Celý proces se cyklicky opakuje, je proto 
nazýván bridge amplifi cation. Nakonec 
jsou dvouvláknové mosty denaturovány, 
reverzní řetězce odštěpeny a  odmyty 
a  zůstanou pouze tzv. klastry tvořené 
cca 1  000  identických kopií DNA frag-
mentů připravených k vlastní sekvenaci. 
Sekvenační primery jsou hybridizovány 
k adaptorovým sekvencím a do reakční 
komůrky s klastry je nalita směs polyme-
rázy a čtyř rozdílně fl uorescenčně znače-
ných nukleotidů s chemicky inaktivova-
nou 3’- OH skupinou. Je tak zaručeno, že 
v  jednom cyklu je inkorporován pouze 
jeden nukleotid. Jakmile dojde k začle-
nění nukleotidu do řetězce DNA, po-
zice a typ nukleotidu jsou zaznamenány 
díky jeho fl ourescenční značce pomocí 
CCD kamery. Terminační skupina na 
3’- konci nukleotidu i fl uorescenční bar-
vička jsou odstraněny a  cyklus je opa-
kován. Sekvence každého klastru je ge-
nerována speciálním algoritmem, který 
jednotlivým bázím přiděluje určitou 
hodnotu, na jejímž základě jsou vyřa-
zeny sekvence nízké kvality. První sek-
venátor společnosti Illumina, Illumina 
Genome Analyzer poskytoval přečtení 
sekvencí dlouhých 35 bází a generoval 
1 gigabázi (Gb) dat za jeden sekvenační 
běh, který trval 2– 3 dny. V současnosti 
je v nabídce společnosti Illumina něko-
lik přístrojů různé výkonnosti: (throu-
ghput) MiSeq, MiSeqDx, NextGen 500, 
HiSeq2500  a  HiSeq X Ten. MiSeq a  Mi-
SeqDx jsou sekvenátory určené do ma-
lých laboratoří pro sekvenování ma-
lých genomů, amplikonové sekvenování 
a cílené sekvenování vybraných oblastí 
genů. MiSeqDx je prvním sekvenátorem 
schváleným americkou FDA (Food and 
Drug Administration) pro in vitro mole-
kulární dia gnostiku garantující spolehli-
vost výsledků. NextGen 500 představuje 
první vysokokapacitní stolní sekvená-
tor umožňující nejširší záběr DNA i RNA 
sekvenačních aplikací. HiSeq2500  je 
ultra vysokokapacitní sekvenátor umož-
ňující opět nejširší záběr sekvenačních 
aplikací předurčený zejména pro velké 
sekvenační studie prováděné v speciali-
zovaných centrech. HiSeq X Ten je nej-
výkonnější sekvenační platforma cílená 

počtu začleněných nukleotidů a z toho 
plynoucí inzerce nebo delece v homo-
polymerních úsecích spíše než substi-
tuce nukleotidu  [9]. Tento problém byl 
částečně vyřešen pomocí speciálních 
programů, které dokážou rozlišit a  vy-
filtrovat chybové sekvence  [10]. Další 
nevýhoda je stále vysoká cena reagen-
cií. Ve srovnání s ostatními platformami 
však 454  technologie poskytuje velmi 
dlouhá čtení, a výborně se tak hodí pro 
celogenomové de novo sekvenování, re-
sekvenování (sekvence části nebo ce-
lého genomu se porovnává s již známou 
sekvencí za účelem nalézt rozdíly oproti 
referenční sekvenci) a pro studium bak-
teriální diverzity, kdy se analyzují mi-
krobiální genomy z  různých vzorků 
(metagenomika)  [9]. Jinou nespornou 
výhodou 454 technologie je její vysoká 
rychlost –  pouhých 10 hod pro komple-
taci celého sekvenačního procesu [5].

Illumina/ Solexa

První sekvenátor založený na principu 
sekvenace syntézou ve spojení s  tzv. 
bridge amplifi kací uvedla na trh společ-
nost Illumina v roce 2007 [8]. U této tech-
nologie se templátová DNA hybridizuje 
na opticky transparentní pevný povrch 
reakční komůrky (flow cell) a  využívá 
chemicky reverzibilně modifi kovaných 
nukleotidů [9]. Příprava knihovny zahr-
nuje naštěpení DNA na fragmenty o ve-
likosti < 800 bází. Konce fragmentů jsou 
zarovnány, fosforylovány a  na 3’- konci 
adenylovány a  k  oběma koncům jsou 
přidány adaptory. Po denaturaci jsou 
jednotlivé fragmenty hybridizovány 
k reakční komůrce, jejíž povrch je hustě 
pokryt komplementárními adaptory 
k  adaptorům připojeným k  DNA frag-
mentům. Každý fragment je tak svým 
jedním koncem imobilizován k povrchu 
reakční komůrky, kde následně probíhá 
amplifi kace. Poté je přidána směs rea-
gencií potřebných pro PCR, adaptory na 
povrchu reakční komůrky slouží jako pri-
mery pro syntézu dvouvláknové DNA. 
Ta je následně denaturována. Původní 
templát je odmyt a nově syntetizované 
vlákno DNA zůstává kovalentně navá-
záno k povrchu reakční komůrky. Svým 
volným koncem hybridizuje k  adapto-
rům (primerům) na povrchu reakční ko-
můrky, vlákno se ohne a  dojde k  pře-

DNA. Následuje tzv. enrichment (oboha-
cení) –  krok, kdy se zachovají pouze ku-
ličky s amplifi kovanou DNA, a zbytek se 
odmyje. Na obohacené kuličky, které 
nyní nesou jednořetězcové DNA frag-
menty, se přichytí sekvenační primer 
a celá směs se nanese do jamek tzv. pi-
kotitrační destičky (pico titer plate  –  
PTP), která je navržena tak, aby do jedné 
jamky zapadla pouze jedna DNA kulička. 
PTP je rozdělena do čtyř vrstev, kam se 
centrifugací postupně vpraví další druhy 
kuliček důležité pro pyrosekvenační 
reakci. Klíčové komponenty reakce před-
stavují kuličky s enzymy sulfurylázou, lu-
ciferázou, apyrázou a DNA polymerázou 
a se substráty adenosin 5‘- fosfosulfátem 
(APS) a  luciferinem. Jednotlivé nukleo-
tidy proudí nad PTP v  pevném pořadí. 
Inkorporace komplementárního nukleo-
tidu DNA polymerázou do nově vznikají-
cího řetězce je doprovázena uvolněním 
pyrofosfátu, který je pomocí enzymu 
ATP sulfurylázy za přítomnosti APS pře-
veden na ATP, jež umožní konverzi lucife-
rinu na oxyluciferin katalyzované enzy-
mem luciferázou. Při této reakci dochází 
k emisi viditelného světla, které je zazna-
menáno CCD čipem. Nespotřebované 
nukleotidy a ATP jsou degradovány apy-
rázou. Proces se cyklicky opakuje a sek-
vence je odečítána z  tzv. pyrogramu. 
Hrubá data jsou procesována 454 pyro-
sekvenačním softwarem a analyzována 
různými fi ltry kvality pro odstranění sek-
vencí nízké kvality nebo sekvencí, které 
mají více jak jeden iniciální DNA frag-
ment. Pro analýzu dat jsou dostupné 
tyto bio informatické nástroje: GS De 
Novo Assembler, GS Reference Mapper 
a GS Am plicon Variant Analyzer [7]. Sou-
časný sekvenátor GS FLX Titanium che-
mistry poskytuje v jednom běhu až jeden 
milión čtení dlouhých až 1 000 bází [9]. 
Na trhu je dostupný také stolní (tzv. 
benchtop) sekvenátor GS Junior s nižší 
kapacitou vhodný do rutinních labora-
toří [8]. Jako všechny platformy má i tech-
nologie 454 své výhody a nevýhody. Její 
největší limitací jsou problémy v detekci 
homopolymerních úseků, jako např. AAA 
a GGG. V procesu inkorporace více nuk-
leotidů stejného typu závisí počet začle-
něných nukleotidů pouze na množství 
emitovaného světla. Tato technologie je 
tedy náchylná k větším chybám v určení 
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než 2 hod [5]. Technologie je velice jed-
noduchá, rychlá a levná. Celkové množ-
ství produkovaných dat je určeno hus-
totou jamek na čipu. V  roce 2012  byla 
představena nová generace polovodičo-
vého sekvenátoru –  Ion Proton s kapaci-
tou čipu slibující dostatečnou kapacitu 
i pro sekvenaci lidského genomu.

Technologie tzv. single-molecule 

sekvenování

Technologie single-molecule sekveno-
vání představuje výraznou změnu ve vý-
voji nových sekvenačních metod. Tato 
technologie, někdy označovaná jako 
třetí generace sekvenování, přináší hned 
několik výhod. Nevyužívá žádný amplifi -
kační krok před vlastním sekvenováním, 
což zkracuje dobu přípravy DNA, redu-
kuje cenu, snižuje chybovost pramenící 
z amplifi kace, umožňuje vyšší fl exibilitu 
v délce čtení a přesnou kvantifi kaci DNA 
molekul, protože signál je zaznamená-
ván v reálném čase [9].

První dostupnou technologií třetí ge-
nerace byla platforma Helicos Genetic 
Analysis System využívající sekvenace 
syntézou. Vytvoří se jednovláknová DNA 
knihovna, která je neuspořádaně depo-
nována na plochou destičku. Destička je 
v  každém sekvenačním cyklu zaplavo-
vána DNA polymerázou a jedním ze čtyř 
fluorescenčně značených nukleotidů 
a  signál je zaznamenán CCD kamerou. 
Po promytí se odstraní fluorescenční 
značky a  prodlužování řetězce se opa-
kuje [9]. V současné době není tato tech-
nologie dále vyvíjena.

Další z  třetí generace sekvenačních 
technologií tzv. SMRT (single-molecule 
real- time) byla vyvinuta společností Pa-
cific Bioscience. Tento systém využívá 
nanostruktury zvané Zero Mode Wave-
guide –  destičky s deseti tisíci jamkami 
o průměru 10 nm. Během sekvenačního 
procesu se komplementární vlákno syn-
tetizuje pomocí DNA polymerázy ukot-
vené na dně každé jamky. Fluorescenční 
značka je umístěna na fosfátové skupině 
nukleotidu, což má za následek uvol-
nění záblesku zároveň s  jeho inkorpo-
rací. Proces inkorporace i uvolnění fl uo-
rescence trvá po určitou dobu, čehož se 
využívá pro určení identity báze. Tento 
přístup nevyžaduje promývací kroky 
při začleňování jednotlivých typů nuk-

sekvenci prvních dvou bází, je označena 
jednou ze čtyř různých fl ourescenčních 
barev, přičemž každá barva představuje 
4  z  16  možných di- nukleotidových sek-
vencí. Solid technologie zaručuje pře-
čtení každého nukleotidu 2krát, což ve-
lice zvyšuje přesnost, s  jakou je určeno 
pořadí nukleotidů dané sekvence. Mezi 
výše uvedenými NGS platformami má 
tedy SOLiD systém nejnižší chybovost. 
Jeho nejběžnějším typem chyby je sub-
stituce nukleotidu. Využití nachází přede-
vším v aplikacích, jako je celogenomové 
resekvenování, cílené resekvenování, 
transkriptomová analýza a epigenomika 
(chromatinová imunoprecipitace a  me-
tylace). V současnosti jsou v nabídce dvě 
varianty SOLiD sekvenátoru: 5500 System 
a 5500xl System. Z několika dnes dostup-
ných platforem je obtížné vybrat jednu 
optimální. Ze třech výše zmíněných NGS 
technologií Illumina HiSeq generuje nej-
více dat za nejnižší cenu, SOLiD System 
má nejvyšší přesnost a Roche 454 posky-
tuje největší délku čtení.

Life Technologies/ Ion torrent 

V roce 2010 představila fi rma Life Tech-
nologies přístroj Ion Personal Genome 
Machine (PGM) založený na nové tech-
nologii schopné přímo převádět che-
mický signál do digitální podoby. Místo 
optického způsobu zaznamenávání 
jednotlivých nukleotidů se zde vyu-
žívá detekce vodíkových protonů uvol-
něných v  průběhu syntézy nově vzni-
kajícího řetězce katalyzovaného DNA 
polymerázou. Proces probíhá na polo-
vodičovém čipu hustě pokrytém mik-
rojamkami, pod nimiž je umístěna na 
ionty citlivá vrstva. Inkorporace nukleo-
tidu způsobí uvolnění H+, čímž dojde 
ke změně pH, kterou zaznamenává de-
tektor. K přípravě knihovny se opět vy-
užívá emPCR. Kuličky s templátem jsou 
poté deponovány na čip tak, že v každé 
jamce je pouze jedna molekula DNA. 
Čip je postupně zaplavován jednotli-
vými druhy nukleotidů a dochází k syn-
téze DNA. Pokud nukleotid není komple-
mentární, detektor zaznamená nulový 
signál. Dojde-li k začlenění dvou nukleo-
tidů, je signál dvojnásobný. Díky tomu, 
že technologie nepoužívá žádné fl uo-
rescenční detektory, kamery, skenery 
atp., trvá jeden sekvenační běh méně 

pro populační studie překonávající ce-
novou bariéru 1 000 $ za osekvenování 
jednoho lidského genomu. Tato plat-
forma se skládá z  10  ultra vysokoka-
pacitních sekvenátorů, které jsou spo-
lečně schopny osekvenovat více než 
18  000  genomů za rok. HiSeq X Ten 
umožňuje cenově dostupnější a dosaži-
telnější sekvenování lidského genomu 
než cokoli jiného kdy předtím [11]. Sek-
venátory Illumina jsou limitovány re-
lativně krátkou délkou sekvenačních 
čtení v závislosti na typu přístroje, např. 
2 × 125 (HiSeq 2500) 2 × 150 (NextSeq 
500) nebo až 2 × 300 (MiSeq) bází. Tato li-
mitace je dána zvýšenou nebo sníženou 
účinností inkorporace nukleotidu a se-
lháním při odstraňování nebo přidávání 
terminační skupiny, což může způsobit 
nekompletní prodloužení vlákna. Proto 
je nejčastější chyba, která vzrůstá s dél-
kou čtení, substituce nukleotidu. Další 
nevýhoda je nerovnoměrné pokrytí (tzv. 
coverage) v  oblastech bohatých na AT 
a  GC sekvence. V  porovnání se Sange-
rovým sekvenováním jsou Illumina sek-
venátory schopné produkovat mno-
hem více dat za méně času i peněz, ale 
s vyšší chybovostí vedoucí k falešné po-
zitivitě při identifi kaci sekvenačních va-
riací [6]. Ovšem díky ultra vysoké výkon-
nosti, kapacitě a cenové hospodárnosti 
provozu sekvenátory Illumina v součas-
nosti ovládají trh a využívají se k většině 
celogenomových i resekvenačních apli-
kací zahrnujících lidský genom i genomy 
modelových organizmů [8].

Life Technologies/ SOLiD

V roce 2007 představila tehdy ještě spo-
lečnost Applied Biosystems (dnes Life 
Technologies) platformu SOLiD (sequenc-
ing by oligonucleotide ligation and de-
tection) pro sekvenování druhé gene-
race. Na rozdíl od předchozích dvou je 
SOLiD technologie založena na sekveno-
vání ligací. DNA knihovna se připravuje 
pomocí emPCR a k fragmentům DNA se 
připojí krátké adaptory komplementární 
k adaptorům imobilizovaným na povrchu 
magnetických kuliček. Po amplifi kaci jsou 
kuličky kovalentně navázány na sklíčko se 
speciálně upraveným povrchem, které se 
vloží do kazety umožňující fl uidní průtok. 
SOLiD systém využívá osm nukleotidů 
dlouhé sondy. Každá ze sond má známou 
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a  vedly k  objevení nových genů aso-
ciovaných zejména s rakovinou mléčné 
žlázy, vaječníků, tlustého střeva a koneč-
níku, plic, jater, ledvin, rakovinou hlavy 
a krku, melanomem a akutní myeloidní 
leukemií  [17] a  k  identifikaci velkého 
počtu rekurentních mutací (identické 
mutace detekované ve velkém počtu 
vzorků) [18], které byly standardními cy-
togenetickými technikami nezachyti-
telné. NGS technologie se ukázaly být 
velice slibným dia gnostickým nástrojem 
pro identifi kaci germinálních mutací, jež 
jsou podkladem familiárních syndromů. 
V případě familiárního melanomu jsou 
známy pouze dvě mutace odpovědné za 
rozvoj onemocnění. Mutace v  CDKN2A 
(cyclin-dependent kinase inhibitor) se po-
dílí na 40 % familiárních případů mela-
nomu, kdežto mutace v CDK4 (cyclin-de-
pendent kinase 4) byla nalezena jen 
u velmi malého počtu probandů. Sekve-
nování nové generace probandů z něko-
lika rodin s  výskytem familiárního me-
lanomu odhalilo pro melanom novou 
rizikovou variantu c.G1075A genu MITF 
(microphthalmia-associated transcription 
factor) [18]. 

Celogenomové sekvenování

Celogenomové sekvenování zahrnuje 
de novo sekvenování a  tzv. resekveno-
vání. Při resekvenování se sekvenují 
stejné genomy jako u de novo přístupu, 
ale s  tím rozdílem, že je k dispozici re-
ferenční sekvence, na kterou se nová 
sekvence zpětně mapuje. Výhoda ce-
logenomového sekvenování je sekve-
nace celé chromozomální DNA, pokrytí 
promotorových a regulačních sekvencí 
a tím i poskytnutí informace o úplném 
mutačním profi lu daného genomu za-
hrnujícím bodové mutace, malé inzerce 
a delece, chromozomální změny a struk-
turní variace typu CNVs (copy number 
variations). Celogenomové sekveno-
vání se proto nejvíce využívá k  identi-
fi kaci nových a vzácně se vyskytujících 
mutací [16]. První celogenomový sekve-
nační projekt byl realizován na nádoro-
vém a normálním vzorku téhož pacienta 
s  cytogeneticky normální akutní mye-
loidní leukemií (AML) v  roce 2008  [19] 
a vedl k identifi kaci osmi nových soma-
tických mutací zúčastněných v patoge-
nezi AML a několika somatických inzercí 

např., že působením světla o  určité vl-
nové délce lze docílit zpomalení průtoku 
DNA skrz nanopór. Technologie nano-
póru prošla rozličnými technickými zlep-
šeními, která umožnila lepší rozlišení 
i stabilitu nanopóru. V roce 2012 ohlásila 
fi rma Oxford Nanopore příchod prvního 
sekvenátoru –  GridION System, který sli-
buje přečtení celého lidského genomu 
v 15 minutách. Nedávno byl také před-
staven miniaturizovaný sekvenátor, jenž 
se vejde do kapsy  –  MinIon od Oxford 
Nanopore schopný přečíst DNA frag-
menty o velikosti do 10 kilobází. V sou-
časnosti jsou oba systémy ještě ko-
merčně nedostupné.

Aplikace NGS technologií

Schopnost NGS technologií produ-
kovat obrovské množství sekvenač-
ních dat v  poměrně krátké době za 
relativně nízkou cenu je dělá užiteč-
nými nástroji pro řadu aplikací, např. 
de novo genomové sekvenování, celo-
genomové nebo cílené resekvenování 
pro objevování nových mutací a  po-
lymorfizmů, analýza transkriptomu 
a DNA metylovaných oblastí, mapování 
DNA- proteinových interakcí pomocí chroma-
tinové imunoprecipitace (ChIP- Seq) atd. 
Nástup NGS technologií umožnil cha-
rakterizovat molekulární podstatu nej-
různějších onemocnění. NGS tech-
nologie nacházejí široké uplatnění 
v  molekulární dia gnostice dědičných 
chorob, infekčních onemocněních, pre-
natální dia gnostice, farmakogenomice, 
v molekulární dia gnostice nádorů i jejich 
prognóze [16]. Nádorové onemocnění je 
způsobeno nahromaděním mutací v ge-
netickém materiálu. Tyto mutace, které 
mohou být germinální (zděděné od ro-
dičů) i somatické (získané v průběhu ži-
vota), mají zásadní efekt na onkogeny, 
nádorové supresory nebo geny mající 
na starosti reparaci DNA, umožňují unik-
nout kontrolním buněčným mechani-
zmům vedoucím v konečném důsledku 
ke vzniku nádoru. Studium mutačních 
profi lů jednotlivých typů nádorů tedy 
významně pomáhá objasnit mechani-
zmy kancerogeneze. V  posledních ně-
kolika letech bylo pomocí NGS techno-
logií provedeno velké množství studií, 
které poskytly komplexnější molekulární 
charakterizaci nádorových onemocnění 

leotidů, a  zrychluje tak běh sekveno-
vání. V současnosti poskytuje sekvená-
tor Pacifi c Bioscience model PacBio RS II
největší délku čtení a  extrémně vyso-
kou přesnost. Využívá se zejména pro re-
sekvenační projekty na malých proka-
ryotických i eukaryotických genomech 
díky schopnosti sekvenovat ultra dlouhé 
úseky (v průměru 4 000 bází). To umož-
ňuje přesnější mapování na referenční 
sekvence. 

Dalším příkladem využití nanotech-
nologie pro novou generaci sekveno-
vání je tzv. nanopore sequencing. Kon-
cept využití nanopóru jako bio senzoru 
byl navržen už v polovině 90. let, kdy za-
počal výzkum nanopóru na půdě akade-
mických institucí, jako je Oxford či Har-
ward. V  roce 2005  vznikla společnost 
Oxford Nanopore s  cílem převést aka-
demický výzkum do komerční sféry [12]. 
Technologie je založena na bio logických 
vlastnostech nanopóru. Nanopóry jsou 
součástí proteinových kanálků v mem-
bránách a  dovolují výměnu iontů. 
Nanopórem protéká konstantní proud. 
Analyt, kterým je v případě využití pro 
sekvenování jednořetězcová molekula 
DNA, prochází nanopórem a  dochází 
k  detekci jednotlivých nukleotidů, při-
čemž pro každý typ nukleotidu je pře-
dem určena modulace proudu. Využití 
technologie nanopóru pro sekvenování 
DNA nabízí mnoho výhod oproti stáva-
jícím platformám. Technologie má mi-
nimální požadavky na reagencie i  pří-
pravu vzorku, je levná, rychlá a  nabízí 
analýzu DNA v  reálném čase. Sekve-
nování stejné molekuly DNA může být 
neustále opakováno. Jednotlivá čtení 
mohou být dlouhá až desítky kilobází. 
Většina současných sekvenačních tech-
nik je ve srovnání s  technologií nano-
póru komplikovaná  –  vyžaduje kromě 
izolace DNA i její značení a namnožení, 
rozbití na malé fragmenty, které jsou pak 
mnohonásobně sekvenovány. I techno-
logie nanopóru má však svá úskalí, která 
je nutno vyřešit, než na trh přijde první 
„nanotech“ sekvenátor. Vysoká rychlost, 
s  jakou je DNA translokována skrz na-
nopór, totiž způsobuje problémy s roz-
lišením signálu nukleotidu od signálu 
pozadí. V  roce 2013  bylo publikováno 
několik prací, které posunují řešení to-
hoto problému dále [13– 15]. Zjistilo se 
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storu pro skladování dat. Typicky se tato 
technika využívá pro sekvenování vel-
kého počtu vzorků při screeningu nebo 
validaci genetických variant v populaci. 
NGS zde umožňuje identifi kovat vzác-
nější varianty, které nejsou Sangerovým 
sekvenováním zachytitelné, anebo je je-
jich identifi kace příliš drahá. Využije-li se 
pro cílené sekvenování vysokého pokrytí 
(coverage), mohou být tímto způsobem 
charakterizovány neobvyklé sekvenační 
varianty v populaci s frekvencí o četnosti 
pod 1  %. Amplikonové sekvenování je 
vhodné do klinického prostředí pro od-
halování somatických mutací v  kom-
plexních bio logických vzorcích, jako je 
např. smíšený vzorek nádorové a  nor-
mální DNA.

U targetovaného sekvenování exis-
tují dnes tři rozdílné způsoby přípravy 
knihovny  –  multiplex PCR, single-plex 
PCR a tzv. targeted capture (cílený „zá-
chyt“) s následnou multiplex PCR. Tech-
nika multiplex PCR je reprezentována 
AmpliSeq technologií, kterou nabízí 
Life Technologies. Je možné využít až 
6  144  párů primerů, jež se smíchají 
v  jedné PCR zkumavce a umožní selek-
tivní amplifi kaci oblasti našeho zájmu. 
Ampliseq technologie vyžaduje pouze 
10 ng vstupní DNA z  různých typů ná-
dorových vzorků včetně FFPE. Nedávno 
byla tato technologie upravena i  pro 
amplifi kaci celého lidského exomu. K to-
muto účelu byl navržen Ion AmpliSeq 
Exome kit s 294 000 páry primerů [25]. 
Obohacení vzorku založené na sin-
gle-plex PCR představuje technika zvaná 
Microdroplet PCR od RainDance Tech-
nologies. Umožňuje vysoce efektivní si-
multánní amplifi kaci až 4 000 vybraných 
sekvencí na jeden vzorek. Další techni-
kou přípravy amplikonové knihovny je 
Access Array System od společnosti Flui-
digm. Tato technologie využívá metodu, 
která umožňuje amplifi kovat 48 různých 
vzorků s použitím až 48 rozdílných párů 
primerů. Poslední technika přípravy am-
plikonové knihovny využívá specifi ckých 
sond pro záchyt oblastí našeho zájmu 
a následného obohacení vzorku o tyto 
oblasti pomocí PCR. Tyto hybridní tech-
niky jsou reprezentovány technologiemi 
TrueSeq Amplicon od společnosti Illu-
mina, HaloPlex od Agilent Technologies 
a SeqCap EZ technology od společnosti 

bízí nové způsoby léčby. Podobně byly 
u glioblastomu detekovány aberace RTK, 
TP53, RB signalizační dráhy a  mutace 
v  NF1, které mohou v  budoucnu vést 
k vývoji inhibitorů drah MEK, nebo RAF 
a k zefektivnění léčby [20]. Velký počet 
WES studií nových genetických aberací 
je shrnut v práci Tran et al [24].

Sekvenování transkriptomu

Transkriptom představuje soubor všech 
molekul RNA (mRNA, rRNA, tRNA a další 
nekódující RNA molekuly). Transkripto-
mová analýza je jedním z nejdůležitěj-
ších přístupů pro komplexní moleku-
lární charakterizaci nádorů. Sekvenování 
transkriptomu (RNA- seq) velmi usnad-
nilo detekci mezigenových fúzí, soma-
tických mutací a  alternativních sestři-
hových variant. Na rozdíl od čipových 
technologií není technologie RNA- seq 
limitována předchozí znalostí genomu, 
dynamickým rozlišením nebo zkříže-
nou (cross) hybridizací. Fúze genů jsou 
v genomech nádorů (převážně u hema-
toonkologických malignit) velmi časté. 
Pomocí RNA- seq byly objeveny nové 
fúze genů např. u rakoviny mléčné žlázy, 
prostaty, lymfomu a  melanomu  [9]. 
Výskyt určitých fúzí genů je spojován 
s  procesem kancerogeneze specific-
kých tkání nebo orgánů a  tyto změny 
mohou být využity jako dia gnostické 
markery onemocnění. Ně kte ré fúze byly 
naopak nalezeny napříč několika roz-
dílnými druhy nádorů. Takovým pří-
kladem je fúze genů z RAF signalizační 
dráhy, která byla identifi kována u karci-
nomu prostaty, žaludku i melanomu [9], 
mající potenciál terapeutického cíle pro 
všechny tři malignity. RNA- seq umož-
ňuje studium i nekódujících ncRNA mo-
lekul, jež se účastní širokého spektra bio-
logických procesů zahrnujících regulaci 
proliferace, diferenciace a  apoptózy. 
Typickým příkladem jsou mikroRNA 
(miRNA) jako klíčové regulátory genové 
exprese. 

Cílené sekvenování 

vybraných oblastí

Cílené sekvenování (targeted sequenc-
ing) je inovativní technika, která umož-
ňuje sekvenovat pouze vybrané geny 
nebo defi nované oblasti genomu, což 
šetří čas, peníze a vyžaduje i méně pro-

a delecí. Pomocí celogenomového sek-
venování lze také úspěšně detekovat 
chromozomální přestavby. Znalost chro-
mozomálních translokací je velmi důle-
žitá z bio logického i klinického pohledu. 
Například Gleevec® byl vyvinut pro inhi-
bici fúzní tyrozinkinázy Bcr/ Abl –  chro-
mozomální přestavby typické pro chro-
nickou myeloidní leukémii (CML). CML 
je nádorové onemocnění se specifi ckou 
chromozomální aberací tzv. Philadelph-
ským chromozomem, kde vzniká fúzní 
gen BCR- ABL. Produktem toho genu je 
tyrozinkináza fosforylující celou řadu 
proteinů klíčových pro proliferaci a dife-
renciaci hematopoetických buněk. Gle-
evec je příklad léku, který byl vyvinut 
na základě molekulární podstaty CML. 
Podobné chromozomální přestavby 
u  solidních tumorů byly zatím charak-
terizovány jen chabě z  důvodu nedo-
statku systematických přístupů, avšak 
s nástupem NGS technologií je detekce 
chromozomálních aberací i u solidních 
nádorů realizovatelná a  cenově do-
stupná. Nedávná studie objevila translo-
kace genů EML4- ALK (echinoderm micro-
tubule associated protein like 4  –  EML  4, 
anaplastic lymphoma kinase –  ALK) u ne-
malobuněčného karcinomu plic a  také 
TMPRSS2- ERG (transmembrane protease 
serine 2 – TMPRSS2, ETS-related gene – 
ERG) u  karcinomu prostaty  [20]. Celo-
genomové sekvenování je velmi výhod-
ným přístupem pro nalezení nových 
potenciálně terapeutických cílů.

Exomové sekvenování

Exomové sekvenování je přístup tzv. cí-
leného sekvenování, kdy jsou sekveno-
vány pouze kódující oblasti –  exomy. Lid-
ský exom představuje asi 1  % velikosti 
celého lidského genomu, exomové sek-
venování je tudíž snazší, cenově méně 
náročné a  umožňuje vyšší pokrytí (co-
verage). Pomocí celoexomového sek-
venování (whole exome sequencing  –  
WES) byly např. úspěšně identifi kovány 
mutace odpovědné za familiární ná-
dory pankreatu [21], dědičného feochro-
mocytomu  [22] či familiárního mela-
nomu [23]. Studium mutačního profi lu 
adenokarcinomu plic odhalilo nové mu-
tace v řadě protoonkogenů (ERBB4, KDR, 
FGFR4 a NTRK) a nádorových supresorů 
(NF1, RB1, ATM a APC), jejichž znalost na-
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venování produktů. Větší exonové de-
lece a  duplikace se dodatečně testují 
pomocí MLPA (multiplex ligation- de-
pendent probe amplification). Doda-
tečné testování je avšak omezeno pouze 
na známé variace. Díky tomu je výsledek 
testu u mnoha pacientů s hereditární dis-
pozicí negativní. NGS studie provedená 
mezi 300 rodinami s hereditárním výsky-
tem rakoviny prsu odhalila předtím ne-
detekované mutace u 52 probandů [16]. 
Na základě výsledků této studie byla vy-
vinuta metoda kombinující amplifi kaci 
dlouhých úseků pomocí PCR a jejich NGS 
sekvenaci pro detekci mutací v genech 
BRCA1  a  BRCA2  [27]. Technologie sek-
venování nové generace je díky vývoji 

charakterizovat genomické, transkripto-
mické a epigenomické změny u 50 růz-
ných nádorů nebo jejich subtypů, které 
mají klinickou i společenskou důležitost.

WGS poprvé ukázalo svůj dia gnostický 
potenciál u pacienta s nejednoznačnou 
dia gnózou akutní myeloidní leukemie 
neznámého typu. Sekvenováním byla 
zjištěna fúze PML-RARA genů potvrzu-
jící dia gnózu akutní promyeloidní leuke-
mie vedoucí ke změně terapie a zlepšení 
prognózy [16]. Walsh et al  [26] pomocí 
cíleného přístupu detekovali 21 nových 
mutací asociovaných s hereditárními ná-
dory mléčné žlázy a vaječníku. Testování 
BRCA genů se standardně provádí po-
mocí PCR a následného Sangerova sek-

Roche NimbleGen. Jak Microdroplet PCR, 
tak Access Array System jsou vhodné ze-
jména pro sekvenování několika genů 
ve velkém množství vzorků. V opačném 
případě (velké množství genů v malém 
počtu vzorků) jsou tyto techniky neeko-
nomické. Obě technologie vyžadují také 
přídatné specializované vybavení, což 
představuje jejich další nevýhodu. Kli-
nickému využití nejlépe vyhovují tech-
niky AmpliSeq, TruSeq Amplicon, Halo-
Plex a  SeqCap EZ System, jelikož jsou 
vhodné pro sekvenování stovek genů 
v malém, ale i větším počtu vzorků. Pří-
prava knihovny zabere pouze jeden den. 
Senzitivita a specifi cita je srovnatelná.

Lze si vybrat ze standardních kitů na-
vržených např. i  pro záchyt nejběž-
nějších mutací u  onkologických pa-
cientů –  tzv. nádorové panely –  nebo si 
navrhnout projekt dle oblastí vlastního 
zájmu. Společnost Ambry Genetics vyšla 
vstříc klinickým potřebám a vyvinula ně-
kolik dia gnostických kitů pro záchyt he-
reditárních nádorových onemocnění za 
využití NGS technologií. Společnost Ge-
neDx se rovněž specializuje na testování 
vzácných hereditárních poruch a nabízí 
komplexní panel 29  genů významně 
asociovaných s  vrozenými nádorovými 
onemocněními nebo panely zaměřené 
na jednotlivé nádorové typy.

Využití NGS v onkologické praxi 

Pomocí sekvenování nové generace byly 
identifikovány nové genetické změny 
přispívající k onkogenezi, nádorové pro-
gresi i metastazování. Významných po-
kroků v identifi kaci nových s nádory aso-
ciovaných genů bylo dosaženo u nádorů 
mléčné žlázy, ovaria, tlustého střeva 
a konečníku, plic, jater, renálního karci-
nomu, u nádorů hlavy a krku, melanomu 
a  akutní myeloidní leukémie  [17]. NGS 
objevy nových s  nádory asociovaných 
genů jsou shromažďovány na celosvě-
tově dostupných portálech. Například 
National Cancer Institute (NCI) podpořil 
úspěšný projekt vytvoření atlasu nádo-
rových genů –  The Cancer Genom Atlas 
(TCGA) za účelem zlepšit nádorovou pre-
venci, včasnou detekci a léčbu. Další pro-
jekt z oblasti nádorové genomiky pod-
porovaný International Cancer Genome 
Consortium (ICGC) je Cancer Genome 
Projekt. Ten si klade za cíl komplexně 

Obr. 1. Shrnutí workfl ow integrace omických dat. 

U daného pacienta je osekvenován nádorový a zdravý genom. Genetická informace je 
analyzována a interpretována multidisciplinárními experty. Pacientovi je navržena léčba 
„šitá na míru“. Z analýzy profi tuje také pacientova rodina, protože se zjistí i hereditární ri-
ziko vzniku nádorového onemocnění a mohou být provedena příslušná opatření [16].
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dat. Kromě jiného vyvstává také etická 
otázka nakládání s  NGS daty a  jejich 
zpětného předávání pacientům. Rea-
lita NGS dat je zatím taková, že klinicky 
a bio logicky důležitá informace zůstává 
často pohřbena v obrovském množství 
falešně pozitivních či negativních vý-
sledků. Zavedení NGS technologie do 
klinické praxe má tedy před sebou ještě 
četné překážky. K  uvedení do klinické 
praxe je nyní nejblíže genetické testo-
vání hereditárních syndromů. Navzdory 
všem výše popsaným problémům po-
skytuje NGS nebývalé příležitosti pro 
studium molekulární podstaty nádoro-
vých onemocnění.
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malých stolních sekvenátorů dostupná 
i  pro klinické aplikace. Je vhodná pře-
devším pro sekvenování vybraných pa-
nelů genů. Díky tomu je analýza a inter-
pretace dat méně náročná. Kombinace 
všech NGS technik poskytuje globální 
pohled na nádorový genom. Onkolo-
gická praxe stojí na pokraji doby, kdy 
budou mít lékaři k dispozici osekveno-
vaný nádorový/ zdravý genom pacienta 
dříve, než rozhodnou o způsobu léčby. 
Na obr. 1 je shrnuto workfl ow takové in-
tegrace genomických, transkriptomic-
kých a epigenomických dat.

Závěr

Zavedení sekvenačních metod nové ge-
nerace do klinické praxe je stále limi-
továno několika faktory. První z nich je 
cena celogenomového sekvenování. Cíl, 
za kterým se ubírá vývoj NGS techno-
logií, je dosažení ceny 1 000 $ za jeden 
kompletní sekvenační běh s průměrným 
pokrytím 30krát. Zdá se, že nový sekve-
nátor společnosti Illumina nedávno uve-
dený na trh bude schopen dosáhnout 
cenového limitu 1 000 $. Za jak dlouho 
bude využitelný pro rutinní klinickou 
praxi, zůstává otázkou. Druhý limitující 
faktor je obrovské množství generova-
ných dat, pro která je nutné nalézt způ-
sob uchovávání pro pozdější analýzu 
a  interpretaci výsledků. Náklady ply-
noucí z  uchovávání a  interpretace tak 
velkého množství dat jsou mnohdy vyšší 
než náklady na vlastní sekvenování, což 
si malé dia gnostické laboratoře nemo-
hou dovolit. Další komplikací je absence 
standardu pro určení kvality sekvenač-
ních dat. Je známo, že každá z platforem 
NGS má specifický typ chyb. Správně 
rozlišit mezi genetickou variantou a chy-
bou sekvenační platformy je nezbytné 
pro následné rozhodování o typu léčby. 
Rozdílné bio informatické strategie se 
také mohou odrazit na výsledku analýzy 
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Souhrn
PCR metoda se velmi krátce od svého objevení stala rutinní metodou molekulárně bio logických 
výzkumných laboratoří a nepostradatelným nástrojem dia gnostické medicíny. Za dobu svého 
využívání byla rozvinuta do řady variant, které specifi cky reagují na potřeby výzkumu a dia-
gnostiky co do použitého vstupního materiálu a jeho množství, podmínek reakce a nově vy-
vinutých technologií. Předložená práce stručně shrnuje jednotlivé PCR přístupy s důrazem na 
jejich využití v onkologickém výzkumu a praxi.

Klíčová slova
polymerázová řetězová reakce (PCR) –  PCR v reálném čase –  digitální PCR – klinická onkologie

Summary
Since its discovery, PCR has become a conventional method of molecular bio logy research 
laboratories and an indispensable tool in dia gnostic medicine. Multiple variants of the PCR 
technique were developed, which enable the analysis of diff erent bio logical materials at diff e-
rent amounts and reaction conditions. This article briefl y summarizes the PCR approaches and 
points out their applications in oncological research and practice.
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polymerase chain reaction (PCR) –  real- time PCR –  digital PCR – clinical oncology
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Úvod

Prvním zásadním krokem vedoucím 
k objevu a následnému zavedení poly-
merázové řetězové reakce (polymerase 
chain reaction –  PCR) byla práce publi-
kovaná na konci 60. let minulého sto-
letí popisující nový druh termofi lní bak-
terie tehdy nazvané Thermus aquaticus. 
Krátce na to byla z  tohoto mikroorga-
nizmu izolována termostabilní polyme-
ráza nazvaná „Taq polymeráza“ a v po-
lovině 80. let minulého století pak 
americký chemik K. Mullis objevil PCR, za 
což byl v roce 1993 oceněn Nobelovou 
cenou za chemii. Význam a  originalitu 
tohoto objevu podtrhuje článek otištěný 
v  amerických novinách The New York 
Times, který na základě tohoto objevu 
rozděluje bio logii do dvou epoch –  „před 
PCR“ a „po PCR“. Zavedení PCR do praxe 
tak odstartovalo obrovský rozmach mo-
lekulární bio logie a významně rozšířilo 
do té doby relativně omezené portfolio 
molekulárně-bio logických metod.

Polymerázová řetězová reakce je me-
toda umožňující amplifi kaci (tj. zmno-
žení) specifi ckého úseku nukleové ky-
seliny, přičemž využívá obecných rysů 
replikace DNA. Podstatou metody je 
mnohonásobná syntéza komplementár-
ního řetězce pomocí příslušné DNA poly-
merázy, a to v rámci sekvence vymezené 
krátkými syntetickými oligonukleotidy 
(ssDNA,15– 30 b), tzv. primery, které jsou 
odvozeny od dané sekvence. Teoreticky 
lze z jedné molekuly templátu získat 2n 
kopií dané sekvence při n cyklech. Toto 
zmnožení následně umožňuje vizuali-
zaci amplifi kovaného produktu, jenž nej-
častěji probíhá s využitím agarózové ge-
lové elektroforézy (obr. 1A). PCR reakce 
byla za dobu jejího využívání rozvinuta 
do řady variant, které specifi cky reagují 
na potřeby výzkumu a dia gnostiky co do 
použitého vstupního materiálu a  jeho 
množství, podmínek reakce a nově vyvi-
nutých technologií.

Využití PCR v onkologii

PCR je stejně jako mnoho dalších 
molekulárně-bio logických analýz díky 
svým přednostem, jako je časová a ma-
teriálová úspora, možnost automatizace 
a dobrá reprodukovatelnost, využívána 
ve stále širším měřítku v rámci preven-
tivních programů zaměřených na sta-

novení rizika vzniku onemocnění, při 
dia gnostice patologických stavů i  ur-
čení prognózy onemocnění. PCR se rov-
něž uplatňuje v rámci tzv. farmakogene-
tických vyšetření, při nichž je sledována 
genetická predispozice pro lékovou od-
pověď, tj. predikována bezpečnost či to-
xicita a účinnost terapeutické látky pro 
konkrétního pacienta.

PCR, obvykle ve spojení s  dalšími 
molekulárně-bio logickými technikami 
(elektroforéza, RFLP, sekvencování), 
umožňuje detekovat různé typy mu-
tací spojené s vyšším rizikem vzniku ná-

doru a  pomáhá tak zlepšit preventivní 
screen ingové programy nádorových 
onemocnění či podrobněji charakteri-
zovat typ nádoru pro následnou volbu 
účinnější terapie. Příkladem vyšetření 
prováděných v  Masarykově onkologic-
kém ústavu mohou být detekce mutací 
specifi ckých genů spojených s genetic-
kou predispozicí ke vzniku nádoru, kdy 
příslušná sekvence genu je nejprve am-
plifi kována pomocí PCR a získané ampli-
kony následně sekvencovány. Jedná se 
např. o geny BRCA1, BRCA2 u hereditár-
ního syndromu nádoru prsu a/ nebo va-

Obr. 1. Přehled stěžejních PCR technologií. 

A. Tradiční PCR; B. PCR v reálném čase; C. digitální PCR – schematická ukázka frakcionace 
vzorku a následné vyhodnocení; D. konkrétní ukázka výsledků získaných pomocí digitální 
PCR (ddPCR), pro zajímavost tytéž vzorky byly paralelně analyzovány pomocí PCR v reál-
ném čase viz část B.
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využívány sondy obvykle značené fl uo-
rescenčním barvivem. Rozlišujeme dva 
hlavní typy sond: 1. nespecifi cké –  typic-
kým příkladem jsou fl uorescenční kya-
ninová barviva SYBR Green, která fl uo-
reskují při vazbě do menšího žlábku 
dsDNA, a  2. specifické, fluorescenčně 
značené sondy. Specifické sondy jsou 
navrženy tak, aby hybridizovaly s  tem-
plátovou DNA za stejných podmínek 
jako primery v místě vymezeném proti-
směrně orientovanými primery. Existuje 
řada variant specifi ckých sond, nejčastěji 
se používají tzv. hydrolyzační (TaqMan) 
sondy, které nesou na svém 5’ konci fl uo-
rescenční značku a na 3‘ konci tzv. zhá-
šeč. Při hydrolýze sondy DNA- polyme-
rázou dochází k oddělení fl uorescenční 
značky od zhášeče a následné emisi fl uo-
rescence (obr. 2).

V praxi se nejčastěji využívají dvě zá-
kladní vyhodnocovací metody. První va-
rianta je absolutní kvantifi kace, tzv. me-
toda absolutní standardní křivky, která 
umožňuje zjištění přesného množ-
ství kopií templátu ve vzorku. Získá-
váme tak výsledek v kopiích vzhledem 
k celkovému množství standardu (např. 
plazmidové DNA). Druhá varianta je re-
lativní kvantifi kace využívající buď rela-
tivní standardní křivku, nebo se provádí 
tzv. komparativní CT metoda. Přístup za-
ložený na konstrukci relativní standardní 
křivky umožňuje zjištění změn množství 
templátu mezi vzorky vzhledem k  in-
terní kontrole (tzv. kalibrátoru). Kompa-
rativní CT metoda využívá aritmetický 

(real- time PCR). Oproti tradiční PCR, kdy 
konečný produkt (amplikon) je deteko-
ván až po ukončení reakce, PCR v reál-
ném čase umožňuje stanovit tvorbu 
produktu v průběhu reakce, a to i v ra-
ných fázích, kdy přírůstek intenzity fl uo-
rescence je úměrný množství stanovo-
vaného templátu (obr. 1B). Právě měření 
kinetiky v brzkých fázích reakce předsta-
vuje zásadní výhodu v porovnání s tra-
diční PCR. Postup tradiční PCR včetně 
jejího vyhodnocení je v  porovnání 
s  kvantitativní PCR časově náročnější 
a  vyznačuje se nižší citlivostí detekce, 
amplifi kované produkty jsou rozlišovány 
především na základě velikosti, a posky-
tují tak výsledky především kvalitativ-
ního charakteru. V případě qPCR je však 
potřeba počítat s podstatně vyšší poři-
zovací hodnotou přístrojového vybavení 
a vyššími náklady na analýzu vzorku.

Obecně lze průběh qPCR reakci rozdě-
lit do tří fází. V první, tzv. exponenciální 
fázi, je reakce vysoce specifi cká, v  pří-
padě 100% efektivity dochází k  přes-
nému zdvojnásobení množství oče-
kávaného produktu, data jsou tudíž 
maximálně přesná. Druhou fázi ozna-
čujeme jako lineární. Tato fáze může být 
poměrně variabilní, dochází při ní ke 
zpomalování reakce, spotřebě jednotli-
vých komponent reakce, může začít do-
cházet i k degradaci vzniklých produktů. 
Ve třetí, tzv. plateau fázi, je reakce zasta-
vena, nedochází k syntéze dalšího pro-
duktu, naopak může nastat jeho de-
gradace. K  přesné kvantifikaci jsou 

ječníku; geny MLH1, MSH2, MSH6 u he-
reditárního nepolypózního karcinomu 
tlustého střeva  –  tzv. Lynchova syn-
dromu; transkripční varianty p16/ INK4a 
a  p14/ ARF genu CDKN2A u  familiár-
ního maligního melanomu; gen TP53 
u  Li- Fraumeniho syndromu; nebo gen 
CDH1 u hereditární formy difúzního kar-
cinomu žaludku. Dalším příkladem je 
vývoj metod detekce volných nádoro-
vých buněk v krevním řečišti či lymfatic-
kých uzlinách na principu PCR, který má 
zásadní význam pro hodnocení metasta-
tického potenciálu buněk a vývoje one-
mocnění a tím i volby příslušné terapie. 
Analogicky se PCR případně RT-PCR (re-
verse transcription PCR) využívá při sle-
dování minimální reziduální nemoci ze-
jména u hematologických malignit, při 
níž se hodnotí počet přítomných nádo-
rových buněk, např. detekcí transkriptu 
fúzního genu bcl- abl v  případě chro-
nické myeloidní leukemie (chronic my-
eloid leukaemia  –  CML). Kromě identi-
fi kace vlastních nádorových markerů je 
PCR, zejména pak kvantitativní PCR (viz 
dále), významným nástrojem při sta-
novení přítomnosti patogenních or-
ganizmů u onkologických pacientů při 
septických stavech. Základem testu je 
amplifikace specifické sekvence pato-
genu v odebraném bio logickém vzorku 
a  oproti klasické mikrobio logické kul-
tivaci představuje značnou časovou 
úsporu a pro pacienta tedy rychlejší na-
sazení účinné léčby.

V rámci experimentální onkologie se 
PCR využívá především při technikách 
klonování, tj. vnášení cizorodé DNA do 
vektorových systémů, kdy současně 
představuje i základní nástroj pro ově-
řování přítomnosti specifických sek-
vencí ve sledovaném genomu. PCR je 
využívána i  v  případě čipových tech-
nologií, při nichž je analyzována úro-
veň transkripce několika až stovek genů 
současně a sledovány reakce buněk na 
specifi cké podmínky indukcí vybraných 
signálních drah, expresí specifických 
genů a syntézou specifi ckých proteinů. 

PCR v reálném čase 

(kvantitativní)

Dalším revolučním krokem bylo zave-
dení kvantitativní PCR (quantitative 
PCR –  qPCR) neboli PCR v reálném čase 

Obr. 2. Princip využití nespecifi ckých a specifi ckých sond při PCR v reálném čase.

A. Nespecifi cká próba (nejčastěji SYBR Green) se váže na dsDNA, čímž dochází k emisi fl u-
orescence. B. Působením exonukleázové aktivity polymerázy dochází k rozštěpení próby 
navázané k cílové sekvenci a následnému uvolnění fl uorescenčního signálu. 
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nahrazující stávající PCR přístupy, ale 
spíše o komplementární metodu zamě-
řenou především na detekci vzácněji se 
vyskytujících cílových molekul.

Podstata digitální PCR spočívá v rozdě-
lení analyzovaného vzorku, tedy i vlast-
ních cílových sekvencí, do velkého množ-
ství dílčích vzorků. To se provádí buď 
pomocí miniaturních čipů, kdy je vzorek 
pomocí mikrokapilár rozdělen do řady 
malých segmentů (komůrek), nebo je ze 
vzorku vytvořena emulze olejových mi-
krokapek. Následně probíhá v každé mi-
krokapce či komůrce čipu standardní 
PCR, takže v  závislosti na počtu mikro-
kapek/ kapacitě čipu získáváme tisíce až 
několik desítek tisíc parciálních kvalita-
tivních výsledků na bázi fluorescence 
(pozitivní/ negativní) pro analyzovaný 
vzorek. Vzhledem k možné přítomnosti 
dvou a více cílových molekul současně 
(v jedné mikrokapce/ segmentu čipu) je 
v  rámci celkového vyhodnocování tato 
skutečnost brána v potaz a výsledky jsou 
korigovány na základě Poissonova rozdě-
lení. Na rozdíl od tradiční PCR, kdy množ-
ství amplifikovaného produktu pouze 
přibližně odpovídá množství templátu 
a je značně ovlivněno počtem PCR cyklů, 
kvantifi kace cílové sekvence v  případě 
digitální PCR prakticky nezávisí na počtu 
amplifi kačních cyklů, což významně eli-
minuje závislost na exponenciálním ná-
růstu množství výsledného PCR pro-
duktu, jako je tomu u konvenční PCR či 
PCR v reálném čase, a umožňuje tak zcela 
absolutní kvantifi kaci (obr. 1D).

Mezi nejvýznamnější aplikace digi-
tální PCR patří: 
1.  Detekce amplifi kací genů spojených 

s  maligní transformací. Genomové 
amplifi kace jsou běžnou součástí ge-
nomu nádorových buněk. Tyto ampli-
fi kace často vedou ke zvýšené expresi 
specifických onkogenů a  zásadním 
způsobem ovlivňují bio logii nádoru. 
Přesná a citlivá detekce amplifi kací je 
proto žádoucí v rámci dia gnostiky ná-
dorů a může mít prognostický a/ nebo 
prediktivní význam. Tento přístup by 
mohl v budoucnu sloužit i jako alterna-
tiva k v současnosti prováděným FISH 
analýzám. Hlavní výhoda digitální PCR 
je robustnost, senzitivita a fi nanční ne-
náročnost v porovnání se standardně 
prováděnými FISH stanoveními. 

chází k  jeho konstitutivní aktivaci a  ta-
kové nádory vykazují výrazně sníženou 
odpověď na EGFR inhibici.

Jedním z nejvýznamnějších farmako-
genetických vyšetření v případě hema-
tologických malignit je stanovení poly-
morfi zmu a  aktivity enzymu thiopurin 
S- metyltransferázy (TPMT), enzymu zá-
sadního při odbourávání thiopurino-
vých léčiv využívaných v  onkologické 
terapii a jako imunosupresiv. Snížená ak-
tivita enzymu je důsledkem řady poly-
morfi zmů v kódující oblasti genu TPMT 
a vede k nežádoucím účinkům při léčbě 
thiopuriny, jako jsou neurotoxicita, he-
patotoxicita atd. Stanovení nejčastějších 
typů polymorfizmů je prováděno po-
mocí kvantitativní PCR a je doprovázeno 
stanovením aktivity TPMT v erytrocytech 
pomocí HPLC.

Hlavní výhoda PCR v  reálném čase 
v porovnání s klasickou (end-point PCR) 
však spočívá v  možnosti kvantifikovat 
množství výchozího templátu podle dy-
namiky amplifi kační reakce, především 
tedy stanovení exprese vybraných genů. 
Této skutečnosti lze využít i v experimen-
tální onkologii při sledování hladin ex-
prese vybraných genů na úrovni mRNA za 
defi novaných podmínek. Jedním z mož-
ných příkladů praktického využití je pre-
dikce vhodnosti nasazení fl uorovaných 
pirimidinů při léčbě nádorů gastrointes-
tinálního traktu, a  to v  rámci paliativní 
i adjuvantní terapie. V těchto případech 
je vhodné stanovit hladinu mRNA pro 
thymidylát syntázu (TS), thymidin fosfo-
rylázu (TP) a dihydropyrimidin dehydro-
genázu (DPD), tedy enzymů účastnících 
se v metabolizmu 5- fl uorouracilu (5- FU). 
mRNA může být izolována z bio psií pri-
márního nádoru i  metastázy pacienta. 
V případě zvýšené hladiny exprese genů 
lze předpokládat rezistenci nádoru k fl uo-
ropyrimidinovým cytostatikům.

Digitální PCR

Digitální PCR je někdy též označována 
jako tzv. třetí generace PCR (obr.  1C). 
Hlavní výhodou tohoto přístupu je ab-
solutní kvantifi kace, aniž musí být se-
strojena kalibrační křivka. V podstatě se 
jedná o „upgrade“ tradiční PCR umožňu-
jící klonální amplifi kaci a přímou kvanti-
fi kaci nukleových kyselin. Je třeba si však 
uvědomit, že se nejedná o metodu zcela 

vzorec (2– ΔΔCT) defi nující množství cílo-
vého templátu normalizovaný na zá-
kladě množství endogenních referenč-
ních sekvencí a kvantifi kovaný relativně, 
tedy vzhledem ke kalibrátoru (jinému 
vzorku –  obvykle kontrole).

Využití PCR v reálném čase 

v onkologii

PCR v  reálném čase patří mezi důle-
žité dia gnostické nástroje umožňující 
nejen kvantitativní analýzu zaměřenou 
na stanovení exprese vybraných genů, 
ale i  kvalitativní, běžně používanou 
při stanovení mutací či polymorfi zmů. 
V  případě kvalitativních analýz (geno-
typizace) se velmi často používá vysoko-
rozlišovací analýza křivek tání tzv. HRM 
(high resolution melting) analýza. V prin-
cipu je tato metoda založena na hetero-
duplexní analýze, v rámci které jsou de-
tekovány rozdíly v  teplotách tání PCR 
disociačních křivek. Kromě stanovení 
rozdílů v  analyzovaných sekvencích, 
především přítomnosti specifi ckých mu-
tací, lze HRM použít i k detekci metylací. 
Typickým příkladem využití HRM v onko-
logii je dia gnostika hereditárních nádo-
rových syndromů. Patří sem např. přímé 
vyšetření přítomnosti mutace v genech 
BRCA1, BRCA2  (hereditární syndrom ná-
doru prsu a/nebo vaječníků); MLH1, 
MSH2, MSH6  (hereditární nepolypózní 
kolorektální karcinom, Lynchův syn-
drom); TP53  (Li- Fraumeniho syndrom) 
a  řada dalších. Dále se PCR v  reálném 
čase používá i  k  detekci mutací vzhle-
dem k indikaci vhodné léčby. Klasickým 
příkladem je vyšetření na přítomnost bo-
dové záměny v kodonech 12 a 13 genu 
KRAS, kdy se opět používá HRM analýza 
nebo se využívá technologie ARMS (am-
plifi cation refractory mutation system), 
jenž spočívá v použití alelicky, v tomto 
případě mutant specifických primerů 
specificky rozpoznávajících jednotlivé 
mutanty. Není-li mutace genu KRAS pro-
kázána, je vhodné nasadit bio logickou 
léčbu založenou na aplikaci rekombi-
nantních protilátek inhibujících EGFR 
(epidermal growth factor receptor). 
Vychází se z předpokladu, že v nádorech 
s  wild type KRAS je exprese KRAS pro-
teinu aktivována pouze přechodně sig-
nalizací prostřednictvím EGFR, zatímco 
v případech mutovaného genu KRAS do-



VÝVOJ METOD ZALOŽENÝCH NA PCR A JEJICH APLIKACE V ONKOLOGICKÉM VÝZKUMU A PRAXI

Klin Onkol 2014; 27 (Suppl 1): S69–S74 S73

2. Bartlett JM, Stirling D. A short history of the polymerase 

chain reaction. Methods Mol Biol 2003; 226: 3– 6.

3. Wade N. Researchers claim embryonic cell mix of 

human and cow. N Y Times Web 1998; A1, A26.

4. Foretova L, Petrakova K, Palacova M et al. Genetic testing 

and prevention of hereditary cancer at the MMCI –  over 

10 years of experience. Klin Onkol 2010; 23(6): 388– 400.

5. Goydos JS, Reintgen DS. A molecular technique useful 

in the detection of occult metastases in patients with me-

lanoma: rt-PCR analysis of sentinel lymph nodes and pe-

ripheral blood. Methods Mol Med 2001; 61: 301– 320. doi: 

10.1385/ 1- 59259- 145- 0:301.

6. Haferlach T, Bacher U, Kern W et al. The dia gnosis of 

BCR/ ABL- negative chronic myeloproliferative diseases 

(CMPD): a comprehensive approach based on morpho-

logy, cytogenetics, and molecular markers. Ann Hematol 

2008; 87(1): 1– 10.

7. Jabbour E, Cortes JE, Kantarjian HM. Molecular monitor-

ing in chronic myeloid leukemia: response to tyrosine ki-

nase inhibitors and prognostic implications. Cancer 2008; 

112(10): 2112– 2118. doi: 10.1002/ cncr.23427.

8. Klouche M, Schroder U. Rapid methods for dia gnosis of 

bloodstream infections. Clin Chem Lab Med 2008; 46(7): 

888– 908. doi: 10.1515/ CCLM.2008.157.

9. Tsalik EL, Jones D, Nicholson B et al. Multiplex PCR to 

dia gnose bloodstream infections in patients admit-

ted from the emergency department with sepsis. J Clin 

Microbio l 2010; 48(1): 26– 33. doi: 10.1128/ JCM.01447- 09.

10. Dubska L, Vyskocilova M, Minarikova D et al. Light-

Cycler SeptiFast technology in patients with solid malig-

nancies: clinical utility for rapid etiologic dia gnosis of sep-

sis. Crit Care 2012; 16(1): 404. doi: 10.1186/ cc10595.

11. Heid CA, Stevens J, Livak KJ et al. Real time quantita-

tive PCR. Genome Res 1996; 6(10): 986– 994.

12. Zipper H, Brunner H, Bernhagen J et al. Investigations 

on DNA intercalation and surface binding by SYBR Green I,

its structure determination and methodological implica-

tions. Nucleic Acids Res 2004; 32(12): e103.

13. Holland PM, Abramson RD, Watson R et al. Detection 

of specifi c polymerase chain reaction product by utiliz-

ing the 5‘– 3‘ exonuclease activity of Thermus aquaticus 

absolutní kvantifi kace patogenů, de-
tekce onkogenních alel ve vzorcích 
uchovávaných ve formě parafi nových 
bloků, absolutní kvantifikace stan-
dardů pro další aplikace, kvantifi kace 
vzorků v rámci jejich přípravy pro NGS 
(nová generace sekvencování; pro 
více informací viz článek Koubková 
et al v  rámci tohoto Supplementa, 
str.  61–68) či validace výsledků NGS 
díky absolutní kvantifi kaci.

Závěr

Polymerázová řetězová reakce se řadí 
mezi základní metody molekulární bio-
logie a v dnešní době představuje nepo-
stradatelný nástroj pro manipulaci s  ge-
netickou informací v  mnoha oblastech 
bio medicínského výzkumu. S  objevem 
PCR také došlo k obrovskému rozvoji mo-
lekulární dia gnostiky, který byl ještě umoc-
něn možností kvantifi kace cílových mole-
kul díky PCR v reálném čase a následně pak 
vývojem digitální PCR. Přehled jednotli-
vých PCR přístupů, jejich porovnání včetně 
výhod a nedostatků je pro větší přehled-
nost a srozumitelnost shrnut do tab. 1. 
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Tradiční PCR PCR v reálném čase Digitální PCR
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stručný 

přehled

stanoví  celkové množství výsled-
ného produktu (detekce probíhá až 
v tzv. fázi plateau, což může způso-
bovat značnou variabilitu výsledků)

stanoví množství vzniklého produktu 
v exponenciální fázi, což umožňuje 

přesnou kvantifi kaci 

kvantifi kuje počet pozitivních a ne-
gativních frakcí daného vzorku, 

čímž umožňuje stanovení absolut-
ního počtu kopií

výsledek semikvantitativní kvantitativní kvantitativní

výhody a 

nevýhody

relativně nízké náklady  
×

pracný způsob detekce výsledného 
produktu, nízká rozlišovací schop-

nost, dynamická škála < 2 log, diskri-
minace pouze na základě velikosti 

PCR produktu

šírší dynamická škála, schopnost roz-
lišit méně jak dvojnásobný rozdíl, ná-

růst fl uorescece je přímo úměrný 
množství vznikajících PCR ampli-
konů, rozštěpené sondy generují 

permanentní signál                           
×                                             

nákladnější instrumentace i cena 
vlastního stanovení  

bez nutnosti použít standardy, 
přímá úměra mezi počtem replikátů 

a přesností celkové kvantifi kace, 
vhodná k analýze komplexních 
vzorků, stanovení počtu kopií 
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nákladnější instrumentace i cena 

vlastního stanovení                            
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aplikace

PCR produkt vhodný pro klonování, 
genotypizaci, sekvencování, detekci 

patogenů atd.

kvantifi kace genové exprese, de-
tekce SNP, analýza miRNA, stano-

vení počtu kopií studovaného genu 
a další

absolutní kvantifi kace NGS kniho-
ven, detekce vzácných alel, abso-

lutní kvantifi kace standardů, abso-
lutní kvantifi kace virionů apod.
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Souhrn
K udržování buněčné homeostázy je nutné, aby buněčné proteiny vytvářely složité a dyna-
mické molekulární komplexy. Proto je i vysvětlení základních fyziologických procesů na mole-
kulární úrovni založeno na studiu protein-proteinových interakcí. Nejdříve probíhá kvalitativní 
analýza proteinových komplexů. Následně jsou identifi kované proteinové interakce kvantifi ko-
vány po bio chemické stránce. Detailní informace o strukturní podstatě daných protein-protei-
nových interakcí pak mohou být získány pomocí krystalografi ckých metod. Náhled do uspo-
řádání proteinových komplexů na molekulární úrovni umožňuje racionálně navrhovat nové 
syntetické látky, které cíleně ovlivňují proteinové interakce a tím i nejrůznější fyziologické nebo 
patologické procesy. Tato souhrnná práce je zaměřena na popis nejčastěji používaných metod 
pro kvalitativní i kvantitativní hodnocení proteinových interakcí. Metody koimunoprecipitace 
(Co- IP) a afi nitní koprecipitace je možné využít jako prvotní nástroj pro identifi kaci interakčních 
partnerů studovaného proteinu. Detailní bio chemická analýza mezimolekulární interakce pak 
vyžaduje defi nování kinetických a termodynamických parametrů. Pro studium afi nity dvou 
interakčních partnerů a kinetiky reakce je možné použít metodu rezonance povrchového plaz-
monu (surface plasmon resonance –  SPR), pro studium afi nity a inhibičního potenciálu inhi-
bitorů metodu fl uo rescenční polarizace (FP) a pro detailní popis afi nity a termodynamických 
parametrů interakce (ΔG, ΔH a ΔS) metodu izotermální titrační kalorimetrie (isothermal titration 
calorimetry –  ITC). Výzkum proteinových interakcí na molekulární úrovni je nejen významný pro 
základní výzkum, ale přináší i nové metodické přístupy, které otvírají další možnosti při racionál-
ním navrhování nových terapeutických látek.
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Úvod

Základním zprostředkovatelem buněč-
ných mezimolekulárních interakcí jsou 
proteiny. Schopnost proteinů vázat 
pevně a s vysokou specifi tou ostatní mo-
lekuly jim umožňuje plnit široké spek-
trum funkcí. Enzymy katalyzují che-
mické reakce účastnící se metabolismu, 
replikace, opravy a  transkripce DNA. 
Obdivuhodná je schopnost protono-
vých pump (H+- ATPáz) vytvářet elek-
trochemický gradient na plazmatické 
membráně translokací protonů přes 
membránu  [1]. Ně kte ré enzymy kova-
lentně modifikují jiné proteiny přidá-
ním nebo odebráním funkční skupiny. 
Rychlost reakce katalyzované enzymem 
je obrovská  –  v  ně kte rých případech 
dochází až k 1017násobnému urychlení 
oproti nekatalyzované reakci (pro před-
stavivost 18  milisekund trvající reakce 
katalyzovaná orotát dekarboxylázou by 
trvala 78 milionů let bez přítomnosti en-
zymu) [2]. Velké množství proteinů je za-
pojeno také v  procesech buněčné sig-
nalizace a transdukce signálu z vnějšího 
prostředí do nitra buňky. Transmembrá-
nové proteiny sloužící jako receptory 
na povrchu buněk mají schopnost se-
lektivní interakce s extracelulárními sig-
nálními molekulami, důsledkem čehož 
dochází ke specifi cké odpovědi uvnitř 
buňky. Příkladem uvedené signalizace je 
přenos nervového signálu vyvolaný vaz-
bou neurotransmiterů na membránové 
receptory neuronů. Pro buněčné rozpo-
znávání je důležitá vysoká specifi ta lek-

tinů při interakci se sacharidovými struk-
turami na povrchu buněk [3]. Také uvnitř 
buňky dochází k nespočtu interakcí re-
ceptorů s  menšími bio molekulami (li-
gandy). Vazbu kyslíku v  erytrocytech 
umožňuje hemoglobin, pro adaptivní 
imunitní odpověď je důležitá interakce 
protilátek s antigenem. Další velkou sku-
pinu tvoří strukturní proteiny poskytující 
buňkám strukturní oporu (cytoskeletální 
proteiny) nebo sloužící jako molekulární 
motory (myozin, kinezin, dynein) zod-
povědné za buněčnou motilitu jedno-
buněčných organizmů, spermií a taky za 
kontrakci svalů.

Výše uvedené příklady interakcí se 
označují jako protein-proteinové (PP) 
a protein-ligandové (PL) interakce. Počet 
experimentálních metod pro detekci 
a analýzu PP a PL interakcí je v součas-
nosti natolik vysoký, že jejich popis by 
přesahoval rozsah vyhrazený pro tuto 
problematiku. Cílem této práce se proto 
stává seznámit čtenáře s  několika vy-
branými bio chemickými metodami 
často používanými pro studium bio-
molekulárních interakcí.

Koimunoprecipitace (Co- IP) 

a afi nitní koprecipitace 

(pull- down analýzy)

Koimunoprecipitace a afi nitní koprecipi-
tace patří mezi kvalitativní metody pro 
studium PP interakcí. Principem precipi-
tačních metod je separace specifi ckého 
proteinu a  jeho interakčních partnerů 
na pevné fázi (nosiči). Vybraný protein je 

imobilizován na nosiči prostřednictvím 
kovalentní vazby, nebo pomocí specifi c-
kých intermolekulárních interakcí (pro-
tein G  –  protilátka, glutation  –  gluta-
tion- S- transferáza, streptavidin –  bio tin, 
atd.). Základní podmínkou pro studium 
protein-proteinových interakcí v  kom-
plexních směsích (buněčných lyzátech) 
je zachování nativní konformace a solu-
bility studovaného proteinu. Z  tohoto 
důvodu je u  precipitačních metod kla-
den důraz na správnou volbu lyzačního 
pufru, jehož složení musí splňovat poža-
davky na zachování specifi ckých inter-
akcí a eliminaci nespecifi cky interagují-
cích molekul. Pro správný výběr iontů je 
možné použít tzv. Hofmeisterovu řadu, 
ze které je možné vyčíst efekt různých 
iontů na stabilitu, agregaci a denaturaci 
proteinů [4].

K imunoprecipitaci studovaného pro-
teinu a jeho interakčních partnerů jsou 
využívány protilátky imobilizované na 
pevný nosič (např. agarózovou mat-
rici) prostřednictvím proteinů A  nebo 
G, které váží Fc fragment protilátky 
(obr. 1A). K odstranění nespecifi cky vá-
zaných a nenavázaných proteinů je pro-
vedeno několik promývacích kroků. 
Separované imunokomplexy jsou z no-
siče následně uvolněny specifickou 
elucí, snížením pH nebo denaturačním 
činidlem (chaotropní látky), aby mohly 
být následně analyzovány. Elektroforéza 
a westernový přenos spojený s  imuno-
detekcí je nejčastěji používanou meto-
dou k detekci a kvantifi kaci známých in-

Summary
In order to maintain cellular homeostasis, cellular proteins coexist in complex and variable molecular assemblies. Therefore, understanding of 
major physiological processes at molecular level is based on analysis of protein-protein interaction networks. Firstly, composition of the molecu-
lar assembly has to be qualitatively analyzed. In the next step, quantitative bio chemical properties of the identifi ed protein-protein interactions 
are determined. Detailed information about the protein-protein interaction interface can be obtained by crystallographic methods. Accordingly, 
the insight into the molecular architecture of these protein-protein complexes allows us to rationally design new synthetic compounds that 
specifi cally infl uence various physiological or pathological processes by targeted modulation of protein interactions. This review is focused on 
description of the most used methods applied in both qualitative and quantitative analysis of protein-protein interactions. Co- immunoprecipi-
tation and affi  nity co- precipitation are basic methods designed for qualitative analysis of protein binding partners. Further bio chemical analysis 
of the interaction requires defi nition of kinetic and thermodynamic parameters. Surface plasmon resonance (SPR) is used for description of 
affi  nity and kinetic profi le of the interaction, fl uorescence polarization (FP) method for fast determination of inhibition potential of inhibitors and 
isothermal titration calorimetry (ITC) for defi nition of thermodynamic parameters of the interaction (ΔG, ΔH and ΔS). Besides the importance of 
uncovering the molecular basis of protein interactions for basic research, the same methodological approaches open new possibilities in rational 
design of novel therapeutic agents.

Key words
protein interaction networks –  co- immunoprecipitation –  pull- down analysis –  surface plasmon resonance –  fl uorescence polarization –  isother-
mal titration calorimetry 
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různých nízkomolekulárních ligandů 
(např. kofaktorů) po jejich kovalentní 
modifi kaci afi nitní značkou.

Cílem při charakterizaci PP a PL inter-
akcí je nejenom kvalitativní hledání in-
terakčních partnerů, ale i  porozumění 
strukturní podstatě interakce a kvantita-
tivní defi nování jejich kinetických a ter-
modynamických parametrů. Pro stu-
dium afi nity dvou interakčních partnerů 
a  kinetiky reakce je možné použít me-
todu rezonance povrchového plazmonu 
(surface plasmon resonance –  SPR), pro 

(obr.  1B). Různé typy afi nitních značek 
a  jejich interakčních partnerů jsou shr-
nuty v tab. 1. Na rozdíl od koimunopreci-
pitace, kde jsme schopni analyzovat stu-
dovaný protein in vivo v jeho přirozené 
endogenní koncentraci a stavu, metoda 
afi nitní koprecipitace vyžaduje pro stu-
dium PP interakcí klonování a přenos ci-
zorodé rekombinantní molekuly DNA do 
buněk za účelem exprese proteinu fúzo-
vaného s afi nitní značkou. Výhodou me-
tody afi nitní koprecipitace je ale mož-
nost identifi kovat i  interakční partnery 

teragujících proteinů. Pro hledání dosud 
neznámých interakčních partnerů lze vy-
užít metody hmotnostní spektrometrie.

Afinitní koprecipitace se od koimu-
noprecipitace liší pouze ve způsobu zá-
chytu proteinových komplexů na pev-
ném povrchu (např. agarózové matrici). 
Namísto systému protein A/ G  –  proti-
látka je analyzovaný protein vázán na 
povrch matrice prostřednictvím inter-
akce krátké fúzované sekvence, tzv. afi -
nitní značky, se specifi ckým ligandem 
imobilizovaným na povrchu matrice 

Obr. 1. Princip koimunoprecipitace (A) a afi nitní koprecipitace (B).

A. Protein X spolu s jeho interakčními partnery (proteiny Ya a Yb) je navázán na specifickou protilátku (Ab). Vzniklý imu-
nokomplex je ze směsi vychytán pomocí agarózových kuliček s imobilizovaným proteinem A, který rozeznává Fc frag-
ment protilátek. B. Komplex tří proteinů (X, Ya, Yb) je vychytán ze směsi pomocí silné interakce proteinu GST (fúzovaného 
s proteinem X) a glutationu (GSH) imobilizovaného na agarózových kuličkách.

Tab. 1. Různé systémy afi nitních značek a jejich interakčních partnerů využívané pro purifi kaci proteinů nebo studium protein-

-proteinových interakcí (afi nitní koprecipitaci).

afi nitní značka sekvence afi nitní značky imobilizovaný interakční partner

Peptidové 

značky

FLAG DYKDDDDK protilátka anti-FLAG

HA YPYDVPDYA protilátka anti-HA

oligoHis (6-10mer) HHHHHH(HHHH) chelát niklu nebo kobaltu

Myc EQKLISEEDL protilátka anti-Myc 

SBP MDEKTTGWRGGHVVEGLAGELEQLR
ARLEHHPQGQREP streptavidin

Avi GLNDIFEAQKIEWHE streptavidin

Strep WSHPQFEK streptavidin

V5 GKPIPNPLLGLDST protilátka anti-V5

Proteinové 

značky

GST (glutathione S-transferase) glutathion

MBP (manose-binding protein) amylóza
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taci a následné emisi zčásti depolarizo-
vaného světla  [11]. Depolarizace světla 
je způsobena enormní rotací fluoro-
foru v čase mezi excitací a emisí. Obecně 
platí, že stupeň polarizace fl uorescence 
je nepřímo úměrný rotaci fluoroforu 
v  roztoku  [12]. Při interakci dvou inter-
akčních partnerů, ze kterých je jeden 
označen fluoroforem, dochází v  dů-
sledku větší velikosti komplexu (V) ke 
zpomalení rotace fl uoroforu a následně 
ke zvýšení hodnoty polarizace emitova-
ného světla podle vztahu: 

                                           η V
hodnota polarizace  —— ,
                                               R T

kde η je viskozita, V  je velikost kom-
plexu s navázaným fl uoroforem, R je uni-
verzální plynová konstanta a T je abso-
lutní teplota. Kvantitativně je hodnota 
polarizace emitovaného světla získaná 
měřením intenzity emitovaného světla 
ve dvou na sebe kolmých rovinách a vy-
počítaná podle následující rovnice: 

                                              I – Ihodnota polarizace (P) =——— ,
                                                  I + I

kde I je intenzita emitovaného světla 
v rovině rovnoběžné s rovinou excitač-
ního světla a I je intenzita emitovaného 

molekuly je přítomen druhý interakční 
partner. Změna indexu lomu na povr-
chu čipu způsobená interakcí těchto 
dvou interakčních partnerů je zazname-
nána jako posun rezonančního úhlu vy-
jádřený v tzv. rezonančních jednotkách 
(resonance units –  RU). Kontinuální zá-
znam změny RU jako funkce času se na-
zývá sensorgram a na jeho průběhu lze 
sledovat asociační a disociační fázi inter-
akce (obr. 2B). Z průběhu asociační fáze 
lze vypočítat rychlostní konstantu aso-
ciace ka, naopak z  průběhu fáze diso-
ciační rychlostní konstantu disociace 
kd. Poměr kd/ka pak defi nuje rovnováž-
nou disociační konstantu KD. Metodou 
SPR je proto možné měřit afinitu  [7] 
i kinetiku interakce  [8] v  reálném čase. 
Ve speciálních případech byla tato 
metoda dokonce využita i  pro mě-
ření termodynamických parametrů 
interakce [9].

Fluorescenční polarizace (FP)

Předpokladem pro měření parametrů in-
terakce pomocí FP je označení jednoho 
z  interakčních partnerů fluorescenční 
značkou (fl uoroforem). Molekula fl uoro-
foru je ozářena lineárně polarizovaným 
světlem (obr. 3A), čímž dojde k její exci-

studium afi nity a inhibičního potenciálu 
inhibitorů metodu fl uorescenční pola-
rizace (FP) a  pro detailní popis afi nity 
a  termodynamických parametrů inter-
akce (ΔG, ΔH a ΔS) metodu izotermální 
titrační kalorimetrie (isothermal titration 
calorimetry –  ITC). 

Rezonance povrchového 

plazmonu (SPR)

Metoda rezonance povrchového plaz-
monu (surface plasmon resonance – 
SPR) je založena na optickém jevu rezo-
nance povrchového plazmonu (obr. 2A), 
což je oscilace hustoty náboje na roz-
hraní kovu a dielektrika [5]. Fotony po-
larizovaného světla mohou interagovat 
s volnými elektrony kovové vrstvy, které 
se následně mění na vlny povrchového 
plazmonu. Toto pohlcení záření vede 
k  redukci intenzity odraženého světla. 
Úhel, při kterém dochází k  maximální 
redukci intenzity odraženého světla, 
se označuje jako rezonanční nebo SPR 
úhel. Rezonanční úhel závisí na indexu 
lomu prostředí na povrchu čipu.

Při vlastním experimentu je jeden z in-
terakčních partnerů imobilizován na po-
vrchu čipu [6]. V roztoku proudícím kon-
stantní rychlostí kolem imobilizované 

Obr. 2. Princip metody rezonance povrchového plazmonu (A) a grafi cký výstup SPR experimentu, sensorgram (B). 

A. Jeden z interakčních partnerů je imobilizován na povrchu čipu a v roztoku proudícím kolem imobilizované molekuly je přítomen druhý 
interakční partner. Změna indexu lomu na povrchu čipu způsobená jejich vzájemnou interakcí je zaznamenána jako posun SPR úhlu. 
B. Výstup SPR experimentu zobrazuje vazbu interakčních partnerů na povrchu čipu. V prvním kroku (asociace) dochází k vazbě interakč-
ního partnera přítomného v roztoku na partnera imobilizovaného na povrchu čipu až do stavu saturace. Následná disociace je způso-
bená použitím reakčního pufru. Dochází k ustálení dynamické rovnováhy interakce závislé na afi nitě interakčních partnerů. Užitím rege-
neračního pufru ve třetím kroku je čip regenerován a připraven k dalšímu použití. Převzato ze semináře BIAcore® [10].
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inhibitoru. Z  hodnoty koncentrace in-
hibitoru v infl exním bodu titrační křivky 
lze odečíst hodnotu IC50, která odpo-
vídá koncentraci inhibitoru schopné in-
hibovat 50 % vazby daného ligandu na 
protein (obr. 3C). Hodnota IC50 závisí na 
koncentraci proteinu a fl uoroforem zna-
čeného ligandu použitého pro měření 
FP a taky na KD jejich interakce [17]. Proto 
není možné porovnat hodnoty IC50  pro 
stejný inhibitor získané při jiných experi-
mentálních podmínkách. Hodnota IC50 se 
tedy převádí na hodnotu inhibiční kon-
stanty Ki, kterou lze jednoznačně de-
finovat inhibiční potenciál inhibitoru 
nezávisle na podmínkách měření FP.

KD je interakční partner značený fl uorofo-
rem titrován vzrůstající koncentrací dru-
hého interakčního partnera. Z výsledné 
křivky se odečítá hodnota KD, která od-
povídá hodnotě koncentrace neznače-
ného interakčního partnera v  infl exním 
bodu titrační křivky (obr. 3B). Po defi no-
vání disociační konstanty interakce dvou 
interakčních partnerů je možné studo-
vat také zapojení třetího interakčního 
partnera (např. inhibitoru), který kompe-
tuje (soupeří) o  vazbu a  vytěsňuje jed-
noho z  interakčních partnerů. V  praxi 
se pak fl uo roforem značený ligand smí-
chá s  proteinem o  konstantní koncen-
traci a  titruje se vzrůstající koncentrací 

světla v rovině kolmé na rovinu excitač-
ního světla.

V praxi je možné metodu FP využít pro 
měření afinity dvou interakčních part-
nerů [14], nebo také inhibičního poten-
ciálu různých inhibitorů [15,16]. Na rozdíl 
od metody SPR umožňuje FP měřit inter-
akci bez nutnosti imobilizace, proto zís-
kaná hodnota KD je vypočítaná ze skuteč-
ných koncentrací interakčních partnerů 
v roztoku. Na druhé straně měření FP vy-
žaduje značení interakčního partnera 
molekulou fl uoroforu, která může ovliv-
nit hodnotu KD interakce. Měření FP větši-
nou probíhá na 96-  nebo 384- jamkových 
deskách. Při měření disociační konstanty 

Obr. 3. Princip metody fl uorescenční polarizace (A), měření interakce proteinu s ligandem (B) a inhibice interakce proteinu s ligan-

dem (C) metodou FP. 

A. Fluoroforem značený ligand (L) je ozářen lineárně polarizovaným světlem. V důsledku jeho vysoké rotace dochází k emisi depolarizo-
vaného světla a k naměření nízké hodnoty fl uorescenční polarizace. Interakce ligandu s větší molekulou (proteinem) způsobí zpomalení 
jeho rotace a emisi polarizovaného světla. Převzato z [13]. B. Titrace fl uoroforem značeného ligandu o konstantní koncentraci vzrůstající 
koncentrací proteinu. C. Měření IC50 inhibitoru protein-ligandové interakce. Směs proteinu a fl uoroforem značeného ligandu byla titro-
vána vzrůstající koncentrací inhibitoru. 
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lost entalpie na molárním poměru mezi 
interakčními partnery (obr. 4C). Z grafu 
na obr.  4C je možné přímo určit hod-
notu asociační konstanty (KA), entalpie 
(ΔH) a stechiometrii interakce (n). Pokud 
během interakce nedochází k jiným en-
talpickým změnám, lze celkovou změnu 
volné energie interakce (ΔG) a  entro-
pický příspěvek interakce (– TΔS) vyjádřit 
pomocí následujícího vztahu:

ΔG = ΔH –  TΔS = –  RT lnKA ,

kde T je absolutní teplota a R je univer-
zální plynová konstanta.

Závěr

Problematika protein-proteinových 
a protein-ligandových interakcí se v po-

fi novat tak kompletní termodynamický 
profi l interakce bez nutnosti značení. 

Kalorimetry používané pro analýzu 
bio molekul obsahují dvě identické cely, 
v jedné probíhá interakce (vzorková cela) 
a druhá slouží jako referenční cela [22]. 
Obě cely jsou umístěny v adiabatickém 
plášti a temperovány na stejnou teplotu 
(obr. 4A). Zkoumaná molekula je pomocí 
injektoru postupně dávkována do cely 
se vzorkem za současného měření tepel-
ného rozdílu oproti referenční cele. 

V případě, že pozorovaná reakce je 
exotermická (teplo se uvolňuje), bude 
potřebné dodat vzorkové cele méně 
tepla k udržení tepelné rovnováhy s re-
ferenční celou. Tato změna tepla je mě-
řena a zaznamenána v grafu jako funkce 
času (obr. 4B) a po integraci jako závis-

Propočet IC50  na Ki řeší různé formy 
Cheng- Prusoff ove rovnice [18,19]. V sou-
časné době je možné pro propočet pou-
žít ně kte rou z aplikací volně dostupných 
na internetu [20].

Izotermální titrační 

kalorimetrie (ITC)

Izotermální titrační kalorimetrie (iso-
thermal titration calorimetry – ITC) patří 
mezi metody pro měření termodyna-
mických parametrů interakce dvou in-
terakčních partnerů. Tato metoda vy-
chází z pozorování, že při interakci dvou 
látek dochází k absorpci nebo k uvolnění 
tepla [21]. Měřením tohoto tepla je pak 
možné přesně určit vazebnou konstantu 
(KD), stechiometrii interakce (n), entalpii 
(ΔH) a entropický příspěvek (– TΔS) a de-

Obr. 4. Schematické znázornění přístroje MicroCal® (A).

Teplo uvolněné při interakci dvou interakčních partnerů je zaznamenáno jako funkce času (B) a po integraci jako závislost entalpie na 
molárním poměru interakčních partnerů (C). Z výsledního grafu je možné přímo defi novat hodnoty změny entalpie, asociační konstantu 
i stechiometrii interakce. Převzato z manuálu GE Healthcare [23].
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často prvním krokem při hledání mož-
ných inhibitorů potenciálního terapeu-
tického cíle (často proteinu). Experi-
mentální a teoretické přístupy ke studiu 
mezimolekulárních interakcí jdou v sou-
časnosti ruku v ruce a společně napomá-
hají k porozumění fungování organizmu 
i buňky jako takové. 
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slední době těší stále většímu zájmu 
vědeckých skupin z  nejrůznějších vě-
deckých oborů od informatiky až po far-
makologii. K  důkladnému porozumění 
fungování organizmu jako celku i buněk 
samotných je totiž popis mezimoleku-
lárních interakcí naprosto klíčový. V sou-
časnosti představují nízkomolekulární 
inhibitory PP a  PL interakcí nejčastější 
strategii v  boji proti nejrůznějším cho-
robám. Tato práce byla proto věnována 
metodám, kterými je možno problema-
tiku PP a PL interakcí studovat. K hledání 
interakčních partnerů je možné použít 
metody koimunoprecipitace nebo afi -
nitní koprecipitace, ke studiu kinetiky 
interakce metodu SPR, ke studiu inhi-
bičního potenciálu inhibitorů metodu 
FP a k popisu termodynamických para-
metrů metodu ITC. Dalším krokem stu-
dia PP a  PL interakcí je přímý náhled 
do atomární struktury (např. metodami 
rentgenové difrakce nebo NMR spektro-
skopie). Poznání atomární podstaty in-
terakce nám dává možnost porozumět 
této interakci na úrovni fyzikálních sil, 
které jsou za interakci odpovědné a pře-
nést tak studium interakcí z úrovně ex-
perimentální do úrovně teoretické. Toho 
se pak využívá při sestavování algo-
ritmů pro simulační programy v oboru 
počítačového modelování, které za-
žívá v  posledních letech nevídaný roz-
voj. Virtuální screening knihovny něko-
lika miliónů nízkomolekulárních látek je 
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Detection of Protein-protein Interactions by FRET and BRET 
Methods 

Matoulková E., Vojtěšek B.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
Studium protein-proteinových interakcí in vivo se v současné době dostává do popředí zájmu –  
umožňuje prokázat nebo upřesnit již známé protein-proteinové interakce a odhalit jejich in-
hibitory, zachytit konformační změny proteinů, objasnit nebo upřesnit signální kaskády v živé 
buňce s  minimálním ovlivněním jejího buněčného prostředí. Jedním z  možných přístupů 
umožňujících tuto charakteristiku jsou metody využívající rezonančního přenosu energie –  
fl uorescenční (FRET) a jeho pozdější modifi kace bio luminiscenční (BRET). Tyto metody jsou 
založeny na zviditelnění proteinových interakcí pomocí excitace fl uorescenčních proteinů, ať 
už světelně nebo enzymaticky. Tyto přístupy umožňují nejen lokalizovat proteiny v buňce nebo 
jejich organelách (případně i v malých živočiších), ale i kvantifi kovat intenzitu fl uorescenčního 
nebo luminiscenčního signálu a odhalit pevnost vazby mezi interakčními partnery. V tomto pří-
spěvku je objasněn princip metod FRET a BRET, jejich konkrétní aplikace při studiu protein-pro-
teinových interakcí a  jsou popsány dosavadní poznatky získané s  využitím těchto metod 
a upřesňující ně kte ré molekulární a buněčné mechanizmy a signalizace související s nádorovou 
bio logií.

Klíčová slova
FRET –  BRET –  zobrazovací metody –  protein-proteinové interakce in vivo

Summary
Nowadays, in vivo protein-protein interaction studies have become preferable detecting meth-
ods that enable to show or specify (already known) protein interactions and discover their 
inhibitors. They also facilitate detection of protein conformational changes and discovery or 
specifi cation of signaling pathways in living cells. One group of in vivo methods enabling these 
fi ndings is based on fl uorescent resonance energy transfer (FRET) and its bio luminescent mo-
difi cation (BRET). They are based on visualization of protein-protein interactions via light or 
enzymatic excitation of fl uorescent or bio luminescent proteins. These methods allow not only 
protein localization within the cell or its organelles (or small animals) but they also allow us to 
quantify fl uorescent signals and to discover weak or strong interaction partners. In this review, 
we explain the principles of FRET and BRET, their applications in the characterization of pro-
tein-protein interactions and we describe several fi ndings using these two methods that clarify 
molecular and cellular mechanisms and signals related to cancer bio logy.

Key words
FRET –  BRET –  imaging methods –  protein-protein interaction in vivo
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Úvod

Od objevení primární struktury zeleného 
fluorescenčního proteinu (green fluo-
rescent protein  –  GFP) v  roce 1992  [1] 
se v posledních 20 letech fl uorescenční 
proteiny a jejich různorodé aplikace stá-
vají nepostradatelnými při zkoumání 
a popisování molekulárních buněčných 
dějů, buněčné fyziologie, buněčných in-
terakcí a  signalizací v  živých buňkách 
a v malých organizmech. Významný po-
tenciál fl uorescenčních proteinů ve srov-
nání s  fluorescenčními značkami tkví 
v jejich snadné manipulovatelnosti me-
todami genového inženýrství, která 
umožňuje jejich snadnou a stabilní ex-
presi v buňkách a organizmech (příprava 
stabilních buněčných linií i transgenních 
organizmů)  [2,3]. Fluorescenční pro-
teiny je možné konjugovat nebo fúzo-
vat s nejrůznějšími bio molekulami a  je 
tak možné studovat různé typy vazeb –  
od protein-proteinových interakcí (an-
tigen- protilátka, ligand- receptor), přes 
DNA nebo RNA hybridizaci až po vazby 
proteinu s DNA anebo RNA [4]. Právě ex-

prese fl uorescenčních proteinů samot-
nou buňkou umožňuje sledovat jed-
notlivé interakce v intaktním buněčném 
prostředí a reálně tak hodnotit celkový 
vliv chemických sloučenin (např. léčiv) 
na živou buňku či organizmus. V součas-
nosti je tento „in vivo“ trend stále častěji 
využíván farmaceutickými firmami při 
charakterizaci nových sloučenin s  po-
tenciálním terapeutickým účinkem.

Fluorescenční (Försterův) 

rezonanční přenos energie

Základní a  poprvé popsanou metodou 
využívající fluorescenční proteiny v  ži-
vých buňkách je fluorescenční (Förs-
terův) rezonanční přenos energie 
(fluorescence resonance energy trans-
fer –  FRET) (obr. 1A). Metoda je založena 
na přenosu energie mezi dvěma souse-
dícími fl uorescenčními molekulami (fl uo-
rofory)  –  z  donoru na akceptor. Fluo-
rofory se liší rozmezím vlnových délek 
svých emisních a  excitačních spekter. 
Po excitaci donorové molekuly (exter-
ním zdrojem monochromatického světla 

o příslušné vlnové délce) dochází k emisi 
světla o vlnové délce charakteristické pro 
daný fl uorofor. Takto uvolněná energie 
ve formě světla je zachycena akceptoro-
vou molekulou a dochází tak k její exci-
taci a následně i k emisi světla o vlnové 
délce charakteristické pro akceptorovou 
molekulu. Světlo emitované akceptorem 
je fi nálně zachyceno a  jeho intenzita je 
měřena detektorem, případně jej lze po-
zorovat mikroskopicky za využití přísluš-
ného světelného fi ltru [5].

Pro přenos energie mezi dvěma fl uo-
rofory je vždy nezbytné dodržet dvě 
základní podmínky – donor a  akcep-
tor musí být v  dostatečné vzdálenosti 
(1– 10  nm) a  musí docházet k  částeč-
nému překryvu emisního (donorového) 
a  excitačního (akceptorového) spektra 
(nejméně z 30 %) [6]. Vzájemná využitel-
nost a  kombinovatelnost jednotlivých 
fl uoroforů je tedy vzhledem k jejich roz-
dílným emisním a excitačním spektrům 
omezená. Nejčastěji využívané donorové 
a  akceptorové dvojice fl uorescenčních 
molekul jsou: 1. modrý fluorescenční 

Obr. 1. Znázornění mechanizmu rezonančního přenosu energie (proteinů v interakci a bez interakce). 
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c- Raf do plazmatické membrány a ved-
lejší aktivaci c- Raf po stimulaci EGF nebo 
zvyšující se fosforylaci CrkII (člen rodiny 
Crk) po stimulaci EGF [5]. S využitím bio-
senzorů byla rovněž potvrzena interakce 
estrogenového receptoru α a transkrip-
čního faktoru Sp1 v živých buňkách. In-
terakce ERα/ Sp1 byla prokázána při regu-
laci řady genů asociovaných s buněčnou 
proliferací a buněčným cyklem [8].

První klinicky využitelný geneticky 
kódovaný bio senzor byl vyvinut a vyu-
žit pro detekci kinázové aktivity Bcr- Abl 
a s ní související citlivostí k  terapeutic-
kým inhibitorům u pacientů s chronic-
kou myeloidní leukemií. Aktivita Bcr- Abl 
byla sledována na základě zviditelnění 
fosforylace CrkL (nejcharakterističtěj-
šího substrátu Bcr- Abl) přímo v izolova-
ných BMC a  PBMC buňkách z  krve pa-
cientů s CML. Tyto navržené bio senzory 
jsou schopné rozlišit již malé populace 
buněk rezistentních k terapeutickým in-
hibitorům, a predikovat tak citlivost pa-
cientů k terapii [9].

Nevýhodou FRET je znesnadnění in-
terpretace výsledků vlivem vzájemné 
excitace akceptorových fl uoroforů a sa-
motným monochromatickým světlem 
excitujícím donorový fl uorofor. Dále do-
chází k  rychlému slábnutí signálu do-

Nejsou však vhodné pro rutinní využití, 
protože měření a kvantifi kace FRET- sig-
nálu vyžaduje citlivou a rychlou detekci 
fluorescenčního signálu, který rychle 
ztrácí svou intenzitu. Nadto dochází ke 
vzájemné excitaci akceptorových mo-
lekul fl uoroforu, a tím vytváření falešně 
pozitivního signálu [6].

Druhým typem bio senzorů jsou in-
tramolekulární bio senzory tvořené jed-
nou molekulou sestávající z akceptoro-
vého a donorového fl uoroforu navzájem 
propojených linkerem a  konjugova-
ných s příslušnou vazebnou nebo sen-
zorovou doménou (obr. 2B). Využití to-
hoto typu slouží ke snazší kvantifi kaci 
v živých systémech než v případě inter-
molekulárních bio senzorů. Na druhou 
stranu je obtížnější a zdlouhavější jejich 
navržení, příprava a následná evaluace 
systému [5].

Doposud bylo vyvinuto množství in-
tramolekulárních bio senzorů sledují-
cích koncentraci iontů v  buňce, sacha-
ridy, fosfolipidy, aktivitu proteinkináz 
nebo GTPas a další. Byly také navrženy 
a  vytvořeny bio senzory sledující akti-
vitu onkoproteinů, např. zvýšenou ak-
tivitu Ras v  lamelipodiích po stimulaci 
epidermálním růstovým faktorem (epi-
dermal growth factor –  EGF), začlenění 

protein (cyan fl uorescent protein –  CFP) 
a  žlutý fluorescenční protein (yellow 
fl uo rescent protein –  YFP), 2. FITC a rho-
damin, 3. CFP a  červený fl uorescenční 
protein DsRed, 4. modrý fl uorescenční 
protein (blue fl uorescent protein –  BFP) 
a  GFP, 5. Alexa488  a  Cyanin 3  (Cy3), 
6. GFP (nebo YFP) a DsRed, 7. Cy3 a Cy-
anin 5 (Cy5), 8. Alexa488 a Alexa555 [4].

Metodami genového inženýrství je 
možné jednotlivé fl uorofory konjugovat 
s cílovými proteiny (případně s konkrét-
ními vazebnými doménami) a navrhnout 
i vytvořit tzv. bio senzory umožňující stu-
dovat jednotlivé interakce a  vazebné 
schopnosti těchto proteinů. Rozlišují se 
bio senzory dvojího typu: 1. intermole-
kulární (bimolekulární) a 2. intramoleku-
lární (unimolekulární) [7].

Intermolekulární bio senzory jsou tvo-
řeny dvěma molekulami  –  donorovou 
a  akceptorovou molekulou, které jsou 
spojeny s vazebnou (donorovou) nebo 
senzorovou (akceptorovou) doménou 
(případně proteiny) (obr. 2A). Jsou využí-
vány především při studiu a detekci pro-
tein-proteinových interakcí v buňkách. 
Jejich výhodou je snadná příprava po-
mocí dvou plazmidů exprimujících pro-
teiny fúzované s fl uorofory, jejichž inten-
zita signálu je zachytitelná detektorem. 

Obr. 2. Dva typy biosenzorů: intermolekulární (A) a itramolekulární (B) a schéma jejich přenosu energie.
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hoda BRET3  je nižší buněčná autofl uo-
rescence a trvalejší světelná emise svět-
luščí luciferázy ve srovnání s Rluc. To je 
ovšem limitováno extrémně nízkými 
emisními signály a podstatným překry-
tím donorového a akceptorového emis-
ního maxima.

Nejnověji popsaná a  v  praxi vyzkou-
šená modifi kace je tzv. QD- BRET [19,20], 
využívající jako akceptorovou mole-
kulu tzv. quantum dots. Quantum dots 
jsou polovodičové nanokrystaly exci-
tovatelné v  příslušných vlnových dél-
kách. Vlnová délka jimi emitovaného 
světla pak závisí na jejich průměru a jsou 
tak schopny pokrýt emisní spektrum 
od modré až po infračervenou oblast. 
Nevýhoda této varianty je ovšem veli-
kost nanokrystalů (1,5– 6 nm) a  fakt, že 
k  fúzi sledované molekuly (proteinu) 
s nanokrystaly nemůže dojít geneticky –  
nanokrystaly nejsou geneticky kódo-
vané, a tak nemohou být produkovány 
v  živých buňkách. Lze je ovšem využít 
pro značení cílových molekul při in vitro 
dia gnostice. Velká výhoda této metody 
je bezesporu jasná separace donorových 
a akceptorových emisních spekter [12].

V dnešní době je BRET považována za 
jednu z  nejuniverzálnějších metod pro 
studium protein-proteinových interakcí 
v  živých buňkách. Abnormální funkce 
(hyperaktivace nebo inhibice) proteinů 
je často pozorována u různých závažných 
onemocnění (např. nádorová nebo neu-
rodegenerativní onemocnění). Řada stu-
dií tuto metodu využívá: 1. pro screening 
nových receptorových ligandů a  jejich 
vliv na aktivitu receptoru; 2. pro sledování 
aktivity enzymů –  proteázové, kinázové; 

k emisi světla akceptorem. Tak je možné 
detekovat interakce mezi různými nebo 
i stejnými proteiny či strukturní a konfor-
mační změny proteinu [12].

Metoda BRET byla poprvé popsána 
v  roce 1999  [15] a od té doby bylo vy-
vinuto několik jejích variant využívají-
cích různé substráty a  kombinace do-
noru a akceptoru. Jednotlivé modifi kace 
jsou označovány jako BRET1, BRET2, 
BRET3 (v pořadí podle popisu a charak-
terizace) a nejnovější QD- BRET (tab. 1).

Původní popsaná varianta je označo-
vána jako BRET1 [15]. Donorovou mole-
kulou je luciferáza Rluc (pocházející ze 
žahavce renila fi alová), substrátem pak 
coelenterazine h (CLZ- h) a  jako akcep-
torová molekula je YFP nebo jeho va-
rianty (topaz, citrine, venus, YPet)  [12]. 
Později byla metoda pozměněna do po-
doby BRET2 [2], u které se místo CLZ- h 
využívá jeho analog CLZ- 400a nebo 
DeepBlueC a  v  ně kte rých případech 
se používá mutovaná varianta Rluc  –  
Rluc8. Jako akceptor jsou využívány va-
rianty GFP (GFP2 nebo GFP10). Výhoda 
BRET2 oproti BRET1 je větší vzdálenost 
emisních rozmezí donorové a akcepto-
rové molekuly, ovšem DeepBlueC jako 
substrát má asi 100– 300krát sníženou 
excitační schopnost (což je možné čás-
tečně nahradit mutantem Rluc8, který 
má přibližně 30krát zvýšenou emisní 
aktivitu).

Další varianta BRET je BRET3 využíva-
jící substrát D- luciferin (D- Luc). Dono-
rovou molekulou je světluščí luciferáza 
(luc) nebo Rluc8  a  akceptorovými mo-
lekulami pak DsRed, Cy3, Cy3.5  nebo 
mOrange  [16– 18]. Předpokládaná vý-

noru a k buněčné auto fl uorescenci způ-
sobené přítomností buněčných organel 
(mitochondrií a lysozomů) [4,10– 12]. 

Bioluminiscenční rezonanční 

přenos energie

Bioluminiscenční rezonanční přenos 
energie (bio luminescence resonance 
energy transfer  –  BRET) je modifikací 
metody FRET (obr.  1B). BRET je oproti 
předchozí metodě zahájen enzymatic-
kou reakcí katalyzovanou donorovou 
molekulou. To vede k až 10násobnému 
snížení nežádoucího měřeného signálu 
pozadí a tím umožňuje detekci až 40krát 
menšího množství proteinu při dosa-
žení stejné intenzity signálu  [13]. Jako 
donorová molekula není využíván fl uo-
rofor, a není tedy potřeba k aktivaci pře-
nosu externí zdroj monochromatického 
světla. U BRET je donorovou molekulou 
enzym, který konvertuje specifi cký sub-
strát a přitom uvolňuje světelnou ener-
gii, excitující vhodnou akceptorovou 
fluo rescenční molekulu. Ta následně, 
stejně jako u FRET, emituje světlo o pa-
třičné vlnové délce a to je fi nálně zachy-
ceno detektorem [14].

Podmínky pro přenos energie jsou 
podobné jako u FRET –  molekuly musí 
být v dostatečné vzdálenosti (méně než 
10 nm) a emisní spektrum donoru a ex-
citační spektrum akceptoru se musí pře-
krývat. Pokud k interakci mezi sledova-
nými (fúzovanými proteiny s  donorem 
a  akceptorem) molekulami nedochází, 
je zachycováno pouze světlo vznikající 
při transformaci substrátu. Interagují-li 
fúzované proteiny, dojde k  přenosu 
energie z donoru na akceptor a následně 

Tab. 1. Přehled různých variant BRET a jejich nejčastějších donorových a akceptorových fl uoroforů [2,16−20].

Metoda Donor Substrát Donor

λ
emise 

[nm]

Akceptor Akceptor 

λ
excitace/emise 

[nm]

BRET1 Rluc CLZ-h 480 YFP 514/530

BRET2 Rluc
Rluc8

CLZ-400a
DeepBlueC

480
395 GFP 400/510

BRET3 luc 
Rluc8

D-Luc
CLZ

565
480

DsRed
Cy3, Cy3.5
mOrange

558/583
550/570
548/564

QD-BRET Rluc
Rluc8 CLZ 480 Qdot 605/655
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3. pro sledování a identifi kace protein-pro-
teinových interakcí a  jejich inhibitorů 
nebo 4. pro popsání signálních buněč-
ných drah  [12,21– 23]. Slouží tak přede-
vším k identifi kaci bio aktivních sloučenin 
ovlivňujících buněčné vlastnosti. 

Závěr

Metoda FRET a její modifi kace BRET jsou 
v současné době intenzivně se rozvíje-
jící metody a spolu s technickým pokro-
kem v oblastech mikroskopického zob-
razování a vysoce citlivé i přesné detekce 
světelného záření o  různých vlnových 
délkách umožňují sledovat protein-pro-
teinové interakce a konformační změny 
proteinů v živých buňkách nebo malých 
organizmech prostorově a  v  reálném 
čase s minimálním zásahem do buněč-
ného prostředí [3]. Vzhledem k nutnosti 
genového inženýrství při přípravě jed-
notlivých FRET-  nebo BRET- bio senzorů 
a  při přípravě FRET-  nebo BRET- fl uoro-
forů fúzovaných se sledovanými pro-
teiny je využití těchto metod v klinické 
praxi prozatím obtížné, i když první kli-
nická aplikace již byla publikována  [9]. 
Nicméně tyto přístupy studia proteino-
vých interakcí in vivo začínají být hojněji 
využívány při sledování, testování a ově-
řování vlivu různých doposud necharak-
terizovaných chemických látek a  slou-
čenin a jejich inhibitorů na buňku nebo 
živý organizmus (myši). Stejně tak začí-
nají být tyto metody uplatňovány při sle-
dování účinku potenciálních léčiv vy-
užitelných nejen ve farmaceutickém 
průmyslu [24].
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Detekce proteinů, proteinových interakcí 

a modifi kací s využitím „proximity ligation 

assay“ in situ

In Situ Proximity Ligation Assay for Detection of Proteins, 
Th eir Interactions and Modifi cations

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

Souhrn
Pro správné pochopení fyziologických procesů v  buňce a  případně jejich odchylek jsou 
molekulárně-bio logické analýzy nezbytným nástrojem využívaným v bio medicínském výzkumu 
a také v klinické dia gnostice. Existuje množství technik, které umožňují určit lokalizaci studova-
ných proteinů a jejich interakční aktivitu. Tyto přístupy využívají především interakce specifi cky 
se vážících molekul s cílovými proteiny (protilátky) nebo synteticky připravené rekombinantní 
proteiny (GFP fúzní protein; metody fl uorescenčního/ bio luminiscenčního rezonančního přenosu 
energie). „Proximity ligation assay“ (PLA) in situ představuje novou techniku zobrazující proteiny 
na úrovni jednotlivých buněk a tkání s využitím reportérové molekuly DNA a DNA modifi kujících 
procesů. Tato metoda umožňuje přímou vizualizaci proteinů, jejich hladiny, modifi kace a inter-
akce v jednotlivých fi xovaných buňkách a tkáních. Sondy jsou tvořeny specifi ckými protilátkami 
s navázaným oligonukleotidem, který slouží jako reportérová molekula. Pokud dojde k navá-
zání sond v těsné blízkosti, následuje vznik kružnicové DNA, jež slouží jako templát pro ampli-
fi kaci otáčivou kružnicí. Amplifi kační reakce umožňuje vizualizaci sledované interakce. Ve srov-
nání s dostupnými molekulárně-bio logickými metodami vycházejícími z genového inženýrství, 
PLA in situ umožňuje studovat endogenní proteiny v jejich přirozených podmínkách, a může být 
tudíž použita pro studium klinického materiálu. PLA in situ je využitelná v jakékoliv výzkumné 
oblasti zaměřené na studium proteinových interakcí, jako je studium buněčných signálních drah, 
identifi kace cílů farmakologicky účinných látek či v onkologické dia gnostice.

Klíčová slova
in situ PLA –  proteinové interakce –  metody detekce proteinů –  „proximity ligation“

Summary
To understand cellular processes and events responsible for their perturbations, proteomic analy-
ses are needed in bio medical research and clinical dia gnostics. Several techniques based on speci-
fi cally binding reagents (antibodies) or recombinant proteins (GFP fusion protein, methods of fl uo-
rescence/ bio luminescence resonance energy transfer) are generally used to study protein location 
and activity resulting from secondary modifi cations and interactions. The in situ proximity ligation 
assay represents a novel technique of in situ protein imaging using DNA as a reporter molecule and 
DNA amplifi cation processes. This method enables direct visualization of single molecules, their levels, 
modifi cations and pattern of interactions in individual fi xed cells and tissues. Proximity probes consist 
of specifi c antibody with attached oligonucleotides that are used as reporter molecules for identifi -
cation of such events. Proximity probes guide the formation of a circular DNA strand when bound in 
close proximity. The DNA circle after that serves as a template for rolling- circle amplifi cation allowing 
the interaction to be visualized. Compared to available proteomic techniques benefi ting from genetic 
engineering, in situ PLA enables study of endogenous proteins in their natural environment and thus 
can be used for clinical specimens. The areas of applicability where proximity ligation procedure can be 
used include any research fi eld where protein interaction measurements are important, such as signal-
ing pathway studies, monitoring of pharmacological treatment targets and oncological dia gnostics.
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in situ PLA –  protein interaction –  protein detection methods –  proximity ligation
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Úvod

Proteiny jsou bio makromolekuly, které 
v  buňkách zprostředkovávají velké 
množství funkcí včetně enzymatic-
kých reakcí, transportu, buněčné signa-
lizace, replikace a dalších. K zajištění fy-
ziologických podmínek potřebných pro 
správnou funkci proteinu je mimo jiné 
nezbytná jeho správná subcelulární lo-
kalizace. Ta určuje jeho aktivitu prostřed-
nictvím vazeb s  interakčními partnery 
a post-translačních modifi kací a umož-
ňuje tak proteinům zapojit se do funkč-
ních bio logických drah  [1]. Zjednodu-
šeně řečeno, pokud je správné množství 
proteinu ve správný čas na správném 
místě, dochází v  rámci buňky k  fyzio-
logickému transportu materiálu a  in-
formací. Nevhodná lokalizace proteinu 
vede k  jeho inaktivaci nebo naopak ke 
škodlivé aktivaci na nevhodném místě, 
což přispívá ke vzniku mnoha onemoc-
nění. Mezi onemocnění, jejichž etiologie 
zahrnuje aberantní lokalizace proteinů 
patří metabolické poruchy, neurodege-
nerativní, kardiovaskulární a  nádorová 
onemocnění [1].

Je známo, že k tumorigenezi přispívá 
mimo jiné z  nevhodné lokalizace ply-
noucí změna v  proteinovém interak-
tomu (soubor interagujících proteinů) 
a  změna post-translačních modifikací 
proteinů. Pro správnou funkci nádoro-
vých supresorů je podstatná jejich ja-
derná lokalizace, a proto jejich translo-
kace do cytoplazmy může představovat 
jeden z aktivačních mechanizmů, který 

vede k  nekontrolované proliferaci 
buněk  [2]. Například cytoplazmatická 
lokalizace proteinu FOXO3a předsta-
vuje horší prognózu u pacientek s karci-
nomem mléčné žlázy a naopak jaderná 
lokalizace zmiňovaného proteinu kore-
luje se zvýšenou senzitivitou k radiační 
terapii [3,4]. Podobně inhibitory buněč-
ného cyklu jako p21WAF1 a p27 se vli-
vem nevhodné lokalizace mimo jádro 
stávají tumorigenní. Cytoplazmatický 
p21WAF1  představuje marker nega-
tivní prognózy u HER2 pozitivního kar-
cinomu mléčné žlázy  [5]. Cytoplazma-
tická lokalizace p21WAF1  je markerem 
rezistence k  léčbě cisplatinou u  karci-
nomu vaječníku  [6]. Podobným příkla-
dem může být protein p27, jehož mimo-
jaderná lokalizace představuje negativní 
prognostický faktor u  mnoha nádoro-
vých onemocnění včetně karcinomu 
mléčné žlázy [7], hepatocelulárního kar-
cinomu  [8], karcinomu vaječníků  [9] 
a karcinomu tlustého střeva [10]. Vedle 
nádorových supresorů mohou být také 
ve směru do jádra translokovány mem-
bránové receptory tyrozinkináz. Napří-
klad jaderná lokalizace receptoru pro 
epidermální růstový faktor (EGFR) je aso-
ciována s rezistencí tumorů k léčbě ce-
tuximabem a cisplatinou u řady nádoro-
vých onemocnění [11,12]. 

Metody používané pro detekci kon-
krétního proteinu, jejich post-translačně 
modifi kované formy nebo proteinových 
interakcí využívají k  označení cílového 
proteinu převážně vazby se specifi ckou 

protilátkou nebo zavedení značky do cí-
lového proteinu [13]. První přístup zahr-
nuje metody, jako je westernový přenos 
spojený s  imunodetekcí, sandwichová 
ELISA (enzyme-linked immunosorbent 
assay), ko- imunoprecipitace s následnou 
identifi kací pomocí hmotnostní spektro-
metrie a imunohistochemie. Metody pří-
mého značení proteinu jsou založeny na 
principu syntézy fúzního proteinu s re-
portérovou molekulou, jako je např. GFP 
(green fluorescent protein) nebo luci-
feráza, které umožňují detekci cílového 
proteinu přímo ve vzorku. Mezi tyto me-
tody patří metody FRET (fluorescence 
resonance energy transfer), BRET (bio-
luminiscence resonance energy trans-
fer)  [14]. Tyto metody, při nichž jsou 
buňky modifi kovány genetickými kon-
strukty, jsou vynikající nástroj pro stu-
dium funkcí proteinů, avšak jsou zcela 
nepoužitelné v případě studií provádě-
ných na klinickém materiálu nebo v dia-
gnostice. „Proximity ligation assay“ (PLA) 
in situ, která je předmětem tohoto pře-
hledového článku, představuje techniku 
kombinující vazbu specifi cké protilátky 
s  reportérovým systémem a  umožňu-
jící tak přímo sledovat interakce endo-
genních proteinů na úrovni jednotlivých 
buněk a tkání.

„Proximity ligation assay“

PLA představuje metodu navrženou 
pro detekci proteinů, proteinových 
komplexů a  post-translačních modifi-
kací s  využitím specifi ckých protilátek, 
které na sobě nesou navázané krátké 
DNA vlákno s funkcí reportérové mole-
kuly [15,16]. V případě navázání dvojice 
sond na cílové epitopy, které se nachází 
v těsné blízkosti v řádu desítek nanome-
trů, mohou oligonukleotidy hybridizo-
vat s komplementárním DNA vláknem. 
Následnou ligací dochází k přemostění 
mezi oběma sondami a vzniká tak am-
plifikovatelná reportérová DNA. Ta je 
markerem vazby PLA sond v těsné blíz-
kosti a  může být kvantifi kována meto-
dou PCR. Množství signálu poskytnu-
tého DNA reportérem odráží původní 
koncentraci cílových proteinů ve sledo-
vaných vzorcích. Výhodou této metody 
je vznik reportérové molekuly pouze za 
předpokladu dvojí vazby PLA sond, čímž 
je snížen vznik nespecifi ckých signálů Obr. 1. Schematické znázornění principu PLA technik v kapalné (A) a pevné (B) fázi.
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in situ techniku lze využít pro detekci ja-
kýchkoliv molekul nebo komplexů, proti 
nimž je možné připravit specifi ckou proti-
látku. PLA sondou tak může být primární 
protilátka konjugovaná s  oligonukleo-
tidem, která přímo interaguje s cílovým 
proteinem (obr.  2A, B), nebo konjugo-
vaná sekundární protilátka (komerčně 
dostupné sondy), která interaguje s pri-
mární protilátkou již navázanou k cílové 
molekule  [18,19] (obr.  2C). Alternativně 
lze vedle klasických protilátek konjugo-
vaných s  oligonukleotidy použít i  jiné 
specifi cky se vážící molekuly, jako jsou re-
kombinantní afi nitní proteiny „DARPins“ 
(uměle připravené proteiny napodobující 
funkci protilátek) a DNA aptamery (uměle 
připravené oligonukleotidy specifi cky vá-
žící cílovou molekulu) [13,15,20– 22].

Aby bylo dosaženo signálu v  místě 
reálného výskytu sledované mole-

množství vzorků. Vysoká citlivost v řádu 
femtomolů umožňuje detekci proteinů 
i při objemu vzorku pouze 1 μl [16]. PLA 
v  pevné fázi má podobný princip jako 
klasická sandwichová ELISA, neboť k de-
tekci proteinů využívá protilátky navá-
zané na pevnou fázi (mikrotitrační des-
tička) (obr.  1B). Detekce navázaného 
proteinu probíhá pomocí dvou PLA 
sond, které vedou ke vzniku reportéro-
vého DNA vlákna. Detekce a kvantifi kace 
reportérové DNA probíhá analogicky 
jako v případě PLA v kapalné fázi. Toto 
provedení PLA je značně citlivé, protože 
pro vznik signálu vyžaduje vazbu celkem 
tří specifi ckých protilátek [17].

„Proximity ligation assay“ in situ 

PLA in situ je varianta PLA techniky, která 
umožňuje studovat endogenní proteiny 
ve tkáních a buněčných kulturách. Tuto 

a amplifi kována tak může být pouze li-
govaná DNA [13].

PLA technologie má několik modifi -
kací vycházejících z charakteru studova-
ného materiálu: PLA v kapalné fázi (solu-
tion phase PLA), PLA v pevné fázi (solid 
phase PLA) a PLA in situ.

PLA v  kapalné fázi představuje pů-
vodní variantu „proximity ligation“ tech-
niky, která pro detekci sledovaného ana-
lytu využívá identifi kaci cílové molekuly 
pomocí rozpoznání dvou nebo více epi-
topů pomocí specifických PLA sond 
(obr. 1A) [16]. V případě navázání obou 
sond v  těsné blízkosti vzniká reporté-
rová DNA, jež je amplifi kována a kvantifi -
kována metodou kvantitativní PCR nebo 
sekvencováním nové generace [17]. Tato 
metoda nevyžaduje promývací kroky 
a  je vzhledem ke své nenáročnosti na 
provedení vhodná pro analýzu velkého 

Obr. 2. Schéma detekce dimerního proteinového komplexu, post-translační modifi kace proteinu a samotného proteinu metodou 

PLA in situ s využitím amplifi kace otáčivou kružnicí (RCA) za vzniku amplifi kačního produktu. 

A. PLA sondy se váží k dvěma interagujícím proteinům s následnou hybridizací cirkularizačních oligonukleotidů a ligací. B. Identifi kace 
post-translační modifi kace proteinu pomocí specifi cké PLA sondy. C. Detekce proteinu pomocí sekundárních PLA sond. 
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vých komplexů nebo sekundárních mo-
difi kací pro jakýkoliv protein, proti kte-
rému je dostupná vhodná protilátka. 
Ve srovnání s metodami FRET/ BRET má 
PLA in situ dvě významné výhody, kte-
rými je za prvé možnost studovat endo-
genní proteiny v  přirozeném prostředí 
bez vedlejších vlivů způsobených nad-
měrnou nebo ektopickou expresí. Další 
výhoda je charakter signálu, při kterém 
PLA generuje díky RCA mnohonásobně 
amplifi kovaný signál, jenž je jasně rozliši-
telný od nespecifi cké fl uorescence [18]. 

Ve farmakologii má PLA in situ vyu-
žití při screeningu a validaci látek s po-
tenciálně léčivými účinky v  geneticky 
nemodifikovaných buněčných liniích. 
Multiplexní PLA in situ v tomto případě 
poskytuje pohled, jak látka –  potenciální 
léčivo –  ovlivňuje množství buněčných 
signálních drah a jejich vzájemné inter-
akce. Ve srovnání s jinými metodami zalo-
ženými na měření celkové fl uorescenční 
intenzity je PLA in situ zvýhodněna mě-
řením jednotlivých produktů amplifi-
kace poskytujících jasný signál mnohem 
méně zatížený autofluorescencí nebo 
slábnutím signálu. Navíc je tato metoda 
citlivější při sledování méně abundant-
ních proteinů, neboť i  jednotlivý signál 
poskytnutý jedinou cílovou molekulou 
je metodou PLA in situ značně amplifi ko-
vaný, a tudíž detekovatelný [29].

Kromě studia komplexů a  proteino-
vých modifikací může být PLA teore-
ticky využita jako „molekulární pravítko“, 
které na základě variability v délce oligo-
nukleotidu nebo charakteru protilátky 
umožňuje měřit vzdálenosti mezi sledo-
vanými epitopy [18].

Mezi potenciální nedostatky této me-
tody patří především nemožnost využití 
PLA in vivo, což znemožňuje studovat 
dynamiku a kinetiku proteinových inter-
akcí. Dále tato metoda není využitelná 
pro de novo identifikaci nových inter-
akčních partnerů, ale pouze ověřuje in-
terakce známých interakčních partnerů. 
Diskutabilní je také spolehlivost signálů 
vzniklých PLA in situ. Přestože jedním 
z cílů PLA techniky je ověření proteino-
vých interakcí, signál může být poten-
ciálně generován i párem proteinů, které 
se nacházejí ve velmi těsné blízkosti, ale 
bez vzájemných interakcí. Experimenty 
využívající malé molekuly přerušující 

kými aberacemi nebo epigenetickými 
modifi kacemi. Pro stanovení chromozo-
málních aberací na úrovni jednotlivých 
buněk bývá často využívána metoda 
fl uorescenční in situ hybridizace (FISH). 
Kombinace PLA in situ s FISH poskytuje 
informace o amplifi kačním statutu genů 
současně s hodnocením interakcí dere-
gulovaných proteinů. Genetická analýza 
je takto doplněna o proteomickou ana-
lýzu ve shodném materiálu [27].

Alternativou k FISH může být využití 
„padlock“ sondy, což je oligonukleotid, 
jehož 3‘ a 5‘ konce jsou komplementární 
k přilehlým oblastem na cílové DNA sek-
venci. Hybridizací jsou oba konce „pad-
lock“ sondy přiblíženy k sobě a DNA je 
poté ligována [28]. Takto vzniklá kružni-
cová DNA je po navázání primeru tem-
plátem pro RCA. Ve srovnání s  FISH je 
„padlock“ sonda mnohem specifič-
tější, neboť je citlivá i na jednonukleo-
tidové záměny. Signál je podobně jako 
při PLA generován amplifi kací otáčivou 
kružnicí a  povahou je totožný se sig-
nálem poskytovaným PLA. Tento druh 
sondy je vhodný pro mRNA genotypi-
zaci a v kombinaci s PLA in situ předsta-
vuje nástroj pro simultánní detekci mu-
tací, genové exprese a  proteinových 
interakcí [23]. 

Diskuze a závěr

PLA in situ představuje relativně novou 
techniku rozšiřující portfolio experimen-
tálních přístupů pro vizualizaci proteinů 
na úrovni buněk a tkání přibližně od po-
loviny minulé dekády. Od té doby pro-
dělala vývoj, který rozšířil její možné vy-
užití. Tato metoda představuje efektivní 
nástroj pro analýzu funkčního stavu pro-
teinů, jehož hlavní výhoda je schop-
nost amplifikace signálu, jež umož-
ňuje detekci jednotlivých sledovaných 
molekul [18].

Perspektivou PLA techniky je sou-
běžná analýza, která bude schopna pa-
ralelně sledovat více cílů v  totožném 
materiálu. Z hlediska molekulární onko-
logie se nabízí využití této techniky k zís-
kání informací o  povaze a  chování ná-
dorů v konkrétním mikroprostředí, čímž 
může přispět k lepší dia gnostice a přes-
nější predikci léčebné odpovědi [18].

Vzhledem k ostatním metodám může 
PLA in situ nabídnout analýzu proteino-

kuly a nedocházelo k jeho difúzi, PCR je 
v  in situ modifi kaci nahrazena DNA am-
plifi kací tak, že produkt amplifi kace zů-
stává navázaný na cílový protein (obr. 2). 
PLA in situ je navržena tak, že dvo-
jice sond slouží jako templát pro syn-
tézu kružnicové DNA. Ta je následně 
amplifikována pomocí vysoce účinné 
Phi29  DNA polymerázy mechanizmem 
označovaným jako amplifi kace otáčivou 
kružnicí (rolling circle amplification  –  
RCA). RCA je spouštěna jednou z  PLA 
sond označovanou jako „priming“. Pro-
dukt této reakce je prakticky prodlou-
žením PLA sond, a tudíž zůstává fyzicky 
spojen s  cílovými molekulami (obr.  2). 
RCA produkt má velikost několika set re-
petitivních elementů o velikosti přibližně 
100 kb a je vizualizován hybridizací s fl u-
oroforem značenými oligonukleotidy. 
Takto vzniklý signál o velikosti menší než 
1 μm lze pozorovat fl uorescenčním mik-
roskopem a je snadno odlišitelný od ne-
specifi ckého signálu [18,23].

Kromě studia proteinových komplexů 
je možné PLA in situ využít také pro stu-
dium interakcí mezi proteiny a  nukleo-
vými kyselinami. V tomto případě se vy-
užívá jednovláknová DNA sonda, která 
zároveň slouží jako templát pro ligační 
reakci. Metodicky tento postup vyžaduje, 
aby byla genomová DNA nejprve tepelně 
nebo enzymaticky denaturována na jed-
notlivé řetězce, ke kterým by mohla spe-
cifi cká sonda hybridizovat [22,24].

Technika PLA in situ není omezena 
pouze na detekci blízkosti jednoho páru 
cílových molekul. Detekce většího množ-
ství molekul vyžaduje pouze použití vět-
šího množství specifi ckých oligonukleo-
tidů. Pro vizualizaci interakce mezi třemi 
molekulami je zapotřebí tří různých PLA 
sond, přičemž vznik kružnicové reporté-
rové DNA je závislý na přítomnosti všech 
tří sond [18,23].

Mezi další aplikace PLA in situ patří 
identifikace proteinových post-trans-
lačních modifi kací. Pomocí specifi ckých 
PLA sond lze sledovat fosforylační status 
proteinů [25] nebo jejich glykosylaci [26].

Kombinace PLA in situ 

s dalšími metodami

Velké množství onemocnění se proje-
vuje změnami v  proteinové expresi či 
funkci, které jsou způsobeny genetic-
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Exprese a purifi kace proteinů

Protein Expression and Purifi cation

Růčková E., Müller P., Vojtěšek B.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
Metody exprese a purifi kace rekombinantních proteinů umožňují produkci a detailní charak-
terizaci proteinů v základním výzkumu během in vitro experimentů, ale také přípravu proteinů 
s terapeutickým využitím. Publikace shrnuje základní postupy od přípravy expresních vektorů 
až po techniku afi nitní purifi kace. Dále pojednává o vlastnostech různých prokaryotických 
a eukaryotických expresních systémů a možnostech jejich využití. Molekulární klonování, které 
slouží k přípravě expresních vektorů pro rekombinantní proteiny, umožňuje cíleně modifi kovat 
vlastnosti těchto proteinů tak, aby byla usnadněna jejich purifi kace a také pozměněna jejich 
stabilita, aktivita nebo funkce. V současné době je k dispozici široká škála metodických pří-
stupů, jež umožňují rychlou a efektivní přípravu expresních vektorů. Zvolený produkční orga-
nizmus a způsob purifi kace rekombinantního proteinu určují výběr expresního vektoru. První 
volbou často bývá expresní systém využívající bakterii Escherichia coli, jehož přednostmi jsou 
zejména technická, časová i fi nanční nenáročnost. Tento expresní systém není příliš vhodný 
pro produkci komplexních savčích proteinů, pro které jsou optimální expresní systémy zalo-
žené na využití eukaryotických organizmů (kvasinky, hmyzí buňky nebo savčí buňky). Kultivace 
hmyzích a savčích buněk je však technicky i fi nančně náročná. Rekombinantní proteiny jsou 
purifi kovány nejčastěji metodou afi nitní chromatografi e využívající specifi ckou interakci pep-
tidu nebo proteinu s afi nitní matricí. Tyto peptidy či proteiny jsou fúzovány s N-  nebo C- koncem 
purifi kovaného proteinu. Purifi kace probíhá ve třech krocích, kdy je rekombinantní protein 
prostřednictvím afi nitních značek specifi cky zachycen na matrici chromatografi cké kolony, dále 
následuje promývací krok, po kterém je uvolněn z kolony čistý protein.

Klíčová slova 
rekombinantní protein –  molekulární klonování –  purifi kace –  expresní systém

Summary
Production of recombinant proteins is essential for many applications in both basic research and 
also in medicine, where recombinant proteins are used as pharmaceuticals. This review sum-
marizes procedures involved in recombinant protein expression and purifi cation, including mo-
lecular cloning of target genes into expression vectors, selection of the appropriate expres sion 
system, and protein purifi cation techniques. Recombinant DNA technology allows protein en-
gineering to modify protein stability, activity and function or to facilitate protein purifi cation 
by affi  nity tag fusions. A wide range of cloning systems enabling fast and eff ective design of 
expression vectors is currently available. A fi rst choice of protein expression system is usually 
the bacteria Escherichia coli. The main advantages of this prokaryotic expression system are low 
cost and simplicity; on the other hand this system is often unsuitable for production of complex 
mam malian proteins. Protein expression mediated by eukaryotic cells (yeast, insect and mamma-
lian cells) usually produces properly folded and posttranslationally modifi ed proteins. How ever, 
cultivation of insect and, especially, mammalian cells is time consuming and expensive. Affi  nity 
tagged recombinant proteins are purifi ed effi  ciently using affi  nity chromatography. An affi  nity 
tag is a protein or peptide that mediates specifi c binding to a chromatography column, unbound 
proteins are removed during a washing step and pure protein is subsequently eluted.

Key words 
recombinant protein –  molecular cloning –  purifi cation –  expression system
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Úvod

Purifikované proteiny mají v  současné 
době široké využití nejen v  základním 
výzkumu, ale i v aplikovaném výzkumu 
jako terapeutické látky pro léčbu různých 
onemocnění od hemofi lie po komplexní 
protinádorovou terapii nebo výrobu vak-
cín. Proteiny využívané v medicíně musí 
splňovat přísná kritéria (např. je ome-
zeno použití antibio tik a jiných toxických 
látek), a proto jsou pro jejich produkci vy-
víjeny speciální expresní systémy. Před-
kládaná publikace je tudíž zaměřena na 
popis obecných metod purifi kace pro-
teinů využívaných v základním výzkumu.

Purifi kace proteinů je obecně sled pro-
cesů vedoucích k získání jediného pro-
teinu z komplexní směsi. Izolovat čisté 
proteiny je nezbytné pro řadu in vitro ex-
perimentů, mezi něž patří charakterizace 
jejich funkce, struktury a vzájemných in-
terakcí, a které dále dovolují objasnit je-
jich úlohu v  bio logických systémech. 
Ve většině případů jsou pro účely pu-
rifikace připravovány rekombinantní 
proteiny metodou molekulárního klo-
nování, která umožňuje protein podle 
potřeby modifi kovat. Geny kódující po-
žadované proteiny jsou vloženy do ex-
presních vektorů a ty jsou vpraveny do 
různých prokaryotických nebo eukaryo-
tických buněk, jež poté zajistí syntézu 
rekombinantních proteinů. Purifikaci 
těchto proteinů usnadňuje připojení afi -
nitních značek (tagů) a  použití metod 
afi nitní chromatografi e, které jsou zalo-
ženy na specifi cké vazbě těchto značek 
na chromatografi ckou kolonu. Na kvalitu 
i kvantitu purifi kovaných proteinů jsou 
kladeny vysoké nároky, a proto jsou neu-
stále vyvíjeny nové metodické přístupy. 

Historický přehled

Proteiny jsou studovány a purifi kovány 
už více než 200  let. Již v roce 1789  izo-
loval Antoine Fourcroy z  rostlin látky, 
které se svými vlastnostmi podobaly va-
ječnému bílku. Avšak až o  téměř 50  let 
později, v roce 1838, tyto látky blíže po-
psal chemik Gerhardus Johannes Mul-
der a  v  témže roce pro ně navrhl Jöns 
Jacob Berzelius název protein (vychá-
zející z  řeckého slova proteos  –  první 
v řadě). Do začátku 20. století byly jediné 
známé metody separace proteinů filt-
race, precipitace či krystalizace, přičemž 

ně kte ré z těchto technik jsou používány 
dodnes. Takto např. Felix Hoppe- Seyler 
v  roce 1840 připravil první krystaly he-
moglobinu nebo Franz Hofmeister v roce 
1889 opakovanou krystalizací purifi koval 
ovalbumin. První separace proteinů na 
koloně byla provedena v roce 1903 bo-
tanikem Mikhailem Tswettem, který na 
matrici z uhličitanu vápenatého separo-
val rostlinné pigmenty a následně v roce 
1906  pro tuto metodu zavedl pojem 
chromatografi e. Další technika separace 
proteinů, centrifugace, byla vyvinuta 
Theodorem Svedbergem v  roce 1924. 
V následujících letech byl vynalezen prin-
cip elektroforézy, afi nitní chromatografi e 
a iontově výměnné chromatografi e (ion 
exchange chromatography – IEX). Od 50. 
let 20. století následoval intenzivní vývoj 
různých typů hydrofi lních chromatogra-
fi ckých matricí. Nejprve byl využit škrob 
či upravený dextran Sephadex pro rozli-
šení proteinů podle velikosti [1]. Později 
byly připraveny další hydrofi lní materiály 
pro elektroforézu a chromatografi i, jako 
např. polyakrylamid  [2], metakrylát  [3], 
agaróza  [4] nebo porézní křemík  [5]. 
Výrobu moderních matricí pro afinitní 
chromatografii umožnil objev metody 
navázání ligandů k polysacharidům (např. 
v agaróze) kovalentní vazbou [6]. V prů-
běhu následujících let byl vyvinut velký 
počet chromatografi ckých médií a sou-
běžně také různé techniky purifikace 
proteinů včetně automatizovaných chro-
matografi ckých systémů, jako třeba FPLC 
(fast protein liquid chromatography). 

Zpočátku byly proteiny purifi kovány 
z jejich přirozených zdrojů, což bylo tech-
nicky i fi nančně náročné. Proto se počá-
teční analýzy soustředily na proteiny, 
které mohou být purifikovány ve vel-
kých množstvích, a to např. z krve, vaječ-
ného bílku, nebo trávicí enzymy získané 
ze zvířat na jatkách. Takto byl koncem 
50. let fi rmou Armour & Co., jež působila 
v  masném průmyslu, purifi kován kilo-
gram bovinní pankreatické ribonukleázy 
(RNázaA), který byl věnován pro vědecké 
účely. Snadno a rychle dostupná RNázaA 
se stala základním proteinem pro bio-
chemické analýzy, na jejichž základě 
byla dokonce Christianu Anfinsenovi, 
Stanfordu Mooreovi a Williamu H. Stei-
novi udělena v roce 1972 Nobelova cena 
za chemii.

Mohutný nárůst technologií purifi-
kace proteinů nastal po objevu metody 
přípravy rekombinantní DNA na počátku 
70. let 20. století [7– 9]. Molekulární klo-
nování tak umožnilo heterologní expresi 
zvoleného proteinu v hostitelském orga-
nizmu (expresním systému), nejčastěji 
v bakterii Escherichia coli (E. coli). Touto 
technologií lze vytvářet také fúzní (chi-
mérické) proteiny s přidanými afi nitními 
značkami (tagy), které výrazně usnad-
ňují purifi kaci a zvyšují výtěžek a čistotu 
za použití univerzálních purifikačních 
postupů. Dále lze přidávat reportérové 
sekvence, např. fl uorescenční proteiny, 
jež umožňují sledovat expresi proteinů 
in vivo přímo v  buňce. Díky těmto ex-
presním systémům je dosažena mno-
hem vyšší koncentrace studovaného 
proteinu, než jaká se v buňce přirozeně 
nachází.

Příprava expresních vektorů

Vektory v  molekulární bio logii slouží 
k  přepravě cizorodé DNA do hostitel-
ské buňky, kde je tato DNA replikována 
a/ nebo exprimována. Nejběžnější typ 
vektoru jsou plazmidy, cirkulární mole-
kuly extrachromozomální DNA, které se 
v  bakteriální buňce autonomně množí 
a  přenášejí se při dělení do následu-
jících generací. Často jsou využívány 
také virové vektory, což jsou rekombi-
nantní viry, jež mají část genomu na-
hrazenu expresní kazetou, která po in-
fekci (transdukci) hostitelských buněk 
zajistí produkci rekombinantního pro-
teinu. Alternativou ke klasickým klono-
vacím systémům, ve kterých je vložení 
cizorodé DNA založeno na restrikčním 
štěpení a následné ligaci, jsou systémy 
založené na rekombinaci, jež umožňují 
snadné a  efektivní klonování požado-
vaných genů. K dispozici je několik ko-
merčně dostupných expresních systémů 
využívajících rekombinaci, třeba Gate-
way (Life Technologies, USA) a  Creator 
(Clontech, USA). Expresní systém Gate-
way využívá rekombinaci mezi dvěma 
heterologními sekvencemi, která je 
zprostředkována enzymy pocházejícími 
z  bakteriofága lambda. Ty rozeznávají 
specifi cké signální sekvence ohraničující 
cílový gen (nazývané att sekvence) [10]. 
V prvním kroku je připraven univerzální 
vstupní vektor, který slouží jako základ 
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a  lze dosáhnout vysoké multiplicity in-
fekce. Nevýhodou hmyzích buněk jsou 
ale vyšší náklady na kultivaci a větší ná-
ročnost na čas i odbornou manipulaci. 
Existuje několik typů expresních sys-
témů lišících se ve způsobu přípravy re-
kombinantního bakuloviru, např. ho-
mologní rekombinací, transpozicí nebo 
technologií Gateway. Posledně jmeno-
vaná metoda je využita v systému Bacu-
loDirect (Life Technologies, USA), který 
umožňuje vložení požadovaného genu 
přímo do virového genomu, čímž se vý-
razně zkracuje doba pro vytvoření in-
fekčního viru. Exprese genu je řízena sil-
ným polyhedrinovým promotorem, jenž 
zajišťuje vysokou hladinu rekombinant-
ního proteinu.

Savčí buňky produkují rekombinantní 
proteiny, které jsou ve většině případů 
plně funkční a posttranslačně modifi ko-
vané. Tento systém nabízí velkou meto-
dickou variabilitu ve výběru produkční 

zvláště velké multi-doménové euka-
ryotické proteiny náchylné k denaturaci 
a  vytváří nerozpustná inkluzní tělíska. 
Pro jejich solubilizaci jsou vyžadovány 
speciální postupy, mezi které patří úplná 
denaturace a následná renaturace. 

Nejjednodušší eukaryotický expresní 
systém využívá kvasinky, jednobu-
něčné organizmy, které lze snadno kul-
tivovat v suspenzi podobně jako E. coli. 
Jejich výhodou je schopnost provádět 
jednoduché posttranslační modifi kace, 
možnost kultivace do vysokých hustot 
a nízké náklady na kultivační média. Nej-
častěji jsou využívány kmeny Saccharo-
myces cerevisiae a Pichia pastoris.

Expresní systém využívající hmyzí 
buňky infi kované bakuloviry poskytuje 
proteiny, které jsou posttranslačně mo-
difi kovány podobně jako v savčích buň-
kách. Replikace bakulovirů není závislá 
na pomocném viru, mohou být kultivo-
vány i v suspenzních hmyzích buňkách 

pro vytvoření libovolných expresních 
vektorů (obr. 1). Mezi další mechanizmy 
klonování náleží např. TOPO klonování 
(Life Technologies, USA) nebo klonování 
nezávislé na ligaci LIC (ligation indepen-
dent cloning) (dodávají různé fi rmy, jako 
třeba New England Biolabs, USA nebo 
Merck, Germany). 

Typy expresních systémů

Obecně je prvním krokem pro expresi 
v prokaryotických i eukaryotických buň-
kách vpravení vektoru, který obsahuje 
gen pro syntézu rekombinantního pro-
teinu, do buňky. Dále následuje kulti-
vace, během níž dochází k  transkripci 
a translaci kódující DNA. Buňky jsou ná-
sledně lyzovány a protein je purifi kován. 
Vlastnosti jednotlivých expresních sys-
témů jsou shrnuty v tab. 1.

Nejčastěji používaným expresním 
systémem jsou bakterie E. coli, protože 
se snadno kultivují, rychle se množí 
a  umožňují získat vysoké výtěžky re-
kombinantních proteinů. Velkou výho-
dou jsou nízké náklady na kultivační 
média. Pro expresi proteinů existuje ši-
roký výběr komerčních expresních 
vektorů, které umožňují použití řady 
N-  i  C- koncových tagů, stejně jako do-
statek různých expresních kmenů op-
timalizovaných pro speciální aplikace. 
Exprese rekombinantních proteinů může 
být u E. coli řízena několika promotory. 
Nejčastěji je využíván silný promotor T7,
dále pak lambda P1, trc nebo arabinó-
zový promotor. Bakteriální expresní 
systém má však také mnoho nevýhod. 
Například problém s nedostatkem tRNA 
pro ně kte ré kodony převažující u  eu-
karyotické mRNA byl vyřešen vytvoře-
ním expresních kmenů bakterií, které 
nesou plazmidy kódující tyto vzácné 
tRNA. Jedná se např. o kmeny BL21(DE3) 
CodonPlus (Stratagene, USA) nebo 
Ro setta (Merck, Germany). Závažnější 
omezení jako neexistující posttranslační 
úpravy a  aparát molekulárních chape-
ronů, jež eukaryotickým proteinům za-
jišťují bio logickou aktivitu, lze zatím řešit 
pouze částečně. Pracuje se na vytvoření 
kmenů, které zprostředkovávají alespoň 
jednoduchou glykosylaci [11,12] a chy-
bějící chaperony je možno doplnit jejich 
ko- expresí s  požadovaným proteinem 
(Clontech, USA). Přes veškeré úsilí jsou 

Obr. 1. Schematické znázornění principu klonovacího systému Gateway. 

Sekvence klonovaného genu je rekombinací zprostředkovanou BP klonázou vložena do 
donorového vektoru, čímž vznikne univerzální vstupní vektor. Sekvence klonovaného 
genu může být vložena do destinačního vektoru reakcí zprostředkovanou LR kloná-
zou. Sekvence, mezi kterými probíhá rekombinace, jsou znázorněny červeně. Upraveno 
dle [24].
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proteinů a možnost použití pro velkoob-
jemové kultivace. 

Adenovirové vektory  [13] patří mezi 
oblíbené expresní systémy, které jsou 
dostupné v  mnoha modifikacích me-
tody přípravy rekombinantního viro-
vého genomu. Jedná se např. o  ko-
merčně dostupné systémy ViraPower 
(Life Technologies, USA), jenž je kom-
patibilní s klonovacím systémem Gate-
way, AdEasy (Agilent Technologies, USA) 
nebo AdenoX (Clontech, USA). Adeno-
viry jsou jednoduché viry s neobalenou 
ikozaedrální kapsidou a  jejich genom 
je tvořen dvouřetězcovou lineární DNA. 

exprese vnitrobuněčných proteinů je vý-
razně nižší. Využití plazmidových vek-
torů pro tranzientní expresi je nejrych-
lejší metoda produkce rekombinantních 
proteinů, neboť k jejich syntéze dochází 
ihned po vnesení vektoru do jádra. Plaz-
midové vektory lze také využít pro pří-
pravu stabilních buněčných linií, které 
mají cizorodou DNA začleněnu ve své 
genomové DNA, a  tudíž trvale expri-
mují rekombinantní protein. Příprava vi-
rových vektorů je časově i technicky ná-
ročná a  navíc podléhá vyššímu stupni 
bezpečnostní kontroly. Výhodou jsou 
pak vysoké výtěžky rekombinantních 

linie i  ve způsobu vnesení expresního 
vektoru do buňky. Mezi často používané 
linie patří třeba HEK 293  (human em-
bryonal kidney) a CHO (chinese hamster 
ovary), které se vyznačují vysokou rych-
lostí růstu a schopností snadno přijímat 
heterologní DNA. Exprese rekombinant-
ních proteinů je řízena konstitutivně ak-
tivními promotory. Nejčastěji se jedná 
o promotory odvozené z viru SV40  (si-
mian virus 40) nebo CMV (cytomegalo-
virus) a  méně jsou využívány nevirové 
promotory např. elongačního faktoru 
EF- 1 α. Vyšší hladiny exprese lze dosáh-
nout u sekretovaných proteinů, zatímco 

Tab. 1. Shrnutí vlastností jednotlivých expresních systémů. 

E. coli Kvasinky Hmyzí buňky Savčí buňky

Obecné vlastnosti

rychlost růstu/ doba zdvojení 30 min 90 min 18– 24 hod 24 hod

cena růstového média nízká nízká vysoká vysoká

hladina exprese vysoká nízká až vysoká nízká až vysoká nízká

sekrece proteinu sekrece do periplazmy sekrece do média sekrece do média sekrece do média

sekundární struktura proteinu často denaturované většinou správná správná správná 

Posttranslační modifi kace proteinu

N- glykosylace ne manózový typ jednoduchá, 
chybí kyselina sialová komplexní

O- glykosylace ne ano ano ano

fosforylace ne ano ano ano

acetylace ne ano ano ano

acylace ne ano ano ano

gama-karboxylace ne ne ne ano

Výhody Nevýhody

E. coli nejpoužívanější expresní systém (zkušenosti, velký 
výběr klonovacích vektorů), snadná kultivace, rychlý 

růst, snadná kontrola genové exprese, vysoké vý-
těžky, možnost sekrece proteinu do média, nízké 

náklady

chybí posttranslační modifi kace, protein může 
postrádat bio logickou aktivitu, vysoký obsah 

endotoxinů

kvasinky neprodukují endotoxiny, probíhá glykosylace 
a tvorba disulfi dických můstků, snadná purifi kace 

sekretovaných proteinů, metody pro velkoobjemo-
vou kultivaci, relativně nízké náklady

obtížněji regulovatelná genová exprese, glykosy-
lace odlišná od savčích buněk, nižší výtěžek než 

u E. coli

hmyzí buňky (vek-
tory založené na 
bakulovirech)

posttranslační modifi kace podobné savčím, bez-
pečné (bakulovirus není vůči savcům infekční), rela-

tivně vysoká exprese proteinu

produkt nemusí být vždy plně funkční, mírně od-
lišné N- glykosylace, kultivace časově i fi nančně 

náročná

savčí buňky bio logická aktivita shodná s přirozenými proteiny kultivace časově i fi nančně velmi náročná, 
nízké výtěžky
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nová afi nitní značka o velikosti 27 kDa, 
což může negativně ovlivňovat hla-
dinu exprese rekombinantních proteinů. 
Na druhou stranu však byl pozorován 
pozitivní vliv na solubilitu ně kte rých re-
kombinantních proteinů  [22]. Vazebná 
kinetika GST-tagu ke glutathionové chro-
matografi cké matrici je pomalá, a proto 
se prodlužuje nanášení vzorku na ko-
lonu, což je limitující faktor pro purifi kaci 
proteinu z  velkých objemů. His- tag je 
naopak velmi malý, neovlivňuje sekun-
dární strukturu rekombinantních pro-
teinů a jeho vazba ke chromatografi cké 
matrici IMAC (immobilised metal affi-
nity chromatography) je rychlá, avšak 
méně specifi cká než v případě GST-tagu. 
Pro dosažení vysoké čistoty proteinu je 
často využíváno tandemové zařazení 
afi nitních značek pro purifi kaci ve dvou 
následných krocích. Přítomnost afi nitní 
značky může v mnoha směrech ovlivnit 
vlastnosti rekombinantního proteinu, 
a proto se hojně využívá jeho enzyma-
tického odštěpení. Na trhu je k  dispo-
zici několik proteáz (např. TEV proteáza, 
PreScis sion proteáza, Enterokináza, Fak-
tor Xa nebo trombin), jejichž cílové roz-

tein je velmi čistý, ale metoda je limito-
vána počtem aminokyselin, nízkým vý-
těžkem a rovněž vysokými náklady. 

Metody purifi kace proteinů 

Proces purifi kace je výrazně usnadněn, 
pokud je cílový protein opatřen afi nitní 
značkou. Prvním krokem je v  tom pří-
padě afi nitní chromatografi e, při níž je 
protein díky své afi nitní značce speci-
fi cky zachycen na chromatografi cké ko-
loně. Nenavázané proteiny jsou v  pro-
mývacím kroku odmyty a čistý protein 
uvolněn specifi cky přidáním kompetitiv-
ního ligandu nebo nespecifi cky změnou 
pH, iontové síly či polarity (obr. 2).

Purifikační metoda je určena výbě-
rem afi nitní značky, tagu. Tyto afi nitní 
tagy umožňují použití univerzálních pu-
rifikačních metod, neboť na chroma-
tografické koloně je protein zachycen 
právě svou afi nitní značkou. Mezi nej-
používanější afinitní značky patří glu-
tathion S- transferáza (GST)  [17] a poly-
histidin (His6) [18], dále se využívají např. 
Strep- tag  [19], SBP- tag (streptavidin 
bind ing peptide) [20] a MBP- tag (maltose 
binding protein) [21]. GST-tag je protei-

Genom adenovirů bylo možno upravit 
na klonovací vektor tak, že skupiny genů 
rané fáze exprese E1 a E3 byly deletovány 
a na místo genů E1 byla vložena expresní 
kazeta. Delecí genů E1 a E3 ztratil adeno-
virus schopnost replikace a  pro vytvo-
ření virového potomstva musí být tato 
funkce komplementována tzv. pomoc-
nými buňkami. Jako pomocná linie je 
využívána třeba buněčná linie HEK 293,
která tyto geny získala díky tomu, že byla 
vytvořena transformací embryonálních 
buněk ledvin adenovirovou DNA  [14]. 
Pro expresi rekombinantního proteinu 
je vhodná jakákoli buněčná linie, jež 
neobsahuje geny E1 a E3. Po transdukci 
tak nedochází k replikaci viru a následné 
lýze hostitelské buňky, a  produkce re-
kombinantního proteinu proto může 
v buňce neomezeně probíhat. 

Expresní vektory vycházející z  retro-
virů  [15], a  zejména z  rodu Lentivirus, 
umožňují vkládat cizorodé geny do ge-
nomu hostitelských buněk a zajistit tak 
stabilní expresi rekombinantního pro-
teinu. Retroviry jsou RNA viry, avšak 
v průběhu jejich životního cyklu vzniká 
intermediát tvořený dvouřetězcovou 
DNA, který je následně začleněn do ge-
nomu hostitelské buňky. Využití retro-
virových a  lentivirových vektorů sahá 
od základního výzkumu až po genovou 
terapii [16]. 

In vitro (bezbuněčná) syntéza proteinů 
využívá schopnost buněčných extraktů 
syntetizovat proteiny, neboť obsahují 
složky nutné pro transkripci, translaci 
a  dokonce posttranslační modifikace. 
Mezi tyto složky patří hlavně RNA poly-
meráza, transkripční faktory, ribozomy 
a  tRNA. Po přidání templátu (a  kofak-
torů a nukleotidů) je protein během ně-
kolika hodin syntetizován. Přestože jsou 
výtěžky proteinů nízké, má tento systém 
několik výhod, např. pro značení pro-
teinů modifi kovanými aminokyselinami 
nebo pro syntézu proteinů toxických pro 
bio logické systémy. Také odpadá zdlou-
havá kultivace hostitelských organizmů, 
což usnadňuje expresi mnoha různých 
proteinů zároveň (třeba pro screening 
mutací).

Chemická syntéza proteinů je využí-
vána např. pro inkorporaci nepřírodních 
aminokyselin nebo značení proteinů na 
specifi ckých místech. Syntetizovaný pro-

Obr. 2. Schéma afi nitní purifi kace. 

V prvním kroku afi nitní purifi kace je proteinová směs nanesena na kolonu, kde se cílový 
protein specifi cky a reverzibilně váže na ligandy zachycené na chromatografi cké matrici. 
V další fázi jsou během promývacího kroku nenavázané proteiny odmyty. Cílový protein 
je poté uvolněn změnou podmínek prostředí, tak aby bylo preferováno uvolnění kom-
plexu protein-ligand. 
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proteinů. Široká škála expresních sys-
témů využívajících prokaryotické i euka-
ryotické produkční organizmy umožňuje 
zvolit systém pro produkci proteinu spl-
ňujícího požadovaná kritéria. Při výběru 
vhodného expresního systému je po-
třeba zohlednit několik faktorů. V prvé 
řadě záleží na tom, zda je zvolený pro-
tein eukaryotického nebo prokaryotic-
kého původu. V případě exprese savčího 
proteinu v expresních systémech jiných 
organizmů musíme počítat s rizikem ne-
solubility proteinu a možností odlišných 
nebo dokonce chybějících posttranslač-
ních modifi kací. Dále je potřeba zvážit 
požadované množství purifikovaného 
proteinu, časovou náročnost metody, fi -
nanční hledisko a v případě virových ex-
presních systémů také legislativní a bez-
pečnostní požadavky.
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poznávací sekvence mohou být vloženy 
mezi afinitní značku a  vlastní protein. 
Štěpení může být provedeno v roztoku 
proteinu, nebo přímo na chromatogra-
fické koloně. Proteáza může být také 
označena afi nitní značkou a po ukončení 
inkubace spolu s  odštěpenou značkou 
odstraněna na chromatografi cké koloně.

V případě nedostatečné čistoty pro-
teinu po afi nitní purifi kaci je možné zahr-
nout dodatečné purifi kační kroky, které 
separují proteiny podle specifických 
vlastností. Metoda gelové fi ltrace (GF)
dokáže separovat molekuly podle ve-
likosti, hydrofobní interakční chroma-
tografie (HIC) a  reverzně fázová chro-
matografie (RPC) podle rozdílů jejich 
hydrofobicity, iontově výměnná chro-
matografi e (IEX) podle povrchového ná-
boje nebo chromatofokusace podle izo-
elektrického bodu.

Metoda afi nitní chromatografi e, která 
využívá schopnosti bakteriálních recep-
torů nazvaných Protein A  a  Protein G 
vázat imunoglobuliny, začala být inten-
zivně používána po objevu technolo-
gie přípravy monoklonálních protilátek. 
Tato technologie umožňuje vytvoření 
stabilních fúzních buněčných linií, jež 
produkují jeden typ selektované proti-
látky [23]. Tak bylo získáno velké množ-
ství specifi ckých protilátek, které se ná-
sledně staly významným nástrojem pro 
vědu i farmaceutický průmysl.

Závěr

Díky neustále se zvyšujícím požadav-
kům na kvalitu i kvantitu purifi kovaných 
proteinů a také na zjednodušení a zrych-
lení procesu jejich přípravy dochází k dy-
namickému rozvoji technologií pro ex-
presi a  purifikaci rekombinantních 
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Kvantitativní hmotnostní spektrometrie 

a její využití v onkologii

Quantitative Mass Spectrometry and Its Utilization in Oncology

Hernychová L., Dvořáková P., Michalová E., Vojtěšek B.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
Nádory jsou geneticky a klinicky velmi různorodá onemocnění, a proto se v poslední době 
řada proteomických studií zabývá hledáním bio markerů, které by usnadnily prognostiku, dia-
gnostiku či léčbu onkologických onemocnění. Účinným nástrojem je hmotnostní spektromet-
rie umožňující identifi kaci, kvantifi kaci a charakterizaci bio molekul v komplexních bio logických 
vzorcích. Prvním krokem vedoucím k selekci bio markerů je tzv. discovery proteomika, jejímž 
cílem je detailní analýza vzorků směřující ke zmapování a porovnání přítomných proteinů a vý-
běru vhodných kandidátů na potenciální bio markery. V dalším kroku proteomické analýzy pro-
bíhá verifi kace vybraných bio markerů tzv. cílenou (targeted) proteomikou, jejímž úkolem je 
ověření přítomnosti a kvantity daného proteinu v analyzovaných, přesně klinicky defi novaných 
vzorcích. Předložený článek je zaměřen na popis různých typů metod vhodných pro kvantita-
tivní analýzu proteinů využívající hmotnostní spektrometrií.

Klíčová slova
kvantitativní proteomika –  hmotnostní spektrometrie –  protein –  bio marker –  onkologie –  
nádor

Summary
Cancers are genetically and clinically very heterogeneous diseases; therefore, various proteo-
mic studies have been trying to fi nd bio markers which can facilitate prognosis, dia gnosis or 
treatment of these oncological diseases. The mass spectrometry is an eff ective tool for iden-
tifi cation, quantitation, and characterization of bio molecules in the complex bio logical sam-
ples. The fi rst step suitable for selection of bio markers called discovery proteomics provides 
a detailed analysis of the samples contributing to the identifi cation of proteins, comparison of 
their presence in the samples, and selection of the convenient candidates for the prospective 
bio markers. The next step of proteomics analysis is directed towards verifi cation of chosen bio-
markers with the approach called targeted proteomics. This technique evaluates presence and 
quantity of the proteins (bio markers) in clinically precisely defi ned samples. This article focuses 
on the description of various approaches suitable for the quantitative analysis of the proteins 
connected with mass spectrometry.

Key words
quantitative proteomics –  mass spectrometry –  protein –  bio marker –  oncology –  cancer
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Úvod

Hmotnostní spektrometrie je jedním 
z  proteomických nástrojů umožňují-
cích identifi kovat, kvantifi kovat a  cha-
rakterizovat proteiny v komplexních bio-
logických vzorcích. Vývoj proteomických 
přístupů začínal identifi kací vybraných 
purifi kovaných proteinů a verifi kací ge-
nomických dat a přes komparativní pro-
teomové analýzy se rozvinul až po cha-
rakterizaci posttranslačních modifi kací 
proteinů, jejich dynamických změn 
a protein-proteinových interakcí.

V současné době jsou výsledky hmot-
nostně spektrometrických analýz dále 
rozšířeny o predikované bio informatické 
údaje, které jsou teprve následně ex-
perimentálně ověřovány. Mezi bio-
 informatické nástroje patří programy 
předpovídající lokalizaci proteinu v eu-
karyotické nebo prokaryotické buňce 
(program PSORT  [1]), jeho funkci (pro-
gramy COG  [2], KEGG  [3], DAVID  [4]), 
součinnost s  ostatními proteiny či li-
gandy, zapojení v  signálních dráhách 
anebo jeho úlohu v bio logickém celku 
např. v  rámci buňky (programy IPA  [5], 
PathVisio [6]). Je známo, že mutace pro-
teinu způsobená třeba záměnou ami-
nokyseliny či přítomností/ ztrátou post-
translačních modifi kací může způsobit 
chybné sbalování proteinu a  tím ovliv-
nit jeho funkci. Ta se dále může projevit 
změnami v interakci proteinu a narušení 
buněčné signalizace vedoucí k změnám 
v proliferaci buněk, apoptóze či nekróze. 
Vzhledem k  tomu, že tyto faktory při-
spívají ke vzniku nádorově transformo-
vaných buněk, budeme se v další části 
této práce detailněji zabývat metodami 
vhodnými ke studiu kvantitativních 
změn proteinů, detekcí a charakterizací 
posttranslačních modifikací proteinů 
a jejich interakcí s ligandy. Všechny uve-
dené metody mají společný jmenovatel, 
kterým je hmotnostní spektrometrie.

Jaké bio logické materiály lze 

analyzovat?

Proteomové analýzy lze aplikovat na 
všechny typy bio logických materiálů, 
které však musí být přesně klinicky vy-
mezeny a  definovány. Pro srovnávací 
proteomové analýzy se pak vždy defi -
nují experimentální skupiny analyzova-
ných vzorků, mezi nimiž se hledají rozdíly 

na proteinové úrovni. K nejčastěji analy-
zovaným klinickým bio logickým mate-
riálům patří tkáně, tělní tekutiny (moč, 
mozkomíšní nebo ascitická tekutina), 
krev (sérum, plazma), v případě labora-
torních experimentů se pak používají bu-
něčné linie či rekombinantní proteiny. 
Komplexita bio logického materiálu před-
stavuje pro proteomickou analýzu vždy 
velký problém. Proto hmotnostně spekt-
rometrické analýze předcházejí sepa rační 
metody schopné materiál frakcionovat, 
a snížit tak jeho komplexitu. Je tedy vý-
hodné předem určit skupiny proteinů 
např. se stejnou lokalizací v buňce nebo 
funkcí či strukturními motivy (membrá-
nové, jaderné, fosforylované, glykosylo-
vané proteiny) a účel, který má analýza 
splnit (identifi kace, kvantifi kace proteinů, 
určení místa posttranslační modifi kace či 
změny proteinové konformace). Z těchto 
požadavků následně vychází vlastní pro-
tokol zpracování vzorků, který analýzu 
maximálně zjednoduší, avšak bez ztráty 
požadovaných informací.

Kvantifi kace proteinů

S technologickým pokrokem lze již nyní 
identifi kovat a  kvantifi kovat tisíce pro-
teinů v jednom hmotnostně spektrome-
trickém měření, a to i z velmi omezeného 
množství výchozího materiálu (koncen-
trace proteinů se pohybuje v  rozmezí 
10– 100 mg/ ml). Samotná kvantifikace 
změn na proteinové úrovni poskytuje 
řadu informací o stavu bio logického sys-
tému v čase nebo za defi novaných bio-
logických podmínek, jež přispívají k ob-
jasnění bio chemických a fyziologických 
mechanizmů na molekulární úrovni. 
V  proteomických přístupech se v  po-
slední době začaly používat subproteo-
mové analýzy, které jsou schopné podat 
podrobnější informace o  proteinovém 
složení ve vybrané izolované frakci ana-
lyzovaného materiálu, jež se při globální 
proteomové analýze nerozděleného 
vzorku ztrácí. Mezi subproteomové ana-
lýzy patří např. analýza membránových 
proteinů (membranom), imunoreaktiv-
ních proteinů (imunom), proteinů s pro-
teolytickou aktivitou (proteazom), fosfo-
rylovaných či glykosylovaných proteinů 
(fosfoproteom či glykoproteom).

Kvantifikace proteinů může probí-
hat ve dvou základních uspořádáních. 

V prvním případě lze porovnávat kvan-
titu proteinů dvou či více bio logických 
systémů (relativní kvantifi kace), ve dru-
hém uspořádání je možné přímo určit 
koncentraci daného proteinu v analyzo-
vaném vzorku (absolutní kvantifi kace). 
Přístupy používané pro relativní kvan-
tifi kace se dají rozdělit do dvou skupin: 
1. metody závislé na izotopovém zna-
čení (label-based) a 2. nezávislé na zna-
čení (label-free). Důležitým požadav-
kem u  metod závislých na značení je 
jasné oddělení značených peptidů/ pro-
teinů od neznačených. Mezi často vyu-
žívané metody závislé na izotopovém 
značení patří stable isotope labeling by 
amino acids in cell culture (SILAC) po-
stup [7], který lze aplikovat pouze na živé 
organizmy in vitro, in vivo nebo ex vivo. 
Ke značení se používají stabilní izotopy 
neradioaktivních těžkých aminokyselin, 
jež jsou v průběhu metabolického pro-
cesu (např. při kultivaci buněčných kultur) 
inkorporovány do nově syntetizovaných 
proteinů. Ve standardním experimentál-
ním uspořádání jsou kontrolní a  ovliv-
něné buňky (např. normální a nádorové 
buňky) kultivovány v  lehkém a  těžkém 
kultivačním médiu lišící se přítomností 
neznačených aminokyselin, např. argi-
nin, lysin (lehké médium), a stejných zna-
čených aminokyselin (těžké médium), 
které obsahují izotopy 13C a/ nebo 15N. 
Po kontrole inkorporace těžkých amino-
kyselin do proteinů buněk kultivovaných 
v těžkém médiu jsou z obou buněčných 
linií izolovány proteiny, smíchány v po-
měru 1 : 1, proteolyticky štěpeny a ana-
lyzovány na hmotnostním spektrome-
tru tzv. shotgun postupem (obr.  1A). 
Na základě hmotnostních spekter jsou 
pak identifi kovány píky stejných peptidů 
lišících se přesně defi novanými hmot-
nostními posuny jejich efektivních hmot 
(m/ z) a z poměrů ploch pod těmito píky 
(resp. jejich intenzit) je odečítána rela-
tivní kvantifi kace (obr. 1B). Identifi kace 
proteinů je potom odvozena z fragmen-
tačních spekter. Výhody tohoto postupu 
lze shrnout do následujících bodů: 1. zís-
kání dostatečného množství značeného 
materiálu pro další analýzy bez variací 
v  účinnosti značení mezi jednotlivými 
vzorky (dochází vždy ke stejné inkorpo-
raci těžkých aminokyselin), 2. možnost 
sledování proteinových změn v  čase 
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a  alpha- tocopherol-associated protein 
(SEC14L2), jež byly validovány cílenou 
hmotnostně spektrometrickou analýzou 
a imunohistochemicky na vzorcích tkání 
pacientek. Tyto proteiny se ukázaly být 
vhodnými bio markery pro monitorování 
progrese a prognózy karcinomu mléčné 
žlázy. SILAC technika byla také použita in 
vivo –  experimentální myši byly krmeny 
granulemi obsahujícími lysin se stabil-
ním izotopem 13C nebo řasu spirulinu 
se stabilním izotopem 15N [11]. Všechny 
nově syntetizované proteiny byly ozna-
čeny a mohly být na proteomové úrovni 
porovnávány s kontrolními neznačenými 
vzorky. Tohoto modelu lze využívat pro 

Selekce bio markerů analýzou sér či 
tkání pacientů výše popisovaným po-
stupem je náročné z  hlediska dostup-
nosti a variability vzorků. Proto analýzy 
nádorových buněčných linií byly využí-
vány jako výhodná alternativa pro zjiš-
tění bio logicky zajímavých molekul, 
které jsou pak verifi kovány na vzorcích 
pacientů. Jedním z příkladů je práce Gei-
gera et al [10], v níž byly použity defi no-
vané buněčné linie odvozené z různých 
stadií karcinomu mléčné žlázy. Metodou 
SILAC byly identifikovány bio markery 
mitochondrial matrix protein isocitrate 
dehydrogenase 2  (IDH2), cellular reti-
noic acid binding protein 2  (CRABP2) 

a 3. od izolace proteinů, kdy jsou vzorky 
smíchány 1 : 1, jsou všechny další úkony 
se značeným a  neznačeným vzorkem 
prováděny stejně (nedochází k  varia-
bilitám způsobeným přípravou vzorků 
pro MS analýzu). Velká nevýhoda po-
stupu je však vysoká fi nanční i  časová 
náročnost, možnost porovnání nej-
výše tří různých stavů a nemožnost apli-
kace na lidské vzorky tkání. V hmotnost-
ních spektrech často dochází k překryvu 
peptidových píků a  výskytu satelitních 
píků vlivem metabolické konverze [8,9], 
což způsobuje problémy v  interpretaci 
spekter, a  tím i  samotnou kvantifikaci
 proteinů. 

Obr. 1. A. Schematický postup popisující SILAC kvantitativní analýzu buněčných linií. B. Struktura těžkých a lehkých aminokyselin 

zastoupených v kultivačních médiích a jejich efekt (specifi cký hmotnostní posun) v hmotnostním spektru, v němž osa x představuje 

efektivní hmoty (m/z) iontů peptidů a osa y intenzitu iontů, která odpovídá kvantitativnímu zastoupení daného peptidu v analyzo-

vaném vzorku. 
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vací a reagující s peptidem). Hmotnostní 
rozdíly molekuly reagentu jsou ovliv-
něny začleněním izotopů atomů 13C, 15N 
a  18O a  tím umožňují hmotnostní po-
suny píků značených peptidů ve spekt-
rech. Výhoda přístupu je, že lze značit 
až osm různých bio logických stavů a je-
jich kvantifi kaci odečítat najednou z jed-
noho spektra a identifi kovat proteiny pří-
tomné ve vzorku v rozdílné koncentraci 
(široký dynamický rozsah). Další výhoda 
je současná identifi kace a  kvantifi kace 
proteinů v jednom měření ve fragmen-
tačních spektrech. Nevýhoda metody je 
možné zkreslení informace o  kvantitě 
proteinů ve vzorcích z důvodu značení 
peptidů až po proteolytickém štěpení 
proteinů, neboť před tímto krokem se 
manipulovalo se vzorky odděleně. Tuto 
metodu použili Rehman et al  [16] pro 
identifikaci potenciálních prognostic-
kých bio markerů nádoru prostaty spoje-
ných s progresí onemocnění a metasta-
zováním. K analýze použili buněčné linie 
odvozené od nádoru prostaty a směsné 
vzorky sér pacientů. Protein eukaryotic 
translation elongation factor 1 alpha 1
(eEF1A1) byl identifikován jako nový 
kandidátní bio marker se signifi kantně 
zvýšenou expresí u pacientů zařazených 
do studie. V jiné studii zaměřené na ana-
lýzu fosforylace na tyrozinu v imortalizo-
vané buněčné linii odvozené z epiteliál-
ních buněk mléčné žlázy MCF- 10A bylo 
identifi kováno 57  unikátních proteinů 
zahrnujících tyrozinové kinázy, fosfatázy 
a proteiny účastnící se buněčné signa-
lizace. Poprvé byly identifi kovány pro-
teiny SLC4A7  (sodium bicarbonate co-
transporter) a  TOLLIP (toll interacting 
protein) jako nové tyrozin kinázové sub-
stráty spojené s  vývojem karcinomu 
mléčné žlázy [17].

U label-free postupu nejsou vzorky 
značeny žádnými značkami [18]. Metoda
je rychlá, cenově dostupná, avšak méně 
přesná a  nevhodná pro proteiny pří-
tomné ve vzorcích v  nízkých koncent-
racích. Další problém je náročné hod-
nocení hmotnostně spektrometrických 
dat, pro něž musí být použity vysoce 
sofi stikované programy. V průběhu pří-
pravy i měření se pracuje se vzorky od-
děleně, ale za stejných experimentálních 
podmínek (obr.  3). Předností je ana-
lýza neomezeného počtu vzorků, které 

tzv. super- SILAC mix, který umožnil kvan-
tifi kaci proteinů v analyzované tkáni. Pro-
teom obohacený o N- glykoproteiny byl 
analyzován hmotnostně spektrometric-
kými metodami. Následně byla přítom-
nost proteinů identifi kovaných v  tkáni 
validována ve vzorcích lidské krve. Další 
populární postupy používané v relativní 
kvantifikaci jsou založeny na značení 
peptidů proteolyticky štěpených pro-
teinů. Jako příklad lze uvést isobaric tags 
for relative and absolute quantitation 
(iTRAQ, obr. 2  [14]) nebo tandem mass 
tag (TMT [15]). Jedná se o chemické zna-
čení primárních aminů peptidů, k nimž 
je připojena molekula reagentu slo-
žená ze tří skupin (reportérová, vyrovná-

monitorování funkcí genů u  knock out 
myší. Vylepšenou verzí SILAC metody je 
super- SILAC postup [12], který se snaží 
řešit problém heterogenity nádorových 
tkání a značení proteinů (nelze kultivo-
vat v těžkém médiu). Z tohoto důvodu 
byl problém elegantně vyřešen přidá-
ním SILAC značených proteinů získa-
ných buněčných linií do lyzátu analyzo-
vané tkáně. Boersema et al  [13] použili 
tuto metodu pro identifi kaci N- glykosy-
lovaných proteinů přítomných v sekre-
tomu buněčných nádorových linií a vzor-
cích krve pacientů. Do 11  buněčných 
linií odvozených z  karcinomu mléčné 
žlázy přidali interní standard předsta-
vující značené proteiny reprezentující 

++ iTRAQiTRAQ
114114

++ iTRAQiTRAQ
115115

++ iTRAQiTRAQ
116116

++ iTRAQiTRAQ
117117

Obr. 2. Postup značení a kvantitativní analýzy proteinů ze čtyř vzorků připravených 

z různých biologických stavů buněčné linie. 

Peptidy jsou značeny iTRAQ značkami, jejichž reportérová část vykazuje hmoty m/z 
114–117, které se objeví ve fragmentačním spektru daného peptidu. Intenzita jejich píků 
pak bude odpovídat kvantitativnímu zastoupení peptidů v různých vzorcích.
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Obr. 3. Postup kvantifi kace proteinů proteomickými metodami bez použití značení.

Z biologického materiálu jsou izolovány proteiny, které jsou proteolyticky štěpeny enzy-
mem a měřeny hmotnostním spektrometrem. Z intenzit peptidových píků v MS spektrech 
jsou odečítány kvantitativní poměry peptidů, následně z fragmentačních MS/MS spekter 
jsou určeny aminokyselinové sekvence těchto peptidů.
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onemocnění a detekovat změny v bio-
logických systémech, které jsou zákla-
dem pro vývoj jednodušších a levnějších 
přístupů a jejich aplikací v běžné klinické 
praxi.
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změn přispívá ke stanovení specifi ckých 
proteinových bio markerů, které je pak 
možné využít k  dia gnostice nebo pro-
gnostice různých typů nádorových one-
mocnění. V  posledních letech se stále 
více diskutuje o personalizované léčbě, 
kdy by každému pacientovi mohla být 
ordinována účinná léčba právě na zá-
kladě detekovaných bio markerů přítom-
ných v  krvi či tkáni pacienta. Kvantifi -
kace proteinů hmotnostní spektrometrií 
je metoda náročná na přípravu a zpraco-
vání vzorků a závislá na fi nančně náklad-
ném přístrojovém vybavení. Není tedy 
vhodná pro rutinní testování vzorků 
odebraných pacientům v  rámci jejich 
vyšetření. Dává však možnost primárně 
odhalit nové bio markery nádorových 

mohou být mezi sebou porovnávány. 
Informace o  kvantitě jsou získávány: 
1. z  intenzit píků peptidových iontů či 
ploch pod píky v  hmotnostních spek-
trech nebo v  chromatogramech nebo 
2. z  počtu MS/ MS spekter přiřazených 
danému peptidu/ proteinu nazývané 
spectral counting. Empiricky bylo zjiš-
těno, že peptidy přítomné ve vzorcích ve 
vyšších koncentracích vykazují častější 
výskyt iontů v hmotnostních spektrech. 

V případě absolutní kvantifi kace musí 
být již známy proteiny/ peptidy, které ve 
vzorcích chceme cíleně kvantifikovat. 
Absolutní kvantifi kaci tedy musí před-
cházet tzv. discovery analýza vzorku. 
Aminokyselinová sekvence proteinu či 
jeho části je pak syntetizována a je obo-
hacena o značku, která umožní jeho od-
lišení v hmotnostních spektrech od na-
tivního proteinu. Syntetický konstrukt je 
přidáván do vzorku v několika známých 
koncentracích pokrývajících předpoklá-
danou koncentraci nativního proteinu. 
Koncentrace nativního proteinu je pak 
odvozena porovnáním intenzit píků syn-
tetického konstruktu a  nativního pep-
tidu v hmotnostních spektrech (obr. 4).

Závěr

Všechny popisované metody však mají 
stále svá omezení vedoucí ke kvanti-
fi kaci jen určité části proteinů přítom-
ných ve vzorku (obr.  5). Limitujícími 
jsou metodické i technologické faktory. 
Z  hlediska metodiky často dochází při 
přípravě vzorků ke ztrátám části analy-
zovaného materiálu a  v  případě tech-
nologie (např. hmotnostní spektrometr) 
stále není dostačující přístrojové vyba-
vení pro zachycení iontů všech protei-
nových komponent přítomných v analy-
zovaném vzorku. V návaznosti na tento 
proces je nutný i vývoj zpracování a vy-
hodnocení obsáhlých dat získaných 
z  hmotnostních spektrometrů. Firmy 
i  akademická pracoviště investují ne-
malé úsilí do vývoje dokonalejších al-
goritmů schopných zpracovat obrovské 
množství informací tak, aby se k uživa-
teli dostaly ve formě snadno interpreto-
vatelných výsledků. Cílem proteomiky 
je systematická kvantifikace proteinů 
v buňkách nebo tkáních, a tím sledování 
změn mezi různými bio logickými stavy, 
např. zdravý vs nemocný. Detekce těchto 

Obr. 4. Schematické znázornění absolutní kvantifi kace proteinů v komplexním biolo-

gickém vzorku.

Proteiny izolované ze vzorku jsou proteolyticky štěpeny enzymem na peptidy. Do pep-
tidové směsi jsou ve známých koncentracích přidány syntetické značené peptidy a celá 
směs je pak analyzována hmotnostním spektrometrem. Porovnáním intenzit píků synte-
tického a nativního peptidu je pak vypočítána koncentrace nativního peptidu.

buňky, tkáně proteiny peptidy

proteolytické 
štěpení

značené syntetické 
peptidy vybraného 

proteinu/ů

měření 
v MS

Obr. 5. Znázornění počtu kvantifi kovaných proteinů ve vzorcích analyzovaných 

proteomickými přístupy.
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Analýza proteinů pomocí hmotnostní 

spektrometrie

Analysis of Protein Using Mass Spectrometry

Dvořáková P., Hernychová L., Vojtěšek B.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
Rychlý rozvoj hmotnostní spektrometrie spolu s proteomickými přístupy umožňuje detailnější 
studium bio logických systémů. Prvotní problémy hmotnostně spektrometrických analýz bio-
logických makromolekulárních látek byly úspěšně překonány a dnes se běžně tato analytická 
metoda používá pro identifi kaci, kvantifi kaci a charakterizaci proteinů. Cílem článku je podat 
přehled o možnostech analýzy proteinů s využitím hmotnostní spektrometrie. Popisujeme 
různé typy ionizace a výběr analyzátorů pro hmotnostně spektrometrické měření proteinů, rov-
něž i on-line či off -line spojení analýzy se separačními technikami, jako je kapalinová chroma-
tografi e a elektroforéza. Zmiňujeme se i o přípravě proteinů a způsobech analýzy bio logických 
makromolekulárních látek pomocí hmotnostních spektrometrů. Dále jsou uvedeny možnosti 
hmotnostně spektrometrických analýz vzorků a zpracování naměřených dat.

Klíčová slova
hmotnostní spektrometrie – chromatografi e kapalinová – elektroforéza – proteomika

Summary
Recently, mass spectrometry has become a powerful tool in cancer research. Mass spectro-
metry represents the method that allows identifi cation, quantifi cation and characterization 
of proteins in bio logical samples. Nowadays, it is mainly used for bio marker discovery that can 
enable early detection of cancer. This article is focused on protein analysis by mass spectrome-
try. At fi rst, mass spectrometry and its importance in proteomics are described. Subsequently 
ionization type and mass analyzers are discussed. This relates to the possibility of on-line or 
off -line analysis connection with separation techniques, such as liquid chromatography and 
electrophoresis. Diff erent approaches for preparing proteins and methods of analysis of bio-
molecules using mass spectrometers are described. In addition, the possibility of mass spectro-
metric analyses of samples and data processing are discussed.

Key words
mass spectrometry – liquid chromatography – electrophoresis – proteomics
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Hmotnostní spektrometrie 

Hmotnostní spektrometrie je analytická 
metoda, která umožňuje rozlišit ionty na 
základě jejich poměru hmotnosti k  ná-
boji (m/ z, měrná hmotnost). Původně 
ovšem vznikla na poli fyziky a za její po-
čátek se považuje přelom 19. a  20. sto-
letí. Jako zakladatel je uváděn fyzik 
J. J. Thomson a jeho zásadní práce o vy-
chylování katodového záření v  elektric-
kém poli [1]. Analýza malých organických 
látek se stala rutinní záležitostí až v 80. le-
tech 20. století. V té době však analýza bio-
logických makromolekulárních látek, za 
které jsou považovány nukleové kyseliny 
a  proteiny, nebyla možná kvůli absenci 
vhodných ionizačních technik. Od 90. let 
došlo díky významnému pokroku v  ob-
lasti hmotnostní spektrometrie k rozvoji 
metod identifi kace a  strukturní analýzy 
těchto látek. Byly totiž objeveny vhodné 
techniky, které dokázaly účinně a jemně 
ionizovat tyto netěkavé makromole-
kuly, aniž způsobovaly jejich fragmentaci. 
Za vývoj těchto ionizačních technik byla 
jejich objevitelům Johnu B.  Fennovi  [2] 
a  Koichi Tanakovi  [3] udělena v  roce 
2002 Nobelova cena za chemii. 

Od té doby se hmotnostní spektro-
metrie začala v  bio logických sférách 
stále více uplatňovat. V posledních 10 le-
tech se pak stala významným nástro-
jem bio logického výzkumu především 

jako metoda identifi kace, charakterizace 
a  kvantifikace proteinů a  metabolitů. 
V analýze proteinů se hmotnostní spek-
trometrie používá především pro kont-
rolu kvality rekombinantních proteinů 
a ostatních makromolekul, k identifi kaci 
proteinů v bio logických látkách, hledání 
bio markerů pro daná onemocnění a pro 
detekci a charakterizaci posttranslačních 
modifi kací. 

Ionizace a analýza proteinů 

pomocí hmotnostní 

spektrometrie

Každý hmotnostní spektrometr (mass 
spectrometer –  MS) se skládá z ionizač-
ního zdroje, hmotnostního analyzátoru 
dělícího ionizované analyty dle jejich 
m/ z a z detektoru. 

Nejprve je nutné převést analyty po-
mocí vhodné ionizační techniky na ionty. 
Pro ionizaci bio logických makromoleku-
lárních látek se používají tzv. měkké io-
nizační techniky, které nezpůsobují je-
jich fragmentaci. Běžně se setkáváme 
s  ionizací pomocí laseru za účasti mat-
rice (matrix- assisted laser desorption io-
nization –  MALDI) a ionizací elektrospre-
jem (electrospray ionization  –  ESI) či 
nanosprejem (nanoESI) [4]. Při MALDI io-
nizaci je vzorek nanesen na MALDI des-
tičku a smíchán s vhodnou matricí (pro 
peptidy se používá např. a- kyano- 4- hyd-

roxyskořicová kyselina, 2,5- dihydroxy-
benzoová kyselina a  pro proteiny ky-
selina sinapová) a  ponechán společně 
krystalizovat. Poté je destička se vzorky 
umístěna do vakuované části MS. Proces 
ionizace je uskutečněn krátkými lasero-
vými pulzy, kdy energie záření laseru je 
pohlcena matricí, což vede k jejímu rych-
lému zahřátí a následné desorpci včetně 
iontů analytu. Při tomto procesu dochází 
ke vzniku převážně jednonásobně nabi-
tých iontů [5]. ESI ionizuje analyty v roz-
toku, tudíž je obvykle spojován on-line 
se separačními technikami, např. s  ka-
palinovou chromatografi í (liquid chro-
matography- ESI  –  LC- ESI) či kapilární 
elektroforézou (capillary electrophore-
sis- ESI –  CE- ESI). Při ionizaci ESI je na hrot 
sprejovací kapiláry přivedeno vysoké 
napětí (2– 6  kV)  [5], čímž dochází k  vy-
tvoření nabitých kapiček analytu oba-
lených rozpouštědlem. V  důsledku po-
stupného odpařování rozpouštědla se 
postupně uvolní vytvořené ionty, které 
jsou elektricky usměrňovány na vstup 
do MS (obr.  1). Tato ionizační technika 
produkuje vícenásobně nabité ionty 
[M+nH]n+.

Ionty vzniklé v ionizačním zdroji jsou 
následně usměrňovány iontovou opti-
kou a  přechází do hmotnostního ana-
lyzátoru. Separace iontů v  hmotnost-
ním analyzátoru probíhá za vysokého 
vakua a  je založena na různých fyzi-
kálních principech. Iontová past (ion 
trap  –  IT), orbitrap a  iontová cyklotró-
nová rezonance (ion cyclotron reso-
nance –  ICR) patří mezi hmotnostní ana-
lyzátory, které separují ionty na základě 
jejich m/ z resonanční frekvence; kva-
drupól (quadrupole –  Q) používá stabi-
lity iontů s danou m/ z při aplikování kon-
krétních hodnot napětí na elektrody 
v daný časový okamžik; analyzátor doby 
letu (time of fl ight –  TOF) využívá čas letu 
iontů  [5]. Jednotlivé MS se liší technic-
kými specifi kacemi, jako je hmotnostní 
rozsah, rychlost analýzy, rozlišení, senzi-
tivita či dynamický rozsah, souvisejícími 
s použitým hmotnostním analyzátorem; 
více informací lze nalézt v publikaci Hol-
čapek et al (2012) [6]. 

Po separaci v  hmotnostním analyzá-
toru dopadají ionty na detektor, který 
zaznamenává počet iontů pro jednot-
livé m/ z hodnoty. Nejčastěji se používají 

Obr. 1. Elektrosprej umožňuje převedení kapalné fáze na plynnou. 

Na hrot kapiláry, kterou proudí mobilní fáze s analyty, je přivedeno vysoké napětí. Dochází 
k vytvoření elektricky nabitého spreje. V důsledku odpařování rozpouštědla se postupně 
uvolňují ionty, které vstupují do MS.

hrot kapiláry

odpařování odpařování

vstup do MS

zdroj 
napětí
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separaci tzv. MudPit strategie. Příkladem 
multidimenzionální separace může být 
rozdělení komplexního vzorku off -line 
na kapalinovém chromatografu pomocí 
SCX kolony a jeho následná analýza ka-
palinovým chromatografem on-line spo-
jeným s  hmotnostním spektrometrem 
(LC- MS) nebo tandemovým hmotnost-
ním spektrometrem (LC- MS/ MS) s  RP 
kolonou [10].

Proteomické přístupy technik 

zpracování proteinů

Pro identifikaci a  charakterizaci pro-
teinů pomocí hmotnostní spektromet-
rie se dnes využívají dva hlavní přístupy. 
První je enzymatické štěpení proteinů 
na peptidy (bottom- up) (obr.  2), tento 
přístup je realizován pomocí štěpení 
proteinu v gelu (tzv. in-gel štěpení) [11], 
štěpení proteinů v roztoku (in-solution 
štěpení) [12] či na fi ltrech s regenerova-
nou celulózou (fi lter- aided sample pre-
paration  –  FASP)  [7]. Druhý přístup je 
top- down analýza, kdy se vynechává 
proteolytické štěpení a přímo se pracuje 
s intaktními proteiny [13]. 

Bottom- up přístup

Jedná se o velmi rozšířený proteomický 
přístup, který je využíván pro identifi kaci 
a  kvantifikaci proteinů v  komplexních 
bio logických vzorcích. Směs proteinů je 
před samotným měřením na MS enzy-
maticky štěpena na peptidy. 

Při in-gel štěpení jsou z  gelu vyříz-
nuty pásy obsahující proteiny. Pro efek-
tivnější štěpení proteinů na peptidy je 
nutné rozrušení třídimenzionální struk-
tury proteinů, která je fi xována pomocí 
disulfi dických můstků, aby došlo k zpří-
stupnění maximálního počtu stérických 
míst pro následné proteolytické štěpení. 
Toho se dosahuje přídavkem redukčních 
činidel (DTT, DTE, TCEP) s následnou ří-
zenou alkylací volných cysteinových 
zbytků pro zabránění opětovné tvorby 
disulfidických můstků vlivem vzdušné 
oxidace. Ke štěpení proteinů na peptidy 
je možné použít celou řadu enzymů, je-
jichž volba závisí na požadavcích klade-
ných na výslednou peptidovou směs. 
Nejčastěji používanou proteázou je tryp-
sin specifi cky štěpící proteiny na pep-
tidy, které mají na C- konci zbytky bazic-
kých aminokyselin argininu nebo lysinu 

Gelová elektroforéza využívá pro se-
paraci proteinů gel. Denaturované pro-
teiny, obalené dodecylsulfátem sodným 
(SDS) nesoucím silný negativní náboj, 
jsou naneseny na gel, který je umístěn 
v mírně alkalickém prostředí. Po aplikaci 
elektrického pole proteiny začnou mig-
rovat různou rychlostí směrem k anodě. 
Pohyblivost proteinů v  gelu je ovliv-
něna jednak vlastnostmi proteinu a jed-
nak podmínkami, za nichž separace 
probíhá. Mezi nejvýznamnější gelové 
techniky patří jednorozměrná či dvou-
rozměrná polyakrylamidová gelová 
elektroforéza (1- DE, 2- DE)  [8]. Tradiční 
1- DE umožňuje za denaturačních pod-
mínek dělit směs proteinů podle mole-
kulových hmotností. Při 2- DE předchází 
výše popsané separaci dělení proteino-
vých směsí podle izoelektrických bodů 
(pI) proteinů. Za výhodu zejména u 2- DE 
se považuje, že po rozdělení komplex-
ního vzorku již obvykle není třeba další 
separační krok. Lze ji tedy spojit s instru-
menty umožňujícími přímou analýzu 
(např. MALDI- TOF). V  případě 1- DE se 
však vyžaduje zařazení dalšího separač-
ního kroku –  kapalinové chromatografi e. 
Gelové techniky jsou omezeny nízkou 
citlivostí, linearitou, slabou rozpustností 
membránových proteinů a absencí níz-
komolekulárních látek.

Pro chromatografi ckou separaci se vy-
užívá kapalinová chromatografie, kdy 
jsou nejprve analyty přivedeny na ko-
lonu, která je zadržuje. Následně jsou 
analyty z  kolony postupně vymývány 
vhodnou mobilní fází. Na rozdíl od ge-
lových technik bývá kapalinová chro-
matografi e přímo spojována s  MS a  to 
pomocí ESI  [5]. Nejčastěji používanými 
kolonami jsou kolony s reverzní fází (RP), 
s kationtově výměnnou fází (strong ca-
tion- exchange –  SCX), kolony založené 
na hydrofi lní interakci (hydrophilic inte-
raction liquid chromatography –  HILIC) 
nebo na elektrostaticky odpuzované 
hydrofi lní interakci (electrostatic repul-
sion- hydrophilic interaction chromato-
graphy  –  ERLIC)  [9]. Jednotlivé kolony 
lze použít odděleně před vlastní MS ana-
lýzou (off -line separace) nebo v případě 
RP kolon je možné přímé spojení s MS 
(on-line separace). Pokud jsou vzorky 
velmi komplexní (např. buněčný lyzát), 
je vhodné provést multidimenzionální 

elektronové násobiče, kdy ionty dopa-
dají na povrch dynody, z níž vyrazí elek-
trony, které jsou systémem dynod nebo 
opakovanými kolizemi zesíleny. Výsled-
kem měření je hmotnostní spektrum, 
kde jsou zaznamenány jednotlivé namě-
řené měrné hmotnosti a jejich intenzity. 

Měřeny jsou pseudomolekulární 
ionty [M+H]+ nebo [M– H]– , kde M před-
stavuje hmotnost analytu, k níž byl při-
pojen či z ní byl odloučen atom vodíku. 
Lze zvolit, zda budou měřeny kladně či 
záporně nabité ionty. Pro proteiny se 
zpravidla volí kladný mód, záporný je 
používán pro speciální experimenty, jako 
např. pro studium vybraných posttrans-
lačních modifikací. Měří se monoizo-
topická molekulová hmotnost, která 
představuje součet přesných hmotností 
„nejlehčích“ izotopů prvků, a  je tedy 
odlišná od hmotnosti průměrné, jež je 
dána váženým průměrem všech izotopů 
daného prvku dle jejich procentuálního 
zastoupení.

Separační techniky

Biologické vzorky představují kom-
plexní směs obsahující vedle velkého 
množství proteinů také řadu dalších vy-
soko-  a nízkomolekulárních látek, tuků 
a  cukrů. Po odstranění těchto dopro-
vodných látek získáme vzorek, který je 
bohatou směsí proteinů lišících se jak 
koncentrací (abundantní proteiny vs 
minoritní), tak fyzikálně-chemickými 
vlastnostmi, jako polarita (hydrofili-
cita a  hydrofobicita), velikost (moleku-
lová hmotnost) a  náboj (izoelektrický 
bod) apod. Těchto rozdílných vlastností 
se používá k rozdělení komplexní směsi 
proteinů na méně komplexní frakce, při-
čemž platí, že čím kvalitnější frakcionace, 
tím více proteinů může být identifi ko-
váno. Limitující je v tomto případě pře-
devším koncentrace proteinu ve vzorku 
a dále dynamický rozsah hmotnostního 
analyzátoru. V  proteomice existují dva 
hlavní široce používané typy separace. 
První zahrnuje solubilizaci proteinů po-
mocí detergentů (nejčastěji sodium do-
decyl sulfate –  SDS) a  jejich následnou 
separaci gelovou elektroforézou  [7]. 
Druhý přístup nevyužívá gel, nýbrž roz-
dílné distribuce látek mezi stacionární 
a  mobilní fází, tedy chromatografické 
separace [8].
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vzniklých štěpením komplexních pro-
teinových směsí se pak především vyu-
žívá LC- ESI- MS/ MS [4,11] nebo lze zvolit 
i LC- MALDI- MS/ MS přístup.

Top- down přístup

Jedná se přístup, který je založen na ana-
lýze proteinu či jednoduché proteinové 
směsi separované z komplexního vzorku 
bez použití enzymatického štěpení pro-
teinů na peptidy. Obecně je analýza 
intaktního proteinu méně účinná než 
měření peptidů. Nabízí však určité mož-
nosti nedosažitelné na úrovni peptidů. 
Analýzou peptidů je totiž jen zřídka 
docíleno kompletního pokrytí sek-
vence proteinů, čímž se omezuje mož-
nost zkoumat místně specifi cké mutace 
a posttranslační modifi kace jednotlivých 
proteinů, které mohou být důležité pro 
bio logickou funkci  [5,13]. Další výhoda 
této techniky je, že poskytuje přesnou 
molekulovou hmotnost; nicméně větší 
proteiny jsou převážně heterogenní, sta-
novení přesné molekulové hmotnosti je 
tedy značně obtížné.

Pro analýzu proteinu je potřeba vyso-
korozlišovací MS s vysokou přesností mě-
ření (např. fourier transform ion cyclotron 
resonance –  FTICR, LTQ- Orbitrap). Správná 
volba je použití ESI ionizační techniky, 
přičemž solubilizaci proteinu pro ESI lze 
podpořit kyselinou mravenčí [4]. MALDI 
ionizace má pro proteiny větší než 30 kDa 
obecně nízkou citlivost.

Způsoby hmotnostně 

spektrometrické analýzy 

a procesování naměřených dat

Existují dva způsoby měření peptidů 
a proteinů pomocí hmotnostní spektro-
metrie. První je přímé měření vzniklých 
peptidů, získaných štěpením proteinu 
z gelu. Identifi kace následně probíhá me-
todou peptidového mapování (peptide 
mass fi ngerprinting  –  PMF)  [15]. Druhý 
způsob využívá tandemové hmotnostní 
spektrometrie, je tedy potřeba náročnější 
přístrojové vybavení se dvěma analyzá-
tory a kolizní celou. Identifi kace je usku-
tečněna peptidovým sekvencováním [4].

Metoda peptidového mapování 

Peptidy vzniklé enzymatickým štěpe-
ním proteinu ve vzorku jsou ionizovány, 
separovány a  detekovány pomocí MS,

tergentu. Následně je přenesen na fi ltr, 
čímž lze detergent vyměnit za vhodný 
pufr kompatibilní s proteolytickým ště-
pením. Protein je posléze štěpen na fi l-
tru proteázou a  dochází k  uvolnění 
peptidů [7]. 

Specifickou bottom- up strategií je 
tzv. shotgun, jehož cílem je získat co nej-
větší množství peptidů a tedy i proteinů. 
Proteinový lyzát bez jakékoliv frakcio-
nace je štěpen v roztoku a následně je se-
parován a analyzován pomocí LC- MS/ MS.

Peptidy získané štěpením proteinů 
jsou odsoleny a zakoncentrovány, poté 
je lze měřit pomocí MS. Pro relativně jed-
noduché peptidové směsi, které vznikly 
štěpením jednoho či několika pro-
teinů, se obvykle uplatňuje analýza po-
mocí MALDI- MS/ MS. Pro měření vzorků 

(pokud za nimi nenásleduje prolin) [14]. 
Jedna z výhod této metody je, že při apli-
kování vzorku na gel dochází k částeč-
nému odstranění případných nečistot. 
Naopak nevýhoda je možné zachycení 
peptidů v matrici gelu a také problema-
tická robotická příprava vzorků.

Metoda štěpení in-solution umožňuje 
štěpit komplexní směs proteinů přímo 
v roztoku. Pro extrakci proteinů jsou vy-
užívána silná chaotropní činidla, jako je 
močovina. Jedná se o metodu, která je 
mnohem snadněji automatizovatelná 
oproti in-gel štěpení. Často je následo-
vána dvoudimenzionální chromatogra-
fi ckou separací [7].

FASP kombinuje výhody předcho-
zích dvou metod. Biologický vzorek je 
kompletně solubilizován za pomocí de-

Obr. 2. Schéma „bottom-up“ přístupu s použitím a bez použítí separačních technik. 

Více či méně komplexní směs proteinů může být štěpena v roztoku, v gelu nebo metodou 
FASP. Získané peptidy jsou následně buď přímo analyzovány, nebo mohou být separovány 
a pak analyzovány. Výsledná hmotnostní a fragmentační spektra peptidů jsou podrobena 
databázovému prohledávání. 
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teom Discoverer, Protein Pilot). Nej-
více rozšířené je databázové vyhledá-
vání, které experimentální hmotnostně 
spektrometrická data porovnává s  pre-
dikovanými  [16,17]. K  tomuto účelu lze 
použít vyhledávací algoritmy, jako jsou 
např. Mascot, Sequest. Velmi důležité je 
správné zadání všech kritérií týkajících 
se přípravy vzorku, chemické modifi kace, 
které se mohou vyskytovat během mě-
ření a tím modifi kovat m/ z hodnotu iontů 
(např. oxidace, acetylace, karbamidome-
tylace), specifikace MS (např. typ frag-
mentace, ionizace, analyzátoru, tolerance 
prekurzorové a fragmentové hmoty) a vy-
brat databázi (např. NCBI, Swissprot) [22]. 
Po dokončení prohledávání je vygenero-
ván seznam proteinů, jež byly ve vzorku 
nalezeny. Dále jsou zde uvedeny jiné in-
formace, mezi něž patří např. skóre, které 
je vypočteno podle shodných experi-
mentálních a teoretických hmotností 
peptidu, a dále také procentuální hodno-
cení pokrytí sekvence proteinu.

Závěr

Hmotnostní spektrometrie od svého po-
čátku do současnosti prošla značným 

zátoru (obr. 3) a tam je naměřeno frag-
mentační spektrum peptidu. Fragmen-
tace může být uskutečněna pomocí 
kolizní energie (collision induced disso-
ciation  –  CID, popř. high energy colli-
sion induced dissociation –  HCD), záchy-
tem elektronů mnohonásobně nabitými 
ionty peptidů, proteinů (electron cap-
ture dissociation  –  ECD) nebo reakcí 
peptidových kationtů s  fluorantheno-
vým aniontem (electron transfer disso-
ciation  –  ETD). Peptidy obvykle bývají 
fragmentovány pomocí CID  fragmen-
tace [16,17]. Pro speciální aplikace např. 
fosfoproteomika, či kvantifi kace se však 
uplatňuje HCD a ETD fragmentace [18]. 
Pro proteiny se z fragmentačních tech-
nik používá především ECD  [19] nebo 
ETD [20,21] fragmentace.

Hmotnostně spektrometrické měření 
proteomických vzorků je obvykle rea-
lizováno ve způsobu data- dependent, 
kdy izolovány a fragmentovány jsou po-
stupně nejintenzivnější peptidové ionty 
získané z předešlého MS skenu [5].

Fragmentační spektra peptidů jsou 
pak procesována pomocí speciálních 
vyhodnocovacích programů (např. Pro-

přičemž PMF bývá především spojena 
s přístroji typu MALDI- TOF. Získané hmot-
nostní spektrum peptidů představuje 
specifi ckou charakteristiku proteinu. Hod-
noty m/ z odečtené z hmotnostního spek-
tra peptidů lze porovnat za pomoci spe-
ciálních vyhodnocovacích programů 
s teoreticky předpovězenými hmotnostmi 
peptidů, jež jsou obsaženy v použité data-
bázi. Na základě shody experimentálních 
a teoretických databázových hodnot m/ z 
se dá ke spektru s určitou jistotou přiřa-
dit protein. V  ně kte rých případech však 
není možné pouze z hmotnostního spek-
tra peptidů protein identifi kovat. V tomto 
případě se přistupuje k tandemové hmot-
nostní spektrometrii. 

Tandemová hmotnostní 

spektrometrie 

Při tandemové hmotnostní spektromet-
rii ionty vstupují do prvního hmotnost-
ního analyzátoru, kde nejprve dochází 
k  selekci a  izolaci peptidového iontu 
ze směsi. Následně je vybraný pepti-
dový prekurzor fragmentován v kolizní 
cele, vzniklé fragmenty jsou separovány 
a měřeny v druhém hmotnostním analy-

Obr. 3. Při tandemové hmotnostní spektrometrii dochází k izolaci peptidu ze směsi peptidů v prvním hmotnostním analyzátoru. 

Vybraný peptid je následně v kolizní cele fragmentován, vzniklé fragmenty jsou poté separovány a měřeny v druhém hmotnostním 
analyzátoru.

ionizace první hmotnostní 
analyzátor

druhý hmotnostní 
analyzátor

kolizní cela

izolace iontu A vznik fragmentů analýza fragmentů

hmotnostní spektrum fragmentační spektrum
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vývojem. V posledních letech se její tě-
žiště přesouvá z pole chemického do bio-
logických sfér, kde se uplatňuje při zá-
kladní charakterizaci proteomu a nabízí 
přesnější pohled do bio logických procesů 
buněk či organizmů. Dnes používané 
proteomické technologie dovolují identi-
fi kovat, kvantifi kovat a charakterizovat až 
tisíce proteinů ve vzorku. I přes neustálý 
pokrok je tato analytická metoda pro bio-
logické účely omezená. Z důvodu vysoké 
složitosti bio logického vzorku totiž není 
možné identifikovat všechny proteiny 
podílející se na procesech v buňce. V bu-
doucnu se však dá předpokládat další 
rozvoj hmotnostní spektrometrie, čímž 
bude umožněna detailnější identifi kace 
a charakterizace proteomů. 
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Souhrn
Vývoj dia gnostických a terapeutických přístupů v onkologii vyžaduje, kromě jiného, citlivé 
kvantitativní přístupy pro stanovení proteinů souvisejících s nádorovými procesy v klinických 
vzorcích. V tomto článku jsou představeny nové kvantitativní metody cílené proteomiky. Hlavní 
potenciál metod monitorování vybraných reakcí (SRM) a pseudo- SRM spočívá v kvantifi kaci 
předem vybraných proteinů ve větších souborech vzorků s vysokou citlivostí a selektivitou, čímž 
představují alternativu ke stávajícím imunochemickým přístupům. Potenciál HRM a SWATH 
spočívá naopak v získávání digitálních proteomických fi ngerprintů, z nichž je následně možné 
extrahovat kvantitativní proteomická data na podobném principu jako u SRM. Článek před-
stavuje aplikace uvedených metod v řadě studií z oblasti onkologického výzkumu, kde byly 
použity ke stanovení a validaci stávajících i nově navrhovaných proteinových bio markerů a při 
studiu jejich úlohy v mechanizmu vzniku a vývoje nádorů. 

Klíčová slova
proteomika –  monitorování vybraných reakcí –   onkologie –   SWATH –   bio markery – moleku-
lární diagnostika

Summary
Development of novel dia gnostic and therapeutic approaches in cancer research requires sen-
sitive and quantitative assays for determination of cancer-associated proteins in clinical samp-
les. Novel quantitative targeted proteomic approaches are overviewed in this communication. 
A major advantage of selected reaction monitoring (SRM) and pseudo- SRM lies in the selective 
and sensitive quantifi cation of selected proteins in large sample sets. As such, they represent 
an alternative to immunochemical approaches. On the other hand, the potential of HRM and 
SWATH lies in recording of digital fi ngerprints, which enable post-acquisition quantitative pro-
teomic data mining on a similar basis to SRM. This article shows applications of targeted pro-
teomics in a number of cancer research studies where they were used for quantifi cation and 
validation of current or potential protein bio markers and to study their role in cancer develop-
ment and progression.

Key words
proteomics –  selected reaction monitoring –  oncology –  SWATH –  bio markers – molecular 
diagnostics 
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Úvod

Nové poznatky z  oblasti molekulární 
bio logie nádorů jdou ruku v  ruce s vý-
vojem nových citlivých metod, které 
umožňují nové analýzy na úrovni ge-
nomu, transkriptomu i proteomu a jako 
celek podávají komplexní obrázek o bio-
logických procesech v  buňce. Proteiny 
jsou nejen stavebními prvky živých or-
ganizmů, ale i základními bio logickými 
katalyzátory, regulátory a prostředníky 
buněčné signalizace. Hladiny proteinů, 
jejich modifi kace a funkce se tak odráží 
v základním stavu buňky, jejích fyziolo-
gických reakcích na okolní podmínky 
i  patologických procesech včetně ma-
ligní transformace. Rozvoj proteomic-
kých metod a současně porovnávání vý-
sledného stavu proteomu se základní 
informací obsaženou v  genomu a  re-
gulací exprese na úrovni transkriptomu 
umožňují komplexně charakterizovat 
bio logické procesy v  buňce. Charakte-
rizace proteinů a  jejich kvantifi kace je 
tedy jedním z předpokladů rozvoje no-
vých dia gnostických a  terapeutických 
přístupů u nádorových onemocnění za-
ložených na nově získaných systémově 
bio logických poznatcích [1,2].

Proteomika je vědní směr, který se 
zabývá identifikací a  kvantifikací pro-
teinů v různých bio logických systémech, 
a  představuje tak nástroj k  pochopení 
složitých buněčných procesů. V  rámci 
proteomiky lze rozlišit dva základní 
směry: 1. tzv. necílenou proteomiku, 
která se zaměřuje na identifi kaci nových 
proteinových cílů v souvislosti s určitým 
bio logickým stavem, např. onemocně-
ním (srovnání vzorků pacientů s dobře 
defi novanou dia gnózou a  zdravých je-
dinců); 2. tzv. cílenou proteomiku, která 
se zaměřuje na jeden konkrétní protein 
a jeho bio logickou úlohu. Pro rozvoj cí-
lené proteomiky hraje zásadní roli mož-
nost citlivé, specifi cké a mezilaboratorně 
dobře reprodukovatelné kvantifikace 
studovaného proteinu. V  této oblasti 
dosud dominují převážně imunoche-
mické přístupy (western blotting spo-
jený s  imunodetekcí, ELISA), které jsou 
závislé na dostupnosti kvalitních a speci-
fi ckých protilátek. Principiálně zcela od-
lišná technika hmotnostní spektromet-
rie (mass spectrometry –  MS) v poslední 
době nabízí alternativní přístupy cílené 

kvantifi kace proteinů na bázi vybraných 
proteotypických peptidů, jejichž před-
stavení je předmětem tohoto článku. 
Vychází přitom ze zkušeností s technicky 
ekvivalentním přístupem pro MS kvan-
tifi kaci nízkomolekulárních látek, který 
je řadu let využíván v oblasti farmaceu-
tické a  forenzní analýzy  [3,4]. Jelikož 
metodický vývoj v  této oblasti dosáhl 
úrovně potřebné k běžnému uplatnění 
v bio logickém výzkumu včetně onkolo-
gického, byla cílená proteomika vyhod-
nocena časopisem Nature Methods jako 
metoda roku 2012 [5].

Základní metodou cílené proteo-
miky je tzv. monitorování vybraných 
reakcí (selected reaction monitoring  –  
SRM), o níž jsme podrobně referovali již 
dříve [6], dále viz [7,8]. Pomocí metody 
SRM lze kvantifi kovat až desítky předem 
vybraných proteinů v rámci jedné ana-
lýzy a  díky širokému lineárnímu dyna-
mickému rozsahu je tak možno stano-
vit proteiny obsažené v množství 45 až 
1,3  ×  106  kopií na buňku v  jedné ana-
lýze [9]. Je však nezbytné mít pro dané 
proteiny optimalizované metody, což 
znamená především vybrané kombi-
nace proteotypických peptidů a  jejich 
specifických fragmentů, které posky-
tují dobrý signál. SRM se běžně provádí 
na relativně jednoduchých hmotnost-
ních spektrometrech typu trojitý kva-
drupól (QQQ) nebo hybridních systé-
mech typu trojitý kvadrupól-lineární 
iontová past (QTRAP). Se zvyšující se cit-
livostí vysokorozlišovacích hmotnost-
ních spektrometrů (Orbitrap, QExactive, 
qTOF) se v  posledních letech rozšiřují 
možnosti cílené kvantifikace i  na této 
složitější, ale univerzálnější instrumen-
taci. V  tomto článku se proto budeme 
věnovat cílené kvantifikaci na hmot-
nostním spektrometru TripleTOF 5600+, 
který byl nedávno instalován na praco-
višti RECAMO Masarykova onkologic-
kého ústavu a který umožňuje provádět 
také sběr digitálních fingerprintů po-
mocí metody HRM (hyper reaction mo-
nitoring) neboli SWATH (sequential win-
dowed data independent acquisition of 
the total high resolution mass spectra). 
Z těchto fi ngerprintů lze následně, třeba 
několik let po provedené MS analýze, 
extrahovat kvantitativní data pro poz-
ději zvolené proteiny našeho zájmu. 

To staví proteomiku do zcela nového 
světla jako nástroje pro získání zcela no-
vých proteomických dat z fyzicky již ne-
dostupných vzorků, což žádná z dosud 
dostupných metod neumožňuje. Oba 
přístupy mají velký potenciál při verifi -
kaci a validaci potenciálních bio markerů 
nádorových onemocnění a  při kvanti-
fi kaci vybraných proteinů v  rámci stu-
dií zaměřených na studium bio logické 
úlohy proteinů in vitro a in vivo.

Příprava vzorků pro cílenou 

proteomiku a chromatografi cká 

separace

Analýza vzorků pomocí cílené proteo-
miky probíhá podobně jako běžná pro-
teomická LC- MS analýza s  tím, že při 
přípravě vzorku je třeba zohlednit jeho 
charakter a  typ použité kvantifikace. 
Proteiny se extrahují ze zmražených či 
archivovaných tkání, případně z  bio-
logických tekutin. Vzorky analyzované 
v  rámci onkologického výzkumu jsou 
obecně velmi komplexní. U vzorků typu 
sérum nebo plazma se proto někdy pro-
vádí imunochemické odstranění pro-
teinů o  velmi vysoké koncentraci. Pro 
proteiny o  nízké koncentraci lze pro-
vést naopak obohacení pomocí proti-
látky vůči cílovému proteinu  [8], která 
zvyšuje citlivost přístupu, přičemž spe-
cifi ta zůstává zajištěna MS identifi kací; 
tento přístup se pak označuje jako „im-
muno- SRM“  [10]. Důležitou otázkou je 
přídavek izotopově značených peptidů 
zajišťujících přesnou kvantifikaci. Pro 
SRM se přidávají izotopově značené pro-
teotypické peptidy o  známé koncen-
traci, které sekvencí odpovídají pepti-
dům z  kvantifi kovaných proteinů  [11]. 
Pro HRM a SWATH jsou naopak obvykle 
přidávány směsi ověřených peptidů, jež 
slouží ke kalibraci retenčních časů u ná-
sledné chromatografi cké separace a zvy-
šují tím spolehlivost celého přístupu. 
Získaný proteinový extrakt je reduko-
ván, alkylován a štěpen trypsinem, který 
specifi cky štěpí proteiny na C- straně ly-
sinu a argininu, pokud nenásleduje pro-
lin. Peptidové směsi jsou separovány na 
principu reverzně fázové chromatogra-
fi e on-line propojené do hmotnostního 
spektrometru. Lze však použít i  dvoj-
rozměrnou (2D) chromatografi ckou se-
paraci  [12], která snižuje komplexitu 
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last m/ z spektra, což umožňuje získávat 
kvantitativní data pro všechny deteko-
vatelné peptidy ve vzorku.

25  Da. Takto je v  průběhu LC- MS ana-
lýzy v krátkých cca 3 s trvajících cyklech 
opakovaně analyzována vždy celá ob-

vzorku, interference a  limity detekce, 
prodlužuje ale dobu experimentu. Chro-
matografi í separované peptidy vstupují 
do (nano)elektrospreje, kde vlivem vy-
sokého napětí dochází k jejich ionizaci, 
nabité ionty poté vstupují do hmotnost-
ního spektrometru.

Princip SRM a p- SRM

Základní princip SRM měřeného v hmot-
nostním spektrometru typu trojitý kvadru-
pól spočívá ve výběru peptidového iontu 
(prekurzorového iontu) v prvním hmot-
nostním analyzátoru (kvadrupól Q1).
Peptid je následně fragmentován v kva-
drupólu Q2, specifi cké peptidové frag-
menty (produktové ionty) jsou pak vy-
fi ltrovány díky nastavení kvadrupólu Q3 
(obr. 1A, B), kterým tyto prochází na de-
tektor [13]. Při SRM se tedy kvantifi kují ur-
čité vybrané peptidy, typické pro daný 
protein. Z kvantitativních dat těchto pep-
tidů se poté vypočítá kvantifikace ce-
lého proteinu. Modifi kovaný přístup cí-
lené kvantifi kace u vysokorozlišovacího 
hmotnostního spektrometru typu Tri-
pleTOF se označuje jako pseudo- SRM 
(p- SRM). Modifi kace spočívá v tom, že na-
místo měření jednotlivých předem vybra-
ných fragmentů peptidů je měřeno celé 
peptidové spektrum pomocí analyzátoru 
„time- of- flight“ (TOF). Výhodou tohoto 
přístupu je jednodušší vývoj metod pro 
kvantifi kaci konkrétních peptidů a  lepší 
kontrola selektivity, nevýhodou je horší 
citlivost ve srovnání s přístroji typu QQQ 
nebo QTRAP obdobné generace.

Princip HRM/ SWATH

Metoda HRM neboli SWATH je modi-
fi kací metody p- SRM. Zatímco při mě-
ření metodou p- SRM jsou pro získávání 
spekter vybírány pouze určité peptidy 
typické pro proteiny našeho zájmu, me-
toda SWATH je navržena k získání digi-
tálního fi ngerprintu, z něhož lze později 
vyčíst kvantitativní data až pro něko-
lik tisíc peptidů. Pro sběr SWATH digi-
tálních fi ngerprintů se škála m/ z rozdělí 
na okna o šířce typicky 25 Da. Kvadru-
pól Q1  funguje jako hmotnostní filtr, 
který postupně propouští ionty o urči-
tém rozsahu m/ z do kolizní cely (obr. 1C). 
Nejedná se zde o jednotlivé ionty, jak je 
tomu v případě SRM a p- SRM (šířka okna 
0,7 Da, obr. 1A, B), ale oblasti m/ z o šířce 

Obr. 1. Schéma hmotnostních spektrometrů pracujících v režimech SRM, p-SRM 

a SWATH/HRM. 

Peptidy jsou separovány kapalinovou chromatografi í, odkud vstupují do iontového zdroje, 
kde jsou účinkem vysokého napětí ionizovány. Nabité peptidy pokračují do hmotnostního 
spektrometru. A. V SRM metodě fi ltruje kvadrupól Q1 pouze vybrané prekurzorové ionty (pep-
tidy) o zvoleném poměru hmotnost/náboj (m/z), které pak pokračují do kolizní cely (Q2), kde 
jsou fragmentovány za vzniku produktových iontů (specifi ckých peptidových fragmentů). 
Kvadrupól Q3, podobně jako Q1, zde funguje na principu hmotnostního fi ltru a propouští na 
detektor jen vybrané produktové ionty. B. Metoda p-SRM se od SRM v principu liší v posled-
ním hmotnostním analyzátoru, kterým je analyzátor doby letu (time-of-fl ight – TOF). Zde do-
chází k analýze všech vzniklých produktových iontů na základě doby průletu k detektoru, ni-
koli jen vybraných. C. V případě metody SWATH/HRM kvadrupól Q1 postupně propouští do 
kolizní cely nikoliv jednotlivé prekurzorové ionty (peptidy), ale soubory peptidů spadajících 
do oblasti m/z (SWATH okna) o šířce typicky 25 Da. Všechny propuštěné ionty jsou pak frag-
mentovány v kolizní cele (Q2) a analyzovány pomocí analyzátoru doby letu (TOF).
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závislými metodami [17]. Pro vývoj sta-
novení nových proteinů pomocí SRM 
jsou dále vyvíjeny nové rychlejší a efek-
tivnější přístupy. Jeden z nich [18] umož-
nil vývoj metod pro kvantifi kaci jak kli-
nicky rutinně užívaného markeru nádorů 
vaječníku, CA125, tak i dalších zvažova-
ných bio markerů (beta-2- mikroglubulin, 
apolipoprotein A1, transthyretin a trans-
ferrin). Vyvinuté metody jsou k  dispo-
zici ve formě veřejně přístupné SRM 
knihovny [18]. 

V signalizaci u  nádorových procesů 
mají velký význam posttranslační mo-
difi kace proteinů, jako je fosforylace, ale 
také acetylace či glykosylace. Wolf-Yadlin 
et al [19] demonstrovali velmi efektivní 
SRM přístup pro analýzu fosforylací na 
222 fosforylačních místech proteinů po 
stimulaci buněk EGF. Bylo přitom iden-
tifikováno a  sledováno 31  fosforylač-
ních míst, která dosud s  EGF stimulací 
nebyla spojována. Publikovaný přístup 
umožňuje rutinní analýzu stovek fos-
forylačních míst za různých volitelných 

vzorcích mikrodisekovaných z  formali-
nem fi xované tkáně xenograftů a tkání 
nemalobuněčného karcinomu plic. Bylo 
prokázáno, že získaná data jsou velmi 
specifi cká pro EGFR a jednoznačně odli-
šují kvantifi kaci EGFR od kvantifi kace dal-
ších příbuzných proteinů (např. IGF-1R, 
cMet, Her2, Her3  a  Her4)  [15]. Metoda 
SRM má dále potenciál ve validaci no-
vých potenciálních bio markerů. Hladiny 
tří z  pěti SRM validovaných proteinů 
(14- 3- 3σ, gelsolin, lumican, transgluta-
minasa 2 a tissue inhibitor of metallopro-
teinase 1) vykázaly schopnost odlišení 
nádorů pankreatu od kontrol v daném 
souboru pacientů, přičemž nejlep-
ších výsledků bylo dosaženo pro gelso-
lin [16]. Podobně byla testována včasná 
detekce hepatocelulárního karcinomu 
u  pacientů po infekci hepatitidou C.
V souboru 50 pacientů byly skupiny pa-
cientů s nádorem a bez nádoru jedno-
značně rozlišeny pomocí hladin apolipo-
proteinu A1 stanovených pomocí SRM, 
přičemž data byla potvrzena dalšími ne-

Aplikace cílené proteomiky 

v onkologickém výzkumu

SRM je jednou z nejcitlivějších kvantita-
tivních metod hmotnostní spektromet-
rie. V současnosti získává nenahraditelné 
postavení v  oblasti validace proteinů, 
které by mohly hrát úlohu bio markerů 
bio logických stavů. Například Fortin et 
al [14] použili SRM v kombinaci s imuno-
deplecí vzorku pro stanovení klinicky ru-
tinně užívaného markeru, prostatového 
specifického antigenu (PSA), v  sérech 
pacientů s benigní hyperplazií prostaty 
a pacientů s nádory prostaty. Výsledky 
ukázaly dobrou korelaci výsledků uve-
deného přístupu cílené proteomiky 
a  běžně užívaného ELISA testu  [14]. 
Hembrough et al [15] s pomocí SRM pří-
stupu kvantifi kovali epidermal growth 
factor receptor (EGFR) v  buňkách linie 
odvozené z nádoru plic fi xované v para-
fi nu a ukázali dobrou shodu mezi daty 
získanými EGFR- SRM a  ELISA daty ze 
vzorků nefi xované kultury. Dále demon-
strovali možnost SRM stanovení EGFR ve 

Obr. 2. Princip metody SWATH/HRM.

Metoda je založená na kvantifi kaci produktových iontů vzniklých fragmentací všech prekurzorových iontů (peptidů) v tzv. SWATH ok-
nech. SWATH okna jsou úseky škály m/z nejčastěji o šířce 25 Da (např. při zvoleném hmotnostním rozsahu m/z = 400–1 100 Da se po-
stupně měří 28 SWATH oken v rámci jednoho cca 3 s trvajícího cyklu). Výsledkem měření každého SWATH okna je MS/MS spektrum na 
pravé straně obrázku. Chromatogram dole znázorňuje koeluci produktových iontů různých peptidů znázorněných různými barvami. 
Data z chromatogramu se poté využijí ke kvantifi kaci peptidů a proteinů ve vzorku. Zdroj: ABSCIEX, se svolením, upraveno dle [27].
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váno několik skupin interagujících pro-
teinů, jež vykazovaly zcela odlišné cho-
vání v odpovědi na stimulaci [25]. V jiné 
studii se autoři zaměřili na charakte-
rizaci změn protein-proteinových in-
terakcí souvisejících s  mutacemi cyk-
lin dependentní kinázy 4  (CDK4), které 
se vyskytují u  melanomů. Metoda 
AP- SWATH odhalila 17  proteinů, jež ve 
zvýšené míře interagovaly s  mutant-
ními formami CDK4 v porovnání s wild 
type formou proteinu. Interakce mu-
tantních forem CDK4 s Hsp90 proteiny 
(Hsp90α, Hsp90β) byly zvýšeny trojná-
sobně v porovnání s wild type. Mutantní 
formy CDK4 naopak téměř neinterago-
valy s  INK proteiny (p15INK, p16INK, 
p18INK a p19INK –  polypeptidové inhibi-
tory CDK4) v porovnání s wild type [26]. 
Z uvedených výsledků lze říci, že metoda 
SWATH je robustním přístupem pro cha-
rakterizaci změn v posttranslačních mo-
difi kacích proteinů a jejich protein-pro-
teinových interakcích, který nevyžaduje 
použití značení. V současné době prová-
děné studie se rovněž zaměřují na kon-
cept digitalizovaných bio bank, který by 
z  jedenkrát naměřených dat metodou 
SWATH umožnil v  budoucnu kdykoliv 
extrahovat jakékoliv dostupné kvantita-
tivní proteinové informace.

Závěr

Experimentálně náročné proteomické 
techniky vykazují v  posledních le-
tech metodický rozvoj, který stále více 
umožňuje splnit představy lékařů, bio-
logů a dalších výzkumných pracovníků. 
To odráží zejména stále se zvyšující podíl 
proteomu, jenž může být rutinně sledo-
ván. Nové metody cílené kvantifikace 
přispívají výrazným zlepšením k  repro-
dukovatelnosti, kvantifi kovatelnosti a ke 
zvýšení počtu vzorků, které mohou být 
zařazeny do proteomických studií. Zde 
prezentované práce ilustrují úspěšné ap-
likace cílené proteomiky v  oblasti on-
kologického výzkumu, jež v mnoha pří-
padech směřují k  reálnému uplatnění 
v  klinické praxi. Laboratoř hmotnostní 
spektrometrie Masarykova onkologic-
kého ústavu s hmotnostními spektrome-
try TripleTOF 5600+ a Orbitrap ELITE je 
připravena, ve spolupráci se specialisty 
napříč obory, k  tomuto úsilí významně 
přispět.

bio logických podmínek  [19]. Griffiths 
et al [20] dále zjistili, že metoda SRM je 
10násobně citlivější v porovnání s ostat-
ními metodami pro sledování acetylace, 
a tímto způsobem byli schopni identifi -
kovat pět nových acetylačních míst u cy-
tokeratinu 8  [20]. Hülsmeier et al  [21] 
studovali pomocí SRM vrozenou poru-
chu glykosylace. Cíleně se zaměřili na 
glykosylace u α- 1- antitrypsinu a  trans-
ferrinu a pomocí SRM zjistili vztah mezi 
sníženou glykosylací a  závažností CDG 
syndromu [21]. Glykosylace mají rovněž 
význam z toho důvodu, že řada sekreto-
vaných proteinů použitelných jako nein-
vazivní bio markery je glykosylovaných. 

Aplikace metody HRM/ SWATH 

v onkologickém výzkumu

Metoda SWATH umožňuje i  zpětnou 
kvantifi kaci všech detekovatelných pro-
teinů ve vzorku  [22] z  naměřených di-
gitálních fi ngerprintů. Jelikož se jedná 
o metodu velmi novou, počet publikova-
ných prací je zatím omezený a ty se za-
měřují převážně na strukturní a funkční 
studie proteinů na molekulární úrovni. 
Doposud byla metoda SWATH úspěšně 
využita ke studiu Her- 2/ neu receptoru 
(ErbB2) a  jeho fosforylované a acetylo-
vané formy [23]. Potenciál metody SWATH 
byl též demonstrován na vzorcích lidské 
plazmy získaných od zdravých jedinců, 
v nichž bylo cíleně sledováno 41 N- gly-
kopeptidů pomocí metod SWATH a SRM. 
V obou posledně jmenovaných studiích 
bylo zjištěno, že SWATH má sice nižší cit-
livost v porovnání se SRM, vývoj kvan-
tifi kačních metod však trvá kratší dobu 
a metoda umožňuje kvantifi kovat pod-
statně více proteinů v  jednom běhu. 
Reprodukovatelnost SRM a SWATH byla 
podobná [24]. SWATH může najít uplat-
nění také ve funkčním studiu pronádo-
rových procesů, konkrétně při charak-
terizaci protein-proteinových interakcí. 
V  této oblasti byl studován vliv stimu-
lace PI- 3K/ AKT signální dráhy na inter-
aktom proteinu 14- 3- 3β. Vzorky byly 
připraveny pomocí „pull- down” afi nitní 
purifi kace, která byla prováděna v  růz-
ných časech po přidání IGF1 (insulin-like 
growth factor 1 –  stimulátor PI- 3K/ AKT 
dráhy). Výsledky dynamicky popisují in-
teraktom proteinu 14- 3- 3β při aktivaci 
zmíněné dráhy, přičemž bylo identifi ko-
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Analýza fosfoproteínov a signálnych dráh 

kvantitatívno- proteomickými metódami
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by Quantitative Proteomics
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Súhrn
Fosforylácia proteínov má kľúčovú úlohu v regulácii bunkových signálnych dráh. Je zahrnutá vo 
väčšine bunkových dejov, v ktorých súhra medzi kinázami a fosfatázami prísne kontroluje bun-
kové deje ako napr. proliferáciu, diferenciáciu a apoptózu. Chybné alebo pozmenené signálne 
dráhy sa mnohokrát podieľajú na vzniku rôznych chorôb, čo iba zdôrazňuje dôležitosť štúdia 
fosfoproteómu. Abundancia fosfoproteínov je v proteóme často veľmi nízka a na ich analýzu 
sú potrebné vysoko citlivé a špecifi cké prístupy. Metódami kvantitatívnej proteomiky je možné 
analyzovať zmeny v abundancii jednotlivých proteínov a ich posttranslačných modifi káciách 
a následne i v signálnych dráhach buniek. V tomto článku sa venujeme kvantitatívno- proteo-
mickým metódam, ktoré je možné použiť pri štúdiu fosfoproteínov a ich zapojení do signálnych 
dráh. 

Kľúčové slová
proteomika –  fosfoproteíny –  signálne dráhy

Summary
Protein phosphorylation is a key regulator in cellular signaling pathways. It is involved in most 
cellular events in which interplay between phosphatases and kinases strictly controls bio logical 
processes, such as diff erentiation, proliferation and apoptosis. Altered or defective signaling 
pathways often result in various diseases, emphasizing the importance of studying the phos-
phoproteome. The abundance of phosphoproteins in the proteome is often very low, which re-
quires specifi c and highly sensitive approaches. By using quantitative proteomics methods, we 
are able to analyze changes in abundance of proteins and their posttranslational modifi cations 
and then changes in signaling pathways. In this review, we describe quantitative proteomics 
methods, which could be used for study of phosphoproteins and their connection in signaling 
pathways.

Key words
proteomics –  phosphoproteins –  signaling pathways
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Úvod

Fosforylácia proteínov je jedným z naj-
rozšírenejších regulačných mechaniz-
mov v prírode. Je kľúčovým regulátorom 
vnútrobunkových bio logických proce-
sov a  momentálne najštudovanejšou 
posttranslačnou modifikáciou proteí-
nov. Fosforyláciou je obvykle iniciovaná 
signálna transdukcia a  šírené signály 
v signálnych dráhach buniek. Je to do-
časná a reverzibilná posttranslačná mo-
difikácia, ktorá vedie k  zmenám kon-
formácie, aktivity a interakcií proteínov 
vo veľmi krátkom časovom úseku. Pro-
teínovú fosforyláciu riadia dve skupiny 
proteínov: kinázy (fosforylujú proteíny) 
a  fosfatázy (defosforylujú proteíny). 
Často sú fosforylované viaceré reziduá 
proteínu, a  to väčšinou rôznymi kiná-
zami. Spomedzi aminokyselín sa u euka-
ryotov môže fosforylovať serín, treonín, 
tyrozín a histidín, ktorý je však veľmi la-
bilný a zriedka identifi kovaný vo fosfo-
proteomických štúdiách.

Prístupy kvantitatívnej proteomiky 
nám dovoľujú analyzovať zmeny v  ex-
presii proteínov (a  fosfoproteínov) za 
rôznych podmienok a  taktiež aj určiť 
zmenu fosforylácie jednotlivých proteí-
nov, ktoré tvoria základnú funkčnú jed-
notku signálnych dráh.

V porovnaní s ostatnými proteínmi sú 
fosfoproteíny v  bunkách prítomné vo 
veľmi nízkych množstvách, čo kompli-
kuje ich detekciu hmotnostným spek-
trometrom a následné analýzy. Z tohto 
dôvodu sú potrebné techniky, ktoré 
umožňujú obohatenie vzoriek o  fos-
fopeptidy (po proteolytickom štie-
pení proteínov na peptidy) pred hmot-
nostne spektrometrickou analýzou. 
„Strong cation exchange chromatogra-
phy“ (SCX)  [1], „hydrophilic interaction 
liquid chromatography“ (HILIC) [2], obo-
hatenie fosfopeptidov oxidom titaniči-
tým (TiO2) [3] či „immobilized metal ion 
affi  nity chromatography“ (IMAC) [1] pa-
tria medzi techniky pomocou ktorých 
sme schopní úspešne izolovať fosfopep-
tidy pred MS analýzou. Následná kvapa-
linová chromatografi a v  spojení s  tan-
demovou MS analýzou (LC- MS/ MS) je 
vhodný prístup, ktorý dovoľuje identifi -
káciu a  kvantifi káciu tisícok fosforylač-
ných miest počas jednej analýzy. Tieto, 
ale aj ďalšie metódy a  postupy použí-

vané vo fosfoproteomických experimen-
toch budeme bližšie rozoberať v nasle-
dujúcej časti článku.

Metódy kvantifi kácie 

fosfoproteínov

Na kvantifi káciu zmien fosfoproteínov 
je možné použiť proteomické prístupy 
ako napr. „stable isotope labeling with 
amino acids in cell culture“ (SILAC)  [4], 
ktorý sa dá použiť iba na živé bunkové 
kultúry. Jedná sa o metabolické znače-
nie aminoyselín, pri ktorom v priebehu 
kultivácie dochádza k  inkorporácii ťaž-
kých aminokyselín (značené stabilné 
izotopy lyzínu a arginínu) do novosynte-
tizovaných proteínov. Pri tejto metóde je 
možné použiť ťažké izotopy lyzínu a ar-
ginínu (R10K8), stredne ťažké izotopy 
lyzínu a  arginínu (R6K4) a  neznačené, 
ľahké médium (R0K0). 

Medzi izotopické značenia fosfopep-
tidov patria napr. ICAT, dimetylové a 18O 
značenie. 

ICAT (isotope- coded affinity tags), 
teda thiol- reaktívne molekuly obsahu-
júce ťažké alebo ľahké izotopy, pred-
stavuje jednu z  najstarších techník  [5]. 
ICAT značka pozostáva z reaktívnej sku-
piny, ktorá je orientovaná na cysteín, 
polymerového linkera s  ôsmimi deu-
tériami a  bio tínovej skupiny, ktorá do-
voľuje purifi káciu značených peptidov. 
V  ICAT experimente sú dva proteínové 
pooly denaturované a redukované, cys-
teínové reziduá proteínov sú následne 
značené ľahkým alebo ťažkým reagen-
tom. Značené pooly sú potom zmiešané, 
prečistené od nadbytečného reagentu 
a štiepené vhodnou proteázou. Peptidy 
obsahujúce cysteín, nesúce ľahkú alebo 
ťažkú značku sú následne zachytené po-
mocou avidínovej kolóny, cez bio tínovú 
skupinu na značke. Peptidy sú potom 
vyeluované z  kolóny a  analyzované na 
MS [6].

Pri dimetylovom značení sú proteíny 
najprv štiepené vhodnou proteázou, ako 
napr. trypsín, následne sú peptidy z rôz-
nych vzoriek označené dimetylovými 
značkami a analyzované na LC/ MS, pri-
čom rozdiel abundancie dimetylových 
značiek je použitý na porovnanie rozdie-
lov v abundancii peptidov vo vzorkách. 
Toto značenie je založené na reakcii pri-
márnych peptidových amínov (N- konce 

peptidov a epsilonové amino skupiny ly-
zínových reziduí) s formaldehydom a vy-
tvorení Schiff  bázy, ktorá je rapídne re-
dukovaná pridaním cyanoborohydridu. 
Dimetylové značenie je možné pou-
žiť ako triplex, kde je pri značení „ľah-
kou značkou“ použitý obyčajný formal-
dehyd a  cyanoborohydrid, čo spôsobí 
zvýšenie hmotnosti o 28 Da na primárny 
amín v  peptide. Použitie denaturova-
ného formaldehydu a obyčajného cya-
noborohydridu spôsobí zvýšenie hmot-
nosti o 32 Da, čo je stredná značka [7]. 
Inkorporácia ťažkej značky je dosiahnutá 
kombináciou denaturovaného a 13C- zna-
čeného formaldehydu s cyanoborodeu-
teridom, čo vedie k zvýšeniu hmotnosti 
o 36 Da [8].

Značenie pomocou 18O je relatívne 
jednoduchá, enzýmovo- sprostredko-
vaná technika značenia peptidov po-
mocou H2  18O. Tento prístup je spojený 
s proteázami 2. triedy, napr. trypsínom, 
ktoré katalyzujú výmenu dvoch 16O ató-
mov za dva 18O atómy na C-terminálnej 
karboxylovej skupine proteolitického 
peptidu, čo vedie k  posunu hmotnosti 
o 4 Da medzi 1- krát nabitými rôzne zna-
čenými peptidmi v MS1 móde [6].

TMT (tandem mass tag)  [9] a  iTRAQ 
(the isobaric tag for relative and ab-
solute quantitation)  [10] sú izobarické 
značenia fungujúce na veľmi podob-
nom princípe. V porovnaní s tradičnými 
kvantifi kačnými metódami sú schopné 
použitím tandemovej MS analýzy si-
multánne identifikovať a  kvantifiko-
vať 6– 8  vzoriek. TMT molekula pozos-
táva z  reaktívnej skupiny, ktorá značí 
primárne amínové skupiny; reportéro-
vej skupiny, ktorá udáva v MS/ MS móde 
abundanciu peptidu po zmiešaní pep-
tidov; odštiepiteľného linkeru, ktorý 
uvoľnuje TMT reporterový fragment 
v MS/ MS analýze a hmotnostne norma-
lizačnej skupiny, ktorá vyrovnáva hmot-
nostné rozdiely medzi jednotlivými re-
portérovými fragmentami na udržanie 
konštantnej celkovej hmotnosti zna-
čiek v  sete  [11]. Keďže sa jedná o  izo-
barické značky, kvantifi kácia prevedená 
v MS/ MS móde porovnaním plôch píkov 
označených iónov vychádza z fragmen-
tácie značky, teda rovnaké spektrum je 
použité na kvantifi káciu a  identifi káciu 
fosfopeptidu [12].
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značky, napr. Sypro Ruby, Flamingo, 
či Deep Purple, ktoré majú senzitivitu 
okolo 1  ng detekovaného proteínu. 
Veľmi citlivým prístupom je farbenie 
striebrom, pomocou ktorého je možné 
vizualizovať 0,3 ng proteínu. Po farbení 
sú jednotlivé bandy vyrezané z  gélu, 
odfarbené a  proteíny štiepené proteá-
zou. Nevýhoda tejto metódy spočíva 
v strate proteínov nerozpustných v SDS 
pufri a proteínov s nízkou molekulovou 
hmotnosťou [18]. 

Separácia peptidov pomocou 

kvapalinovej chromatografi e

Na rozdelenie komplexných vzoriek 
peptidov získaných FASP protokolom 
alebo štiepením v roztoku, ako aj na od-
stránenie zložiek, ktoré môžu interfero-
vať s ďalšími postupmi, je možné použiť 
kvapalinovú chromatografi u. High-per-
formance liquid chromatography (HPLC) 
môže byť použitá na separáciu peptidov 
na základe hydrofobicity, náboja alebo 
veľkosti. Kombináciou vhodných analy-
tických kolón a gradientov je možné vy-
brať frakcie obsahujúce peptidy a fosfo-
peptidy a ďalej ich analyzovať. Vybrané 
typy kolón a  ich vlastnosti budú popí-
sané v ďalšej časti: 
• Na negatívne nabitých funkčných sku-

pinách kolóny strong cation exchange 
chromatography (SCX) sa pri pH 2,7 za-
chytávajú najmä 1- krát fosforylované 
+1 kladne nabité fosfopeptidy. V eluo-
vanej frakcii sa nachádzajú multifosfo-
rylované peptidy, preto je nutné eluát 
zachytiť [1]. 

• Hydrophilic interaction liquid chro-
matography (HILIC) je vysoko rozlišo-
vacia separačná technika, pri ktorej sa 
využívajú vodíkové interakcie medzi 
peptidom a  neutrálnou, hydrofilnou 
stacionárnou fázou. Retencia vzrastá 
so zvyšujúcou sa polaritou peptidu. 
Vzorky sú nanášané vo fáze s  vyso-
kým podielom organických zlúčenín 
a  eluo vané zvyšujúcou sa polaritou 
mobilnej fázy [2].

• Electrostatic repulsion- hydrophilic in-
teraction chromatography (ERLIC) je 
separácia založená na anion exchange 
chromatography v  kombinácii s  hyd-
rofi lnými interakciami. Fosfátové sku-
piny sú čiastočne ionizované a  elek-
trostaticky priťahované k stacionárnej 

tri (10 kDa, alebo 30 kDa), kde prebieha 
aj následná redukcia, alkylácia a vlastné 
proteolytické štiepenie. Medzi nevý-
hody tohto postupu patrí čiastočná 
strata vstupného materiálu na fi ltri [14]. 

Štiepenie v  roztoku je postup, pri 
ktorom sa do skúmavky so vzorkou pro-
teínov postupne pridávajú jednotlivé 
roztoky zaisťujúce denaturáciu, redukciu 
a  alkyláciu (napr. močovina, DTT, IAA). 
Prebytok alkylačného činidla je následne 
odstránený pridaním redukčného či-
nidla, aby sa v  hmotnostnom spektre 
neobjavovali satelitné peptidové píky 
nesúce vzniknuté modifi kácie zvyšujúce 
ich m/ z. Nakoniec sa pridáva proteáza 
a roztok NH4HCO3, ktorý je s ňou kompa-
tibilný a poskytuje vhodné podmienky 
na štiepenie. V  prípade tohto postupu 
vstupný materiál síce zostáva zacho-
vaný, ale všetky pridané reagencie zostá-
vajú v roztoku spolu so vzorkou a pred 
ďalším krokom je nutné získané peptidy 
purifi kovať [15].

Pri štiepení proteínov v  géli sa bun-
kový lyzát najprv rozseparuje na poly-
akrylamidovom géli. Zväčša sa pou-
žívajú denaturačné 1D alebo 2D 
elektroforézy, ktoré separujú denaturo-
vané proteíny podľa molekulovej hmot-
nosti (proteíny s najvyššou hmotnosťou 
putujú v  géli najpomalšie), čím záro-
veň umožňujú presné stanovenie mole-
kulovej hmotnosti. Pri 1D elektroforéze 
sa proteíny separujú iba podľa mole-
kulovej hmotnosti. Pri 2D elektroforéze 
sa proteíny rozdeľujú najprv podľa izo-
elektrického bodu, čo je pH, pri ktorom 
majú molekuly nulový náboj, a  nepo-
hybujú sa v elektrickom poli [16]. Nasle-
duje ich delenie v druhom smere podľa 
molekulovej hmotnosti. Najväčšou vý-
hodou týchto postupov je prečistenie 
proteínov od nízkomolekulových ne-
čistôt, ako napr. detergentov a  zložiek 
pufrov, ktoré často nie sú kompatibilné 
s následnou MS analýzou. Na vizualizá-
ciu proteínov sa používajú napr. trifenyl-
metánové farbivá Coomassie brilliant 
blue (R250, G250), ktoré sa viažu na pro-
teíny prostredníctvom van der Waaleso-
vých a elektrostatických interakcií  [17]. 
Najbežnejšie používanou je Coomassie 
brilliant blue G250, ktorá je schopná vi-
zualizovať už 0,3  ng proteínu v  géli. 
Komerčne sú dostupné aj fl uorescenčné 

Pri label free kvantifi kácii sú proteí-
nové zmesi analyzované priamo a vzorky 
sú navzájom porovnané až po samostat-
ných analýzach. Pri tejto metóde nie 
sú vzorky zmiešané, teda je možné do-
siahnuť vyššieho proteómového pokry-
tia a neexistuje žiaden limit v počte vzo-
riek, ktoré môžu byť porovnávané [13]. 
Nevýhodou tohto prístupu je neprí-
tomnosť formálneho vnútorného štan-
dardu, čo môže viesť k  významným 
chybám v  individuálnych datasetoch. 
Tento nedostatok je však minimalizo-
vaný analýzou niekoľkých bio logických 
replikátov [6].

Proteolytické štiepenie

Pred hmotnostnou analýzou je potrebné 
vzorky upraviť tak, aby boli kompatibilné 
s meraním na hmotnostnom spektrome-
tri. Prvým krokom je štiepenie proteínov 
na peptidy použitím vhodnej proteázy. 
Na to, aby mohla proteáza proteíny efek-
tívne štiepiť, je potrebná ich denaturá-
cia, redukcia a  alkylácia. Na denaturá-
ciu sa používajú rôzne reagencie, napr. 
β-merkaptoetanol, SDS. Medzi najviac 
používané redukčné činidlo patrí dithio-
treitol (DTT) alebo Tris (2- carboxyethyl) 
phosphine (TCEP), ktoré redukujú disul-
fi dové mostíky medzi cysteínovými sku-
pinami. Nasleduje alkylácia thiolových 
skupín pomocou jódacetamidu (IAA), 
ktorý zabraňuje ich reoxidácii. Proteíny 
sú potom štepené proteázami na pep-
tidy, ktoré je možné analyzovať na hmot-
nostnom spektrometri. Používajú sa pro-
teázy s  vysokou špecifi citou štiepenia, 
aminokyselinové reťazce štiepia iba za 
určitými aminokyselinami. Jednou z naj-
bežnejšie používaných proteáz je tryp-
sín, ktorý štiepi reťazec aminokyselín na 
karboxylovej strane lyzínu a arginínu, ak 
za nimi nenasleduje prolín. Existuje via-
cero postupov, ako proteíny pripraviť 
na proteolytické štiepenie. Ich výber zá-
visí na type a množstve vzorky, keďže pri 
niektorých postupoch sú starty vzoriek 
väčšie než pri iných.

Pred vlastným proteolytickým štiepe-
ním je potrebné odstrániť denaturačný 
roztok, ktorý nie je kompatibilný s pro-
teolytickými enzýmami, a  preto sa za-
mieňa za roztok močoviny. Pri „filter 
aided sample preparation“ (FASP) pro-
tokole sa tento krok deje na „cut off “ fi l-
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difi kácií, ako napr. fosforylácie. ETD má 
vyššiu pravdepodobnosť úspešnej fosfo-
peptidovej identifi kácie pre prekurzory 
s nízkym m/ z a nábojovým stavom > 2, 
kým CID je úspešnejšia pre dvojnásobne 
nabité peptidy a tie s vysokým m/ z [21]. 
Niektoré štúdie porovnávajúce ETD 
a  CID navrhujú využitie oboch metód 
fragmentácie na dosiahnutie komplex-
nej analýzy fosforylácie [21– 23].

Analyzovanie dát

Kritickou súčasťou všetkých proteo-
mických štúdií je analýza dát, pri kto-
rej sa využívajú bio informatické a štatis-
tické prístupy. Získané MS/ MS dáta sú 
porovnané s  databázou Uniprot pro-
teome [24] s použitím softwarov Mascot 
(Matrix Science Inc.) alebo Sequest [25]. 
Na spracovanie dát, prehľadanie data-
báz a  kvantitatívne vyhodnotenie roz-
dielov medzi fosfoproteínmi v jednotli-
vých vzorkách je možné použiť program 
Proteome Discoverer 1.4  (Thermo Fis-
her Scientific) s  algoritmom Phos-
phoRS 3.1  [26] umožňujúcim predikciu 
lokalizácie fosforylovaných miest. K dis-
pozícii sú aj ďalšie podobné programy 
MaxQuant [27] a SkyLine [28]. 

Pri identifi kovaných fosfoproteínoch 
je potrebné brať do úvahy zmenu fos-
forylácie oproti kontrolnej vzorke a cel-
kovej expresii proteínu. Proteíny so sig-
nifikantnými zmenami fosforylácie 
môžu byť ďalej použité na štúdium sig-
nálnych dráh pomocou špecializova-
ných programov ako napr. Ingenuity 
Pathway Analysis (IPA)  [29], David  [30] 
alebo PathVisio  [31]. Tieto programy 
sú schopné grafi cky znázorniť signálne 
dráhy na základe informácií získaných 
z databáz a vedeckých publikácií. Umož-
ňujú tiež porovnanie jednotlivých dráh, 
a  teda defi novanie hlavných rozdielov 
medzi signálnymi dráhami v  rôznych 
bunkách. 

Záver

Na štúdium zmien v signálnych dráhach 
buniek je možné využiť proteomické 
prístupy. Kvantitatívna proteomika 
umožňuje určiť zmeny v signálnych drá-
hach zahŕňajúce zmeny v expresii pro-
teínov, ako aj zmeny v posttranslačných 
modifikáciách (fosforyláciách), ktoré 

cionárnu fázu, na ktorú sa môžu na-
viazať negatívne nabité fosfopeptidy 
v mobilnej fáze. Táto metóda je vhodná 
hlavne pre obohatenie multifosforylo-
vaných peptidov. Vážnym problémom 
tohto postupu je nešpecifická väzba 
nefosforylovaných peptidov obsahu-
júcich viacnásobne kyslé reziduá ami-
nokyselín, čo znižuje selektivitu. Jed-
nou z  možností ako zvýšiť selektivitu 
tejto metódy je rovnako ako pri TiO2 
zníženie pH [1]. 

SIMAC metóda kombinuje výhody 
TiO2 a IMAC prístupu. Keďže pri IMAC sú 
preferenčne naviazané multifosforylo-
vané peptidy a pri TiO2 monofosforylo-
vané, kombináciou týchto dvoch metód 
je možné dosiahnuť jednoduchého obo-
hatenia mono-  i  multifosforylovaných 
peptidov. IMAC je použitý ako prvý krok, 
kde po väzbe nasleduje elúcia monofos-
forylovaných peptidov za kyslých pod-
mienok (pH 1,0) a  potom elúcia multi-
fosforylovaných peptidov za bázických 
podmienok (pH 11,3). Ďalším krokom je 
obohatenie monofosforylovaných pep-
tidov TiO2 časticami [1]. 

Hmotnostne spektrometrická 

analýza

Peptidy (fosfopeptidy) je možné iden-
tifikovať pomocou MALDI- MS (mat-
rix- aassis ted laser desorption/ ionization –  
mass spectrometry, tj. hmotnostného 
spektrometru s  ionizáciou pomocou 
laseru za účasti matrice) alebo pro-
stredníctvom LC- MS/ MS (liquid chro-
matography  –  mass spectrometry) 
s  elektrosprejovou ionizáciou. Pri hlb-
ších fosforylačných štúdiách je dôle-
žité určiť špecifickú aminokyselinu, 
ktorá bola fosforylovaná (miesto fosfo-
rylácie) v  danom bio logickom experi-
mente. Preto sa využíva tandemová MS 
analýza s collision-induced dissociation 
(CID) a  electron- transfer dissociation 
(ETD) fragmentáciou. Pri CID fragmentá-
cii dochádza k strate fosfátovej skupiny 
H3PO4  pri fosfoseríne a  fosfotreoníne 
a HPO3 pri fosfotyrozíne. Nedostatkami 
tejto metódy sú nízka ionizačná efekti-
vita a skorá strata labilnej fosfátovej sku-
piny, čo má za následok nízky počet pep-
tidových fragmentov na identifikáciu. 
ETD štiepi peptidovú kostru bez odštie-
penia labilných posttranslačných mo-

fáze. Ako prvé sú eluované nefosfo-
rylované, monofosforylované a difos-
forylované peptidy, keďže multifos-
forylované peptidy obsahujú viacero 
negatívnych nábojov na fosfátových 
skupinách a eluujú sa neskôr [19]. 

Techniky obohacovania vzoriek 

o fosfopeptidy

Obohatenie fosfopeptidov je kľúčový 
krok v príprave vzoriek na identifi kova-
nie fosforylovaných aminokyselín. Kon-
centrácia fosfoproteínov je v  bunke 
v  porovnaní s  ostatnými proteínmi 
veľmi nízka a  sú takmer nemerateľné 
dostupnými technikami hmotnostnej 
spektro metrie. Fosfopeptidy zle ioni-
zujú, čo je dôsledkom prítomnosti fos-
fátovej skupiny, ktorá je záporne na-
bitá. Tým ovplyvňuje efektivitu ionizácie 
a  detekcie pri kyslých podmienkach, 
ktoré sa používajú pri analýze v  pozi-
tívnom móde [20]. Fosfopeptidy bývajú 
v spektrách prekryté fragmentmi nefos-
forylovaných/ abundantnejších pepti-
dových iónov, ktoré majú oveľa vyššiu 
intenzitu signálu. Na získanie/ obohate-
nie fosfopeptidov zo vzoriek bolo vyvi-
nutých viacero metód, ktoré využívajú 
väzbu fosfátovej skupiny na matricu. 
Medzi najviac používané obohacovacie 
metódy patria obohatenie fosfopepti-
dov oxidom titaničitým (TiO2), immobi-
lized metal ion affi  nity chromatography 
(IMAC) a  sequentional elution from 
IMAC (SIMAC).

V prípade TiO2  (voľné častice s  prie-
merom 10  μm) dochádza k  väzbe fos-
fopeptidu cez fosfátové OH skupiny za 
kyslých podmienok. Uvoľnenie tejto 
väzby nastáva za zásaditých podmienok, 
pričom uvoľnené sú najmä monofosfo-
rylované peptidy (multifosforylované 
peptidy sa na TiO2 viažu s príliš vysokou 
afi nitou a  ich elúcia je veľmi obtiažna). 
Na TiO2 sa môžu viazať aj kyslé peptidy, 
čomu sa dá predísť znížením pH kyseli-
nou trifl uóroctovou alebo pridaním ky-
seliny dihydrobenzoovej, či mliečnej, 
ktoré sa na TiO2  viažu s  vyššou afini-
tou než kyslé peptidy, ale s nižšou než 
fosfopeptidy [3]. 

Pri metóde IMAC sú ióny kovov (Fe3+, 
Al3+, Ga3+, Co2+) chelatované na častice 
pokryté nitrilotrioctovou alebo imino-
dioctovou kyselinou, čím vytvárajú sta-
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obohacovacích technikách sú problémy, 
ktoré je nutné riešiť. Nemenej dôle-
žitými sú i  obmedzenia v  MS analýze 
a  bio informatických aplikáciách. Rov-
nako aj zdokonaľovanie starých a vývoj 
nových metód a programov na analýzu 
môže rapídne prispieť k vylepšeniu de-
tekcie a identifi kácie proteínov.
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sú základným mechanizmom pri zapí-
naní/ vypínaní signálnych dráh. Vzhľa-
dom na nízku abundanciu fosfopro-
teínov v  bunkách a  ich problematické 
zachytenie hmotnostným spektrome-
trom je správna voľba metód kľúčovým 
krokom (tab. 1.).

Nedostatky pri momentálne používa-
ných postupoch poskytujú široký pries-
tor na vylepšenie metód. Zamedzenie 
straty materiálu pri príprave vzoriek, či 
väzbe kyslých peptidov na častice pri 

Tab. 1. Schéma postupu spracovania 

vzorky proteomickými metódami.

Proteolitické štiepenie

a)  FASP – fi lter aided sample 
preparation

b) štiepenie v roztoku
c) štiepenie v géli

Kapalinová chromatografi a

a) SCX – strong cation exchange
b)  HILIC – hydrophilic interaction 

liquid chromatography
c)  ERLIC – electrostatic repul-

sion – hydrophilic interaction 
chromatography

Obohatenie fosfopeptidov

a) TiO2 
b)  IMAC – immobilized metal ion affi  -
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Nové trendy ve studiu glykosylace proteinů 

u onkologických onemocnění

New Trends in the Study of Protein Glycosylation in Oncological 
Diseases

Zahradníková M., Hernychová L., Vojtěšek B., Novotný M. V.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
Glykomika a glykoproteomika představují relativně nové směry pro analýzy komplexních bio-
logických vzorků a jejich důležitost neustále roste. Tyto oblasti jsou komplementární k dalším 
zavedeným přístupům, např. ke genomickému profi lování a proteomice. Glykoproteiny jsou 
stále více uznávány jako důležité molekuly účastnící se buněčných interakcí a adhezí. Výskyt 
strukturních změn v glykanových částech se zdá být typický pro různé typy rakoviny. Násle-
dující souhrn se zabývá aktuálními trendy v glykomickém profi lování a glykoproteomickém 
výzkumu bio logických tekutin a tkání se zaměřením na rakovinu. Použité metody jsou založeny 
na principech kapilárních separačních technik, hmotnostní spektrometrie a glykanových a lek-
tinových čipů. Všechny zmíněné metody mají značný potenciál pro využití v dia gnostických 
a prediktivních vyšetřeních.

Klíčová slova
glykomika –  glykopeptidy –  rakovina –  kapalinová chromatografi e –  hmotnostní spektromet-
rie –  kapilární elektroforéza –  glykanové profi lování –  čipové analýzy

Summary
Glycomics and glycoproteomics represent relatively new directions in detail analyses of com-
plex bio logical media. These areas of increasing importance to cancer research complement 
the more established genomic profi ling and proteomics. Glycoproteins are being increasingly 
recognized as important in cellular interactions and adhesion. Structural alterations of their 
glycan moieties seem to occur in diff erent cancer conditions. We review current directions in 
glycomic profi ling and glycoproteomic investigations of bio logical fl uids and tissues pertaining 
to cancer. The used methods rely on capillary separation techniques, mass spectrometry, and 
the glycan and lectin arrays. They all show considerable promise for new dia gnostic and pro-
gnostic measurements.

Key words
glycomics –  glycopeptides –  cancer –  liquid chromatography –  mass spectrometry –  capillary 
electrophoresis –  glycan profi ling –  array analysis
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Úvod

Biomolekuly obsahující sacharidy mají 
četné bio logické funkce v různých buň-
kách [1]. V procesu známém jako glyko-
sylace dochází k připojení sacharidových 
struktur k lipidům a proteinům za vzniku 
glykolipidů a glykoproteinů. Glykanové 
struktury dodávají bio molekulám vy-
soký stupeň strukturní diverzity a mno-
hostranné bio logické funkce. Glyko-
proteiny a  glykolipidy lokalizované na 
buněčné membráně se podílejí na bu-
něčném rozpoznávání a adhezi, zatímco 
další proteiny, lokalizované uvnitř buňky 
nesoucí malé sacharidové jednotky se 
často zapojují v  kaskádách signálních 
drah. S řadou proteinů, které jsou v bu-
něčném prostoru glykosylovány, může 
dojít k různorodým změnám ve složení 
glykanové části za různých bio logických 

okolností. Sacharidy jsou bio synteticky 
mnohostranné molekuly z  hlediska je-
jich strukturních parametrů, jako je 
např. řetězení se či výskyt různých gly-
kosidických vazeb. Hlavní funkce gly-
kanů v buňce jsou znázorněny na obr. 1. 
Strukturní vlastnosti glykanů a  jejich 
množství na povrchu membrány určují 
adhezní vlastnosti buněk založené na in-
terakci sacharid- protein a tyto vlastnosti 
mohou být změněny během onemoc-
nění. Nádorové bujení a  metastatické 
procesy by tedy alespoň částečně mohly 
být vysvětleny těmito bio molekulárními 
interakcemi a procesy.

Studiem bio logických procesů na bu-
něčné a  molekulární úrovni, do nichž 
jsou zapojeny sacharidy, se zabývá 
glykobio logie. Již před mnoha desítkami 
let bylo pozorováno spojení mezi rako-

vinou a  glykosylovanými strukturami 
třeba v  rozdílné aglutinaci normálních 
a nádorových buněk [2]. Význam glyko-
sylace u rakoviny je v poslední době in-
tenzivně zkoumán  [3– 6] s  ohledem na 
pokročilé strukturní znalosti studova-
ných systémů. I když dřívější studie gly-
kosylace poukázaly na její vztah k  ra-
kovině a zjevný význam i potenciál pro 
využití v onkologickém výzkumu a praxi, 
dřívější práce byly omezeny na poměrně 
malý počet specializovaných laboratoří. 
Hlavní důvod této situace byly metodo-
logické problémy při identifikaci abe-
rantních glykokonjugátů a  jejich mě-
ření s vysokou citlivostí. Další komplikací 
byla komplexnost a neznalost procesu, 
kterým je bio syntéza glykanů řízena. 
Nicméně s  rychlým pokrokem v  rámci 
„omics“ vyvíjených technologií jsou 
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Obr. 1. Na obrázku je znázorněna lokalizace glykanů v membráně, cytosolu a jádře buňky. 

Zároveň jsou zobrazeny funkce těchto glykanů a souvislost s jejich strukturními vlastnostmi. Převzato a upraveno z [1].
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kvantitativně odlišných glykanů v rámci 
strukturní skupiny (v  závislosti na sub-
stituci sacharidu či jeho větvení, vazby 
atd.).

Jestliže glykany s příslušnou struktu-
rou nebo typem struktury mohou samy 
o sobě poskytovat dia gnosticky důležité 
informace, je zároveň rozumné zvážit je-
jich strukturní a/ nebo funkční vztahy 
k jejich vazebným proteinovým partne-
rům. Stejně jako je dnes jasné, že v sé-
rech pacientů s rakovinou jsou přítomny 
protilátky, které se mohou vázat ke gly-
kanům a ně kte rým glykoproteinům [18], 
pak i  detekce anti-rakovinných glyko-
konjugátových protilátek v  sérech pa-
cientů může být v budoucnosti důležitá 
pro dia gnostické a  prognostické me-
tody. Populární aplikací těchto principů 
jsou glykanové čipy  [19,20], o  kterých 
bude pojednáno později.

Na rozdíl od bio logických mecha-
nizmů, které udávají strukturu, funkci 
a  informační obsah nukleových kyselin 
a proteinů, je bio syntéza glykanů kom-
plexní beztemplátový proces, ve kterém 
počet a  enzymatická aktivita glykosyl-
transferáz a glykosylhydroláz (lokalizo-
vaných v  různých specifi ckých buněč-
ných organelách) mohou vzájemně 
spolupracovat. I když mnohé geny sou-
visející s glykany byly důkladně prostu-
dovány  [21], mnohem obsáhlejší infor-
mace o  glykomu (souhrn glykanových 
struktur v proteomu) byly získány ze sou-
časných studií. Ve světle dnešních vědo-
mostí o nádorové glykobio logii  [22,23] 
je nutné zvážit i provedení dalších roz-
sáhlých transkriptomových profi lování. 

Význam glykosylovaných struktur 
v  mnohých složitých funkcích imunit-
ního systému je v současnosti poměrně 
dobře znám [24,25]. Různé typy buněk 
nesoucí glykoproteiny s N-  a O-vázanými 
glykany se účastní přirozené i adaptivní 
imunity, významné změny ve struktuře 
oligosacharidů jsou spojeny s buněčnou 
diferenciací, aktivací a  smrtí. Buněčné 
rozpoznávání a vazba klíčových proteinů 
(známých jako „siglecs“ –  imunoglobu-
lin typu lektin vázající sialovou kyse-
linu, lektiny C- typu a galektiny) zahrnují 
změny v sialylaci a fukosylaci v imunolo-
gicky aktivních buňkách. Zatímco zánět, 
rakovina a  imunologické procesy jsou 
propojeny v  soubor komplexních mo-

kutinách. Současný výzkum ukázal 
ně kte ré rozdíly na úrovni glykopro-
teinů –  tvorbě glykanů v různých typech 
nádorů  [11– 15]. Nicméně není stále 
jasné, které proteiny nesou tyto modi-
fi kace, protože ve výše uvedených stu-
diích byly měřeny glykany, jež byly en-
zymaticky nebo chemicky odštěpeny 
z bio logických vzorků. Není také zatím 
ověřeno, zda mohou mít naměřené roz-
díly v glykomických profi lech nádorové 
tkáně nebo okolní tkáně či ně kte rých 
glykoproteinech přítomných v  oběho-
vém systému souvislost s  imunitní od-
povědí organizmu anebo s procesem zá-
nětlivé či akutní fáze. Přesná glykomická 
měření tedy představují první krok ve 
strategii glykoproteomického výzkumu, 
jehož cílem je identifi kace a  strukturní 
charakterizace bio markerů z  řad mole-
kul glykoproteinů. 

Všechny rychle se rozvíjející „omics“ 
přístupy poskytují komplexní analytická 
data, která musí být v  konečném dů-
sledku redukována a  srozumitelně in-
terpretována, aby v tomto směru umož-
nila vývoj jednoduchých detekčních 
postupů přijatelných pro použití v  kli-
nické praxi. Na druhé straně zpraco-
vání takových dat vyžaduje výkonné 
výpočetní nástroje (bio informatiku) a je-
jich vývoj v  oblasti glykomiky a  glyko-
proteomiky je taktéž centrem meziná-
rodního úsilí  [16]. Analytické postupy 
glykomiky a glykoproteomiky, podrob-
něji popsané níže, jsou primárně zalo-
ženy na metodách kapilární kapalinové 
chromatografi e, kapilární elektroforézy 
a různých typů hmotnostní spektrome-
trie. Společně představují účinný přístup 
pro analýzu komplexních bio logických 
směsí umožňující odhalit rozdíly na mo-
lekulární úrovni mezi fyziologickou a pa-
tologickou homeostázou. Biochemická 
individualita různých pacientů [17] spo-
jená se statisticky významnými rozdíly 
ve složité struktuře proteinů či metabo-
litů měřených ve vzorcích získaných od 
různých jedinců musí být statisticky vy-
hodnocena v  duchu systémové bio-
logie, aby mohly být získány onkolo-
gicky relevantní informace z  extrémně 
komplexního pozadí, z tzv. bio logického 
šumu. Statistické hodnocení defi nova-
ných skupin může pomoci vytvořit cha-
rakteristické „glykorysy“ nebo vzory 

v současné době rozvíjeny oblasti glyko-
proteomiky zabývající se studiem glyko-
konjugátů např. glykoproteinů, glykoli-
pidů a glykomiky, která se zaměřuje na 
studium sacharidových složek [7,8]. Tyto 
pokročilé techniky se stále více uplatňují 
při řešení řady otázek týkajících se dal-
šího rozvoje výzkumu rakoviny.

Metodické pokroky ve výzkumu 
glykobio logie byly v  poslední době 
zhodnoceny Národní radou pro vý-
zkum ve zprávě pro americkou vládu [9]. 
Zpráva obsahuje naléhavé sdělení vybí-
zející ke koordinaci výzkumných praco-
višť v této oblasti, neboť glykokonjugáty 
hrají rozhodující roli v mnoha oblastech 
lidského zdraví, včetně zánětlivých one-
mocnění a rakoviny. Předpokládá se, že 
výsledky současného výzkumu v nádo-
rové glykobio logii přinesou identifi kaci 
nových bio markerů vhodných nejen 
pro včasnou dia gnostiku a prognostiku 
onemocnění, ale také pro potenciální 
vývoj nových farmaceutických přístupů 
k léčbě onemocnění. 

Tento článek hodnotí současné po-
kroky v  glykomice a  glykoproteomice 
zaměřené na hledání bio markerů rako-
viny a  poukazuje na rozdíly v  expresi 
sacharidových struktur, které mohou 
pomoci rozlišit nádorové buňky od nor-
málních. Hlubší poznatky o glykomu ra-
koviny mohou rovněž vést k novým způ-
sobům léčby [10].

Současné pokroky v systémové 

glykobio logii

Biologické vzorky, jako je krevní sérum, 
cystická tekutina, tkáňové buňky atd., 
jsou typické materiály použité pro kli-
nicky relevantní měření i pro výzkum no-
vých nádorových bio markerů. Jsou zdro-
jem proteinů a  různých metabolických 
produktů přítomných ve velmi rozdíl-
ných koncentracích a formách. Při těchto 
typech analýz však vyvstávají následující 
otázky, na něž současná věda hledá od-
povědi. Které složky jsou ale nejvhod-
nější pro dia gnostiku a  prognostiku? 
Jsou specifi cké pro různé typy nádorů 
a stadium jejich progrese? Jak těžké je 
bude analyzovat?

I když je již prokázáno, že nádorové 
buňky se vyznačují neobvyklými typy 
glykosylací, není známo, jakým způ-
sobem se to projeví v bio logických te-
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a citlivost dalších měření jsou často zvy-
šovány vhodnou mikrochemickou mo-
difikací glykanových analytů. Zatímco 
doposud nebyly vyvinuty žádné obecné 
protokoly týkající se glykomického pro-
fi lování, předními glykobio logickými la-
boratořemi jsou publikovány pouze 
vlastní metody (jejich přehled je uveden 
v  [28]). Profi lování N- glykanů a  O- gly-
kanů se liší typem uvolňování glykanů 
z proteinů –  enzymatické štěpení se pou-
žívá pro N- glykany, zatímco O- glykany 
vyžadují uvolnění pomocí mikrochemic-
kých postupů. V  praxi se komparativní 
glykomické profilování s  vyhodnoco-
vání dat od zdravých a nemocných pří-
liš neliší od jiných přístupů používaných 
v  systémové bio logii a „omics“ techni-

tivní koncentrace v  bio logických vzor-
cích. To je v současnosti relativně jedno-
duchý úkol, pokud je vzorkem izolovaný 
glykoprotein. Jedná-li se ovšem o  mě-
ření glykanových profi lů ve směsi gly-
koproteinů, např. krevní sérum nebo 
plazmatických proteinů, jde o úkol tech-
nicky mnohem náročnější. A to zejména 
pokud jde o  velmi citlivé měření (nižší 
než pikomolární množství), neboť stan-
dardní obsah glykoproteinů v  séru je 
odhadován přibližně na 1 %  [27]. Před 
vlastní analýzou (kapalinová chromato-
grafi e, hmotnostní spektrometrie nebo 
kapilární elektroforéza) musí být gly-
kany uvolněny a extrahovány z přísluš-
ných proteinů a  separovány od ostat-
ních interferujících látek. Selektivita 

lekulárních a buněčných interakcí  [26], 
monitorování hladin glykanů a/ nebo 
klíčových glykopeptidů v  tělních teku-
tinách je stále významné pro moleku-
lární onkologii. Glykanové profilování 
a  glykoproteomický výzkum tak dopl-
ňují zavedené „omics“ přístupy, jako je 
genomika, proteomika a metabolomika, 
a společně s interaktivním využitím gly-
koproteomiky a  bio informatických ná-
strojů systémové bio logie představují 
značný potenciál pro výzkum rakoviny. 

Glykomické profi lování 

bio logických tekutin a tkání

Záměrem glykomického profi lování je 
zobrazit co nejvíce strukturně odlišných 
glykanových typů a  změřit jejich rela-

Fig. 1.2.1b
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Obr. 2. Glykanového profi lování vzorků sér pacientek s nádorem vaječníků. 

Spektra byla získána z hmotnostního spektrometru s MALDI ionizací. Ve výřezu spektra jsou zajímavé hybridní glykanové tříantenní struk-
tury obsahující N-acetyl-glukosamin nahrazující manosu připojený na jádro N-glykanů. Podle těchto hybridních struktur glykanů lze roz-
dělit pacientky do defi novaných skupin. Převzato z [13].

ovarian cancert patients
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I když jsou vzorky sér jednotlivých 
pacientek profilované, kvantifikované 
a  normalizované pomocí standardů, 
každý normalizovaný profi l reprezentuje 
určitý vzor (příklad je uveden na obr. 2), 
který je statisticky porovnáván s jinými 
záznamy dané skupiny a séry z kontrolní 
skupiny bez dia gnostikovaného zkou-
maného onemocnění u  stejného věku 
pacientů. Glykanové vzory jsou následně 
statisticky hodnoceny pomocí chemo-
metrických postupů, např. analýza hlav-
ních komponent a  náhodná strategie 
vzorků s  rekurzivním výběrem funkce 
založeným na podpůrných vektorových 
přístrojích  [35]. Vybrané komponenty 
nebo skupiny glykanů mohou být pro 
jednotlivé skupiny pacientů dále evaluo-
vány pomocí statisticky relevantních kri-
térií společných pro klinické laboratoře, 
např. p- hodnoty nebo ROC analýza (re-
ceiver operating characteristic AUC). 
To ilustruje obr. 3 v rámci srovnání sku-
pin 19 pacientek s rakovinou vaječníků, 
11 pacientek se stejným onemocněním 
po chemoterapii [13] a 20 kontrolními je-
dinci. Srovnání na obr. 3 se vztahuje na 
N- vázané tříantenní glykany, které odli-
šují zdravé jedince od pacientek s rakovi-
nou. Vložený výřez spektra v obr. 2 uka-

na hlavní glykany uvolněné z imunoglo-
bulinů a jiných proteinů přítomných v lid-
ském séru ve vyšších koncentracích. Tyto 
glykany pak musí být strukturně ověřeny 
pomocí MS. Naopak metody založené 
na MS principech mohou změřit okolo 
100 glykanových struktur a identifi kovat 
je z jejich charakteristických spekter [7]. 
Pomocí nejpokročilejších CE postupů je 
možno rutinně monitorovat podobné 
množství glykanů, i když ještě ne všechny 
profi ly glykanových komponent byly po-
zitivně identifi kovány. 

Ve studiích rakoviny bylo glykomické 
profi lování založené na MS s využitím io-
nizace/ desorpce laserem za přítomnosti 
matrice (matrix- assisted laser desorp-
tion- ionization –  MALDI) úspěšně apliko-
váno při studiu glykanových směsí z me-
tastatických karcinomů prostaty  [11]. 
Ukázalo se rovněž být slibným přístu-
pem při určení stadia nádorového one-
mocnění mléčné žlázy  [32] a  zvýraz-
nilo další glykanové profi ly u  rakoviny 
jícnu  [33], jater  [12,34], vaječníků  [13], 
plic [14] a tlustého střeva [15]. Příklady 
glykanového profi lování vzorků sér po-
cházejících od pacientek s nádorem va-
ječníků založeného na MALDI/ MS jsou 
znázorněny na obr. 2, 3.

kách. Glykomika má několik výhod ve 
srovnání s  proteomikou  –  „užší“ dyna-
mické rozpětí koncentrací (~103 u glyko-
miky a 106– 1010 u proteomiky) a rychlejší 
analytické postupy s  možností sesta-
vení do multiplexu, ve kterém lze sledo-
vat více signálů najednou. Při kompara-
tivních studiích nádorových bio markerů 
je však nezbytné zajistit reprodukovatel-
nost ve všech jednotlivých analytických 
krocích: 1. uvolnění glykanů, 2. extrakce 
a purifi kace, 3. derivatizace a 4. vlastní 
profi lovací měření. Derivatizace glykanů 
spočívá v nahrazení vodíků za metylové 
skupiny, což je velmi výhodné pro mě-
ření na hmotnostních spektrometrech, 
kde takto upravené glykany snadněji 
ionizují. 

Tři hlavní přístupy jsou používány 
v  glykomickém profilování: 1. hmot-
nostní spektrometrie (mass spectrome-
try –  MS), 2. kapalinová chromatografi e 
(liquid chromatography  –  LC) s  fluo-
rescenční detekcí a 3. kapilární elektro-
foréza (capillary electrophoresis  –  CE) 
s  laserově indukovanou fluorescenční 
detekcí. MS analýza může nebo ne-
musí používat derivatizaci vzorků, i když 
bylo mnohokrát prokázáno, že perme-
tylace na pevné fázi  [29] přináší jasné 
výhody co do zvýšené citlivosti a zahr-
nutí neutrálních i kyselých glykanových 
struktur v  jednom analytickém měření. 
Různé detekční strategie pro LC a CE vy-
užívají mikrochemické navázání fl uoro-
foru ke glykanům, které jinak neobsa-
hují jednoduše detekovatelné motivy ve 
svých molekulách. Prostřednictvím roz-
lišení glykanů v čase a prostoru mohou 
ně kte ré LC a CE přístupy rozlišit glyka-
nové izomery, např. u  izomerické sialy-
lace a  fukosylace, což se zdá být velmi 
důležité při objevování nádorových bio-
markerů. V současné době je značně ná-
ročné rozlišit glykanové izomery použi-
tím technik založených pouze na MS.

Důležité kritérium při výběru metody 
pro glykanové profi lování je počet profi -
lových komponent, které mohou být pra-
videlně monitorovány s dobrou citlivostí 
a reprodukovatelností. Zatímco LC/ fl uo-
rescenční detekce je široce a  úspěšně 
používána na mnohých vzorcích v rámci 
studií týkajících se dědičnosti a  chorob 
v  různých lidských populacích  [30,31], 
všeobecný postup profi lování je omezen 
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Obr. 3. Statistická analýza N-vázaných tříantenních glykanů přítomných v sérech pa-

cientek s rakovinou vaječníků, pacientek se stejným onemocněním po chemoterapii a 

s kontrolními jedinci. Převzato z [13].
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mohly být dále využity pro nádorovou 
imunoterapii. Za příklad může poslou-
žit jejich použití jako epitopů pro tera-
peutické monoklonální protilátky  [41]. 
Významnou měrou se na získávání no-
vých poznatků podílejí metodiky oboha-
cení vzorku o glykoproteiny, které se opí-
rají o tři základní přístupy: 1. chemické 
metody, 2. lektinovou afi nitní chromato-
grafi i a 3. adsorpci na modifi kovaný kře-
menný povrch [42].

Chemické metody jsou prezentovány 
dvěma přístupy: 1. hydrazidovou chemií 
a 2. chemií kyseliny borité. Oba přístupy 
využívají přítomnosti cis-diolů v mono-
sacharidech. Metodika hydrazidové che-
mie spočívá v oxidaci NaIO4 cis-diolů na 
aldehydy, na které jsou následně kova-
lentně vázány funkční partikule s  hyd-
razidovou skupinou. Takto označené 
glykoproteiny jsou pak in situ štěpeny 
trypsinem, zatímco neglykosylované 
i  nenavázané proteiny jsou promytím 
odstraněny. Posledním krokem je uvol-
nění proteinové části glykoproteinu po-
mocí enzymu PNGasy F a  analýza na 
LC- MS/ MS. Metodika kyseliny borité je 
založena na její schopnosti vytvářet he-
terocyklické diestery pro kovalentní za-
chycení glykoproteinů následované 
elucí okyselením [43]. 

S využitím hydrazidové chemie byly 
analyzovány vzorky pleurálního výpotku 
pacientů s  rakovinou plic. I  přes nízké 
koncentrační rozmezí proteinů, které se 
pohybovalo v  řádech μg/ ml až ng/ ml, 
se podařilo identifikovat několik pro-
teinů (např. CA- 125, CD44 nebo CD166) 
spojených s progresí nádoru nebo jeho 
schopností metastazovat [44].

Lektiny představují širokou skupinu 
proteinů velmi specifi cky se vázajících 
na vybrané monosacharidové zbytky 
nebo jejich funkční skupiny  [45]. Prin-
cip lektinové afinitní chromatogra-
fi e spočívá v  zakotvení vybraných lek-
tinů na pevný nosič, kterým může být 
agaróza, magnetické partikule, čipy, si-
lika a další materiály [46], a následné se-
paraci glykanů z  komplexní bio logické 
směsi. Řada současných studií proká-
zala, že glykoproteiny ovlivňující nádo-
rová onemocnění mohou být identifi -
kovány přímo ze séra nebo z plazmy. Při 
srovnávací studii glykosylačního profi lu 
jedinců s adenokarcinomem plic a zdra-

Obohacovací techniky 

a glykoproteomické přístupy

Je známo, že glykosylační profi ly se vý-
znamně mění při ontogenezi, třeba zvý-
šená aktivita N- acetylglukosaminyltrans-
ferázy V (enzym zodpovědný za tvorbu 
větvených N- vázaných glykanů) bývá 
spojována s  nádorovou invazí a  me-
tastazováním určitých typů nádorů [39]. 
Předpokládá se, že glykoproteiny vylu-
čované nádory mohou být použity jako 
potenciální dia gnostické markery. Jeden 
z nejlépe defi novaných bio markerů ra-
koviny je PSA (prostatický specifi cký an-
tigen), glykoprotein s  jedním defino-
vaným N- vázaným místem glykanové 
substituce, jež je primárně vylučován 
prostatickými epiteliálními buňkami 
do semenné plazmy. Bylo prokázáno, 
že glykanová část u  zdravých jedinců 
a  pacientů s  dia gnostikovanou rakovi-
nou prostaty se liší [40]. Nádorově spe-
cifi cké změny glykanových struktur by 

zuje struktury považované za významné 
z hlediska rozdělení skupin pacientů.

V různých profi lovacích studiích (mi-
kročipová CE s  laserově indukovanou 
fl uo rescenční detekcí) sér pacientek s ra-
kovinou vaječníků  [36] byl rovněž pro-
kázán význam použití počítačových 
technik pro rozeznávání vzorů při práci 
s komplexními daty (obr. 4). V tomto pří-
padě glykanové mapy založené na CE se 
celkem zřetelně seskupují do odlišných 
kohortních skupin. Postupy založené na 
CE mikročipech tak vykazují značný po-
tenciál pro budoucí klinické využití.

Přestože je většina aplikací glykomiky 
ve výzkumu rakoviny založena na ana-
lýze malých objemů krevního séra nebo 
plazmy (často jde o vzorky s objemem 
1  μl), může být glykomické profi lování 
aplikováno také na jiné bio logické mate-
riály, např. tekutiny z cyst [37] nebo bu-
něčné nádorové linie  [38], je však po-
třeba modifi kovat protokol extrakce.

rakovina vaje ník

po chemoterapii
kontroly

Obr. 4. PCA statistické vyhodnocení glykanových map získaných po separaci kapilární 

elektroforézou umožňuje rozdělení vzorků do odlišných kohortních skupin (stejné 

skupiny pacientek a kontrol jako u obr. 3). Převzato z [13].

PCA – rakovina vaječníků

,

,

4

2

0

–2

–4

–6

–4 –2 0 2 4

PC1 (55,1 %)

rakovina vaječníků

po chemoterapii

kontroly

PC
2 

(4
4,

9 
%

)



NOVÉ TRENDY VE STUDIU GLYKOSYLACE PROTEINŮ U ONKOLOGICKÝCH ONEMOCNĚNÍ

Klin Onkol 2014; 27 (Suppl 1): S121–S128 S127

Literatura

1. Hart GW, Copeland RJ. Glycomics hits the big time. Cell 

2010; 143(5): 672– 676. doi: 10.1016/ j.cell.2010.11.008.

2. Aub JC, Sanford BH, Cote MN. Studies on reactivity of 

tumor and normal cells to a wheat agglutin. Proc Natl 

Acad Sci USA 1965; 54(2): 396– 399.

3. Hakomori S. Glycosylation defi ning cancer malignancy; 

new wine in an old bottle. Proc Natl Acad Sci USA 2002; 

99(16): 10231– 10233.

4. Kobata A, Amano J. Altered glycosylation of proteins 

produced by malignant cells, and applications for the dia-

gnosis and immunotherapy of tumors. Immunol Cell Biol 

2005; 83(4): 429– 439.

5. Ørntoft TF, Vestergaard EM. Clinical aspects of altered 

glycosylation of glycoproteins in cancer. Electrophoresis 

1999; 20(2): 362– 371.

6. Taniguchi N. Human disease glycomics/ proteome ini-

tiative (HGPI). Mol Cell Prot 2008; 7(3): 626– 627.

7. Novotny MV, Alley WR Jr, Mann BF. Analytical glycobio-

logy at high sensitivity: current approaches and di-

rections. Glycoconjugate J 2013; 30(2): 89– 117. doi: 

10.1007/ s10719- 012-9444- 8.

8. Novotny MV, Alley WR Jr. Recent trends in analytical and 

structural glycobio logy. Curr Opin Chem Biol 2013; 17(5): 

832– 841. doi: 10.1016/ j.cbpa.2013.05.029.

9. National Research Council (US) Committee on Asses-

sing the Importance and Impact of Glycomics and Gly-

cosciences (eds). Transforming glycoscience: a roadmap 

for the future [monograph on the Internet]. Washington 

(DC): National Academies Press (US); 2012 [cited 2014 Ja-

nuary 17]. Available from: http:/ / www.ncbi.nlm.nih.

gov/ books/ NBK109958/ .

10. Hudak JS, Bertozzi CR. New advances inspire a reemer-

gance of glycans in medicine. Chemistry Biology 2014; 21: 

16– 37. doi: 10.1016/ j.chembio l.2013.09.010.

11. Kyselova Z, Mechref Y, Al Bataineh M et al. Alterations 

in the serum glycome due to metastatic prostate cancer. 

J Proteome Res 2007; 6(5): 1822– 1832.

12. Ressom HW, Varghese RS, Goldman L et al. Analy-

sis of MALDI- TOF mass spectrometry data for disco-

very of peptide and glycan bio markers of hepatocellu-

lar carcinoma. J Proteome Res 2008; 7(2): 603– 610. doi: 

10.1021/ pr0705237.

13. Alley WR Jr, Vasseur JA, Goetz JA et al. N-linked glycan 

structures and their expressions change in the blood sera 

of ovarian cancer patients. J Proteome Res 2012; 11(4): 

2282– 2300. doi: 10.1021/ pr201070k.

14. Vasseur JA, Goetz JA, Alley WR Jr et al. Smoking and 

lung cancer-induced changes in N- glycosylation of blood 

serum proteins. Glycobio logy 2012; 22(12): 1684– 1708. 

doi: 10.1093/ glycob/ cws108.

15. Alley WR Jr, Svoboda M, Goetz JA et al. Glycomic ana-

lysis of sera derived from colorectal cancer patients re-

veals increased fucosylation of highly branched glycans. 

In press 2014.

16. Hicks MG, Kettner C (eds). Glyco- bio informatics: crack-

ing the sugar code by navigating the glycospace. Frank-

furt: Logos- Verlag 2012.

17. Novotny MV, Soini HA, Mechref Y. Biochemical indi-

viduality refl ected in chromatographic, electrophoretic 

and mass- spectrometric profi les. J Chromatogr B 2008; 

866(1– 2): 26– 47. 

18. Volmers HP, Brädlein S. Natural antibodies and cancer. 

J Autoimm 2007; 29(4): 295– 302.

19. Bovin N, Obukhova P, Shilova N et al. Repertoire of human 

natural anti-glycan immunoglobulins. Do we have auto- an-

tibodies? Biochim Biophys Acta 2012; 1820(9): 1373– 1382. 

20. Rillahan CD, Paulson JC. Glycan microarrays for decod-

ing glycome. Annu Rev Biochem 2011; 80: 797– 823. doi: 

10.1146/ annurev- bio chem- 061809- 152236.

21. Taniguchi N, Honke K, Fukuda M (eds). Handbook 

of glycosyltransferases and related genes, Tokyo: Sprin-

ger- Verlag 2002.

povrchů a metod imobilizace, byly v lite-
ratuře již prodiskutovány [53– 55]. Využití 
glykanových čipů představuje velký po-
tenciál pro sérologickou detekci nádoru. 
Je však zřejmé, že komplexní data zís-
kaná z  proteinových interakcí vyžadují 
použití sofi stikovaných výpočetních ná-
strojů a algoritmů [56,57].

Lektinové čipy představují další va-
riantu čipové technologie vhodné pro 
mapování bio logických vzorků na pří-
tomnost glykanových epitopů. Bylo pro-
kázáno, že lektiny získané z rostlin vyka-
zují vyšší selektivitu a  vazebnou afi nitu 
k určitým typům glykanů než lektiny re-
kombinantní. Pouze několik málo lektinů 
bylo uvedeno v článku z roku 2005 [58], 
avšak technologický pokrok  [59] umož-
ňuje podstatně zvýšit počet dostupných 
lektinů a v nedávno uveřejněných publi-
kacích byly popsány aplikace lektinových 
čipů i ve výzkumu rakoviny [60,61]. V nej-
bližší budoucnosti se předpokládá do-
stupnost lektinů s  lepšími specifi citami. 
Mohou to být rekombinantní proteiny 
a  anti-glykanové protilátky, které více 
zpřístupní lektinové čipy a jejich širší apli-
kaci. Podobně i glykanové čipy jsou větši-
nou limitovány dostupností syntetických 
glykanů, i když nedávné pokroky v syn-
téze sacharidů [62] a optimalizace purifi -
kace neobvyklých glykanů z bio logických 
zdrojů [63] mohou výrazně obohatit vyu-
žití současných čipových postupů.

Závěr

Metody systémové bio logie přispívají 
k  objasnění původu lidských nemocí 
včetně rakoviny. Informace získané z růz-
ných studií vedou k vývoji dia gnostiky, 
prognostiky a  nových strategií léčby. 
Relativně nedávné poznatky ve výzkumu 
rakoviny jsou velkou měrou založeny na 
genomických a  proteomických postu-
pech, glykomických a glykoproteomic-
kých měřeních a vykazují značný poten-
ciál pro budoucí směr bádání. I když se 
v oblasti glykoproteomiky a glykomiky 
vyskytuje celá řada metodologických 
problémů, doposud dosažené výsledky 
naznačují značný potenciál při léčbě ně-
kte rých typů rakoviny.

Poděkování patří Mgr. Evě Micha-
lové a Mgr. Marianě Pjechové za textové 
korekce.

vých kontrol bylo pomocí lektinů z obil-
ných klíčků (wheat germ agglutinin – 
WGA) z  odebraných sér identifi kováno 
39  glykoproteinů vykazujících rozdílné 
zastoupení mezi sledovanými skupi-
nami. Byly nalezeny tři glykoproteiny ve 
zvýšené koncentraci (adiponektin, ceru-
loplasmin a glykofosfatidyl- inositol- 80) 
a dva glykoproteiny ve snížené koncen-
traci (cyclin H a  Fyt) přímo související 
s  vývojem adenokarcinomu plic, které 
by mohly být užitečné pro včasnou de-
tekci onemocnění nebo sledování jeho 
progrese [47].

Pomocí vhodně zacílené lektinové ex-
trakce byly identifi kovány hyper-fukosy-
lované proteiny, např. hemopoexin [48], 
využitelné v  dia gnostice onemocnění. 
Třetí přístup vhodný pro účely glykopro-
teomiky je použití komerčně vyráběných 
mikrokolon Nukleosil 4000- 7  (Mache-
rey- Nagel GmbH & Co., Germany), které 
fungují na principu aniontového výmě-
níku pro separaci proteinů a  peptidů. 
Vhodnost mikrokolon je dána přede-
vším chemickou inertností vůči zkouma-
nému vzorku (nedochází k nespecifi cké 
adsorpci jiných proteinů), kompaktností 
při užití HPLC (high performance liquid 
chromatography) a  v  neposlední řadě 
i  velkým poměrem povrchu k  objemu 
i pevností SiO2 [49].

Čipové technologie

V mnoha oblastech bio logie a  medi-
cíny je důležité pochopení interakcí gly-
kan- protein. K  tomu slouží glykanové 
mikročipy, které na svém povrchu nesou 
ucelené sety (knihovny) glykanů [50– 52]. 
Formát mikročipů umožňuje rychlou a si-
multánní analýzu afi nity glykan- protein 
velkého množství odvozených glykano-
vých struktur. Při použití tohoto přístupu 
mohou být stovky syntetických glykanů 
vloženy a imobilizovány na mikročipech 
a poté použity pro mapování glykopro-
teinů v bio logických materiálech včetně 
detekce anti-glykanových protilátek 
v séru. K imobilizaci mohou alternativně 
posloužit i  glykany izolované z  přírod-
ních zdrojů. Pak probíhá nejčastěji de-
tekce fl uorescenčně značených proteinů 
vázaných na povrchu terčíků s  násled-
nou kvantifi kací fl uorescenčním skene-
rem. Různé charakteristiky glykanových 
čipů, včetně konstrukčních prvků, typů 
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Současné trendy ve využívání PET radiofarmak 

k onkologické dia gnostice

Current Trends in Using PET Radiopharmaceuticals for Dia gnostics 
in Oncology
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Souhrn
Nukleární medicína je důležitým oborem moderní medicíny, zejména díky své roli v  in vivo 
zobrazování důležitých procesů v lidském organizmu. Toto je možné prostřednictvím využití 
radiofarmak, specifi ckých látek značených radioaktivním nuklidem, jejichž distribuci v těle lze 
vizualizovat pomocí speciálních skenerů a na základě fyziologických zákonitostí interpreto-
vat dia gnózu. Pozitronová emisní tomografi e (PET) je moderní a v mnoha směrech nepostra-
datelná metoda nukleární medicíny. Spektrum radiofarmak pro tuto metodu dostupných se 
v posledních letech zvyšuje díky koordinované snaze výrobců syntézních zařízení, chemiků 
i potenciálních uživatelů –  lékařů. Článek se formou přehledového článku zabývá vývojem na 
poli PET radiofarmak v posledních pěti letech s ohledem na onkologické aplikace PET.

Klíčová slova
nukleární lékařství – pozitronová emisní tomografi e – radiofarmaka – gallium-68 – uhlík-11 – 
fl uor-18 – zirkonium-89

Summary
Nuclear medicine is an important fi eld of modern medicine, particularly thanks to its role in 
in vivo imaging of important processes in human organism. This is possible thanks to the use of 
radiopharmaceuticals, specifi c substances labeled by radioactive nuclide, its distribution in the 
body can be visualized by specialized scanners and, based on the knowledge of physiological 
patterns, dia gnosis can be determined. Positron emission tomography (PET) is a modern and 
in many ways indispensable method of nuclear medicine. The spectrum of radiopharmaceu-
ticals available in recent years is broadening thanks to a coordinated eff ort of manufacturers 
of synthesis equipment, chemists and potential users –  physicians. This review focuses on the 
development in the PET radiopharmaceutical fi eld in the last fi ve years, with an emphasis on 
oncological applications of PET.

Key words
nuclear medicine – positron-emission tomography – radiopharmaceuticals – gallium-68 – car-
bon-11 – fl uorine-18 – zirconium-89
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Úvod

Pozitronová emisní tomografie (PET) 
je jedna z nejmodernějších metod mo-
lekulárního zobrazování, neinvazivní 
in vivo metoda 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 ke stěžejním zobra-
zovacím metodám nejen onkologické 
dia gnostiky. PET je nikoli pouze v  on-
kologických aplikacích metoda s velmi 
příznivým poměrem ceny a  efektivity, 
přispívá jak ke stanovení nebo určení 
dia gnóz, tak i  k  vyhodnocování vhod-
nosti terapie či odezvy na léčbu, je důle-
žitý faktor pro koncept takzvané perso-
nalizované medicíny. Vyniká především 
na poli určování metabolické aktivity ná-
dorů, zhodnocení proliferace, vyhodno-
cení hypoxie tkáně, zejména nádorové, 
a posouzení hustoty receptorů exprimo-
vaných v buňkách. Hnací silou metody 
PET je bezesporu [18F]fl uordeoxyglukóza 
(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 nenahradi-
telná dia gnostická metoda pro detekci 
primárních tumorů a  metastáz  [1– 4]. 
FDG nicméně trpí určitou nespecifič-
ností  –  zvýšený příjem vykazují také 
např. místa s  probíhajícím zánětlivým 
procesem, někdy je její příjem vyšší v hy-
poxických oblastech, ně kte ré orgány 
mají přirozeně vyšší příjem energie, atd. 
Na jedné straně je vysoce citlivá pro lo-
kalizaci lézí, na druhé straně nemusí být 
nalezené místo s vyšším příjmem vždy 
tumorem. Omezena je i  její schopnost 
posoudit odezvu na léčbu –  nemusí od-
lišit hojící se tkáň od viabilního, prolife-
rujícího nádoru. I to je důvod, proč byla 
za posledních 20 let vyvíjena jiná, speci-
fi čtější radiofarmaka, která širokospek-
trálnosti glukózy sice nedosahují, přesto 
se hodí lépe pro ně kte ré specifi čtější ap-
likace. Vhodnou volbou značené látky 
lze monitorovat prakticky jakýkoli z hle-
diska onkologického pacienta zajímavý 
děj v organizmu. Při vývoji nových radio-
farmak je však zapotřebí uvážit mnoho 
dílčích faktorů  –  vhodně zvolit radio-

nuklid s  ohledem na chemizmus látky, 
její farmakokinetiku, bio logické cho-
vání, poločas interakce, ale také s ohle-
dem na snadnost a  výtěžek syntézy či 
dostupnost prekurzoru. Těžiště PET ra-
diofarmak spočívalo a spočívat i nadále 
bude ve značení fl uorem- 18  a  v  menší 
míře také uhlíkem- 11. Pokrok na poli 
syntézní a  separační instrumentace 
ovšem otevírá čím dál více dveře zna-
čení pomocí kovových a jiných rozměr-
nějších iontů, např. mědi- 64 (t1/ 2 = 12 h), 
jodu- 124  (t1/ 2  =  100,32  h), gallia- 68 
(t1/ 2 = 68 min) či zirkonia- 89 (t1/ 2 = 78 h). 
Obecně lze říci, že čím delší je poločas 
přeměny určitého nuklidu, tím vhodnější 
je pro značení větších molekul  –  fl uor, 
gallium a měď se tudíž uplatní u nízko-
molekulárních látek, max. peptidů, za-
tímco zirkonium či jod jsou vhodné i pro 
značení fragmentů protilátek anebo 
protilátek. 

V roce 2007  bylo v  areálu Masary-
kova onkologického ústavu (MOÚ) uve-
deno do provozu druhé produkční PET 
centrum ÚJV Řež, a. s. Ve spolupráci od-
borníků z MOÚ a ÚJV byla posléze vyvi-
nuta a implementována metoda syntézy 
radiofarmaka  [11C]metionin, markeru 
proteosyntézy vhodného zejména pro 
vizualizaci mozkových nádorů. V součas-
nosti je tato látka v probíhajícím klinic-
kém hodnocení prováděném na Oddě-
lení nukleární medicíny MOÚ. Výzkumná 
spolupráce se průběžně rozšiřuje i  na 
další PET radiofarmaka. V souvislosti se 
spoluprací byl v  roce 2009  publikován 
krátký review článek o možnostech me-
tody PET [5]. V následujícím textu bude 
zhodnocen vývoj na poli PET radiofar-
mak z hlediska dostupnosti, zdokonalení 
syntézní instrumentace a dalších. 

[11C]- radiofarmaka

Uhlík-11  (11C) má poločas přeměny 
20 minut. Radiofarmaka značená 11C jsou 
ve vědecké obci často ne zcela korektně 
chápána jako čistě výzkumná. K tomuto 
postoji nicméně existuje opodstatněný 
důvod –  díky krátkému poločasu je jejich 
využití možné výlučně v takových zaříze-
ních, která disponují jak výrobní, tak zob-
razovací technikou víceméně na jednom 
místě  –  transportovatelnost takového 
radiofarmaka je v  řádu jednotek kilo-
metrů, tedy jednoho města. V zahraničí 

umožňuje smysluplné využití  [11C]- ra-
diofarmak poměrně časté uspořádání, 
kdy (většinou univerzitní) nemocnice 
vlastní také cyklotronové centrum, díky 
kterému mohou provádět in-house pro-
dukci a využívat radiofarmaka bez jeho 
nákladné registrace. Vzhledem k  dras-
ticky omezeným možnostem komer-
cializace nemají komerční výrobci ra-
diofarmak většinou ani zájem do jejich 
registrace investovat. Na poli dostup-
nosti  [11C]- radiofarmak proto žádné zá-
sadní novinky v posledních pěti letech 
nevzešly, onkologické aplikace využí-
vají [11C]cholin [6– 8] coby marker proli-
ferace (stavební materiál pro nové bio-
membrány), který vykazuje v  určitých 
směrech lepší vlastnosti než fl uorovaný 
derivát cholinu, již zmíněný [11C]metio-
nin jako marker proteosyntézy  [9,10], 
a konečně [11C]acetát, marker oxidativ-
ního metabolizmu s  aplikacemi také 
v  kardiologii  [11– 14]. Pravděpodobně 
nejpoužívanějším  [11C]- radiofarmakem 
je neonkologický marker [11C]PiB, první 
radiofarmakum (a první in vivo metoda 
vůbec), kterým je možno vizualizovat 
β- amyloidové depozity v  mozku a  tím 
posuzovat stav pacientů s Alzheimero-
vou demencí [15,16].

[18F]- radiofarmaka

U radiofarmak značených fl uorem- 18 je 
situace podstatně jiná. Díky poločasu 
přeměny 18F, který činí 109  minut, je 
možno takováto radiofarmaka distri-
buovat i  do vzdálenějších lokací, což 
podstatně zvyšuje jejich komerční uplat-
nění a  rentabilitu nákladů investova-
ných do jejich vývoje, zavedení výroby 
a registrace. Mezi výhody fl uordeoxyglu-
kózy mimo již uvedených chemických, 
bio chemických a  farmakokinetických 
vlastností patří také velice propracovaná 
a  odladěná technologie syntézy, dosa-
hující vysokého výtěžku a vysoké čistoty 
výsledného produktu. Toho bylo možno 
dosáhnout díky specializovaným, ro-
bustním syntézním modulům ušitým na 
míru právě této syntéze (obr.  1). Vývoj 
modulů specializovaných na FDG byl 
vzhledem k  poptávce opět finančně 
snadno odůvodnitelný. U  ostatních 
fl uoro vaných radiofarmak pak chybělo 
jednoznačné fi nanční incentivum pro za-
vádění do výroby a registraci (poptávka 
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moduly tohoto typu nabízí již několik 
výrobců  –  u  GE je to např. další gene-
race FASTLab, dále ModularLab- Pharm-
Tracer výrobce Eckert & Ziegler, moduly 
Synthera výrobce IBA (obr.  2), moduly 
fi rmy Scintomics a další. Nástup těchto 
modulů byl významný faktor pro obecné 

nádobky s reagenciemi, nutné spojovací 
kapiláry a  reakční či sběrné nádobky. 
Modul takovéhoto uspořádání je při 
stejném či dokonce menším místě, které 
zaujímá, schopen vyrábět větší počet ra-
diofarmak v závislosti na použité kazetě 
a spuštěném programu, je eliminována 
nutnost náročného čištění a  tím mimo 
jiné usnadněno vyhovění požadavkům 
GMP. Výrobní místo vybavené modulem 
tohoto typu je lépe připraveno reagovat 
na měnící se poptávku. Jedním z prvních 
modulů tohoto typu byl TracerLab MX 
výrobce GE Healthcare, v  současnosti 

bude vždy výrazně menší). Důvodů bylo 
několik –  syntéza vyžadovala prakticky 
radiofarmakum od radiofarmaka více či 
méně složité modifi kace komerčně do-
stupných modulů, což výrazně snižovalo 
jejich fl exibilitu při úmyslu vyrábět více 
různých radiofarmak bez nutnosti poři-
zovat na každé další nákladný přístroj. 
Důsledkem toho pak mohly být pro-
blémy s režimem správné výrobní praxe 
(GMP) v případě úmyslu střídání více ra-
diofarmak na jednom modulu, zejména 
díky nutnosti důkladného a náročného 
čištění za účelem zabránění kontaminaci 
mezi dvěma různými farmaky. Vyvinuté 
syntézy pak navíc často mívaly nízké vý-
těžky (5– 20 % oproti 50– 60 % u FDG).

Situace se nicméně změnila s  nástu-
pem nové generace syntézních modulů 
pracujících na kazetovém či cartridgeo-
vém způsobu. Moduly této generace 
využívají pouze nezbytné minimum 
součástí pevně usazených v  těle mo-
dulu –  pumpy, detektory, ovládání ven-
tilů, pícky apod. Sama syntéza probíhá 
na víceméně jednorázové, vyjímatelné 
části modulu, většinou řešené plastovým 
rámem (kazetou), do které jsou vsazeny 

Obr. 1. GE Tracerlab FX-FDG, syntézní mo-

dul pro přípravu [18F]fl uordeoxyglukózy.
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Obr. 3. Počty aplikací jednotlivých PET radiofarmak v ČR v roce 2013 (zdroj: doc. MUDr. Otakar Bělohlávek, CSc., PET centrum, Ne-

mocnice Na Homolce).

Obr. 2. Kazetový syntézní modul IBA Syn-

thera (zdroj: http://iba-industrial.com/

/synthera).
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metabolizmu tumorových buněk při-
jímány buňkami skrze energeticky ne-
závislý L- aminokyselinový transportní 
systém a posléze metabolizovány nebo 
inkorporovány do proteinů. Využitím 
umělých, tedy nepřirozených L- amino-
kyselin je možné dosáhnout situace, 
kdy není příjem následován relativně 
rychlou metabolizací a  je tudíž dosa-
ženo vysoké retence vhodné pro ima-
ging. Jedním z produktů tohoto myšlen-
kového proudu je anti-1- amino- 3- [18F]
fl uor cyklobutan- 1- karboxylová kyselina, 
zkracována jako  [18F]FACBC. Podobně 
jako fl uoretyltyrosin vykazuje velmi za-
jímavé vlastnosti pro vizualizaci nádorů 
mozku, jeví se také velmi nadějně s ohle-
dem na vizualizaci karcinomu prostaty, 
kde by mohla podle ně kte rých studií 
konkurovat fl uorcholinu [49– 51].

S návratem techneciové krize, která 
nastane v  horizontu příštích několika 
let díky uzavření dvou reaktorů produ-
kujících v současnosti kolem 70 % mo-
lybdenu-99, matečného nuklidu do 
techneciových generátorů, lze očeká-

diofarmakem pro dia gnostiku karci-
nomu prostaty a počet vyšetření s tímto 
radiofarmakem se v  okolních zemích 
mezi fl uorovanými radiofarmaky zařadil 
na druhé nejvyšší místo ihned za FDG. 
Tento trend je dobře patrný i  z  obr.  4, 
porovnávajícího počty aplikací PET ra-
diofarmak jiných než FDG v ČR v letech 
2011, 2012  a  2013. Jeho možnosti ne-
jsou ovšem limitovány jen na karcinom 
prostaty, zprávy z  nedávné doby na-
značují potenciální další zajímavé ap-
likace  [40,41]. Příklad kombinovaného 
vyšetření pomocí FDG a fl uorcholinu ilu-
struje obr. 5. 

Nové možnosti syntéz na kazetových 
modulech přispěly ke stabilizaci situace 
u fl uor- L- thymidinu, zásadní vzestup za-
znamenaly zejména marker hypoxie 
[18F]fluormisonidazol (FMISO)  [42– 45] 
a [18F]fl uoretyltyrosin (FET), látka vhodná 
pro vizualizaci nádorů mozku. Posledně 
zmíněný fluoretyltyrosin je podobně 
jako  [11C]metionin příkladem radioak-
tivně značené aminokyseliny  [46– 48]. 
Aminokyseliny jsou díky zvýšenému 

zvýšení dostupnosti ne- FDG fluorova-
ných radiofarmak.

V roce 2009 byly hlavními používanými 
fluorovanými PET radiofarmaky mimo 
fl uordeoxyglukózu zejména proliferační 
marker  [18F]fluor- L- thymidin  [17– 28] 
a  [18F]fluorid sodný  [29– 35], druhý 
zvláště díky nástupu první techneciové 
krize, kdy nedostatek technecia způsobil 
sníženou dostupnost tradičního radio-
farmaka pro vizualizaci skeletu (SPECT 
radiofarmakum  [99mTc]- MDP). Následu-
jící roky zaznamenaly prudký vzestup 
zájmu o [18F]fl uorcholin, radiofarmakum 
určené primárně pro dia gnostiku karci-
nomu prostaty prostřednictvím zvýše-
ného příjmu této látky, eliminující hlavní 
nevýhody  [18F]FDG pro toto použití  –  
blízkost močového měchýře a malé roz-
měry cílového orgánu [36– 39]. V tomto 
případě velmi napomohla syntéza vyvi-
nutá na kazetovém systému GE Tracer-
Lab MX. Zastoupení PET vyšetření s po-
mocí jednotlivých radiofarmak v  ČR 
v roce 2013 demonstruje obr. 3. V sou-
časnosti je fl uorcholin hlavním PET ra-
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Obr. 4. Srovnání počtů aplikací jednotlivých PET radiofarmak vyjma FDG v ČR v letech 2011 (tmavě modrá), 2012 (šedá) a 2013 

(světle modrá) (zdroj: doc. MUDr. Otakar Bělohlávek, CSc., PET centrum, Nemocnice Na Homolce).
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pořád obsahuje poměrně zásadní množ-
ství matečného germania- 68  [62– 65]. 
Nutnost dodatečného zpracování eluátu 
z generátoru může u koncového uživa-
tele –  nemocnice –  zvyklého na jedno-
duché zacházení s  Tc generátory zna-
menat zásadní problém i  z  hlediska 
potřebného personálu a vybavení nut-
ného k dodržení správné praxe při pro-
dukci fi nální lékové formy. Mnoho vý-
robců syntézních modulů v uplynulých 
třech letech uvedlo nebo uvádí na trh 
moduly (či mikromoduly) specializované 
právě na úpravu galliového eluátu. Jis-
tou možností by tedy bylo zpracování 
gallia přímo u výrobce a dodávání již ho-
tového radiofarmaka, viz dále. 

by látka se svým poločasem přeměny 
68  minut nebyla v  dostatečné aktivitě 
transportovatelná.

Využití gallia pro rutinní PET dia-
gnostiku musí ještě nicméně překonat 
několik překážek. 

 Přes všechna zdokonalení, kterých 
bylo v technologii Ge- Ga generátorů do-
saženo, vyžaduje produkt stále poměrně 
náročné další zpracování  –  nejde tedy 
jako u klasické „molly cow“, tedy Mo- Tc 
generátoru o  prostou eluci roztoku 
a smíchání s lyofi lizovaným kitem. To je 
dáno zejména dvěma faktory –  získaná 
forma gallia není přímo chemicky pou-
žitelná pro spojení s chelátorem a navá-
zání na kýženou bio molekulu, a  roztok 

vat jistý nárůst zájmu o  PET radiofar-
maka schopná zastoupit vyšetření do 
této doby řešené  [99mTc]- SPECT  –  ze-
jména  [18F]fluorid sodný. Další z  kla-
sických fluorovaných radiofarmak, 
[18F]fluor- L- DOPA  [52], které je použí-
váno v neurologii a onkologii, zazname-
nává také v  absolutních číslech určitý 
vzestup spojený se zlepšením dostup-
nosti, lze však očekávat opětovný po-
kles zájmu. V onkologii, kde se jeho apli-
kace týkala zejména neuroendokrinních 
tumorů, je důvodem rapidní nárůst do-
stupnosti alternativ založených z  nej-
větší části na galliu- 68.

Gallium- 68

Nejvýraznějším novým prvkem na poli 
PET dia gnostiky je neoddiskutova-
telně gallium- 68 (68Ga). Tento radionuk-
lid poprvé vešel do povědomí rodícího 
se oboru nukleární medicíny již v 60. le-
tech 20. století, podruhé pak v letech 90. 
Tento nuklid se přeměňuje z 89 % β- plus 
přeměnou, maximální energie 1,92 MeV. 
Jeho poločas přeměny 68 minut je kom-
patibilní s  farmakokinetikou relativně 
nízkomolekulárních RF. Opravdového 
rozvoje se ale aplikace 68Ga dočkaly až 
v první dekádě třetího tisíciletí. Jednak 
se metoda PET/ CT stala rutinně použí-
vanou zobrazovací modalitou, jednak se 
podařilo dosáhnout uspokojivé úrovně 
čistoty a  produkce u  hlavního zdroje 
68Ga  –  tedy germanium- galliových ge-
nerátorů. Třetím podstatným faktorem 
byl přechod k účinnější radiochemii zna-
čení, kdy byly nahrazeny doposud pou-
žívané „otevřené“ chelátory makrocyk-
lickými strukturami (DOTA, NOTA)  [53]. 
Ty odvádějí skvělou práci v odstínění ga-
lliového iontu proti sérovému proteinu 
transferinu, který má k  němu vysokou 
afi nitu. V kombinaci s vysokou termody-
namickou stabilitou a zvýšenou efekti-
vitou značení se otevřely široké klinické 
možnosti. Pravděpodobně nejvýznam-
nější aplikace je v tomto ohledu značení 
somatostatinových analogů  –  oktreo-
tidů a oktreotátů –  v PET obdobě dlouho 
využívaného Octreoscanu (SPECT va-
rianta vyšetření s 111In) pro dia gnostiku 
somatostatin-pozitivních neuroendo-
krinních nádorů [54– 61]. Možnost poří-
zení germanium- galliového generátoru 
pak dovoluje využití na místech, kam 

Obr. 5. Srovnání PET/CT vyšetření pomocí [18F]FDG (horní řada) a [18F]fl uorocholinu 

(spodní řada) – zleva PET sken, CT sken a fúze – u stejného pacienta s duplicitou tu-

moru ledviny a karcinomu prostaty. Mediastinální lymfatické uzliny vykazují vysokou 

akumulaci FDG, nejsou však aktivní na vyšetření [18F]fl uorocholinu, s vysokou pravdě-

podobností tedy souvisí s nádorem ledviny a nikoliv s karcinomem prostaty.
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k dia gnostice a zejména pro určení po-
tenciální citlivosti daného nádoru na 
zvolenou bio logickou léčbu. Je dolo-
ženo poměrně solidní množství prekli-
nických i klinických využití 89Zr, kdy byla 
tímto nuklidem označena standardně 
používaná terapeutická protilátka a me-
toda PET využita k  ověření cílení a  ná-
slednému monitoringu léčby  [74– 80]. 
Lze konstatovat, že možnosti 89Zr jsou 
v  tomto ohledu limitovány pouze do-
stupností daných protilátek –  a s ohle-
dem na rozvoj na poli produkce pro-
tilátek a  jejich zpřístupňování širšímu 
spektru medicínských zařízení je prav-
děpodobné, že se budou rozšiřovat. Nej-
větší komplikací, alespoň v  ČR a  okol-
ních zemích, tak může být prozatímní 
absence zařízení s  dostatečným záze-
mím, které by splňovalo požadavky na 
zacházení jak s radioaktivním, tak s bio-
logickým materiálem za dodržení veške-
rých platných předpisů, správné výrobní 
a správné laboratorní praxe. 

Závěr

Uplynulých pět let přineslo na poli PET 
radiofarmak výrazné změny zvláště na 
poli syntézní techniky. Díky miniaturi-
zaci a narůstající fl exibilitě syntézních za-
řízení by mělo být pro daného výrobce 
snadnější produkovat více radiofarmak 
za snížené nutnosti investovat do vět-
šího počtu syntézních zařízení. Velký po-
tenciál se nepochybně skrývá v 68Ga. Zde 
bude velice záležet na vybudování pří-
padné distribuční sítě a vyřešení zpraco-
vání generátorového materiálu. Je tedy 
pouze otázkou, nakolik bude schopné 
na tyto nové možnosti reagovat samo 
zdravotnictví z hlediska kapacit PET vy-
šetření, možnosti jejich financování 
a případných úhrad. 
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ným γ zářením o 909 keV, které neinter-
feruje s 511 keV anihilačními fotony vyu-
žívanými k detekci PET kamerou) –  čímž 
se liší např. od pro podobné účely pou-
žívaného jodu-124, jenž produkuje γ zá-
řením výrazně bližší 511 keV. Zirkonium 
je navíc po internalizaci protilátky podr-
ženo v buňce, čímž se opět liší např. od 
jodu- 124.

89Zr je produkováno na terči z přírod-
ního yttria reakcemi 89Y(p,n)89Zr nebo 
89Y(d,2n)89Zr. Výhoda této metody spo-
čívá zejména ve faktu, že přírodního 
yttria není nedostatek a terče jsou i díky 
tomu komerčně poměrně solidně do-
stupné. Produkce je možná na standard-
ních bio medicínských cyklotronech (do 
18 MeV). Průměrný výtěžek je 6– 8 GBq 
89Zr za 4– 6 hodin ozařování. Jelikož in-
jektovaná aktivita pro jednoho pacienta 
je kolem pouhých 37–74 MBq značené 
protilátky, je takové množství dostaču-
jící pro studie zaměřené na imuno- PET 
aplikace.

Produkt po ozařování obsahuje radio-
chemické nečistoty. Jedná se zejména 
o  yttrium- 88, zirkonium- 88  a  matečné 
yttrium- 89. Z  tohoto důvodu je nutno 
výsledný produkt podrobit purifikaci, 
kde jsou tyto nečistoty odstraněny. Vět-
šinou se pro tyto účely používá afi nitní 
chromatografi e s následnou elucí kyse-
linou, která poskytuje dostatečně čistý 
roztok iontu Zr4+ dál využitelný pro zna-
čení protilátek  [72,73]. Samotná vazba 
zirkonia na protilátku probíhá pomocí 
chelátorů schopných na jedné straně 
pevné koordinace iontu Zr zabraňují-
címu jeho uvolnění, na druhé straně 
nedestruktivní vazby na protilátku sa-
motnou. Původně bylo pro tyto účely 
využíváno „klasických“ chelátorů pro 
kovové radioaktivní ionty (EDTA, DTPA, 
DOTA). Specifická koordinační chemie 
zirkonia však iniciovala stále probíhající 
vývoj chelátorů lépe využitelných pro 
tento iont.

Již bylo uvedeno, že dlouhý poločas 
89Zr jej činí ideálním pro využití při proti-
látkových aplikacích PET a dovoluje jeho 
transport na poměrně dlouhé vzdále-
nosti, ať již v podobě přečištěného pro-
duktu určeného ke značení či ve formě 
hotové značené protilátky. Jeho schop-
nost vázat se prakticky na jakoukoli pro-
tilátku z  něj dělá velmi účinný nástroj 

Alternativa ke generátoru je výroba 
68Ga protonovým bombardováním 
(reakce 68Zn(p,n)68Ga) na cyklotronu [66]. 
Reakce probíhá na zinkovém terči za vy-
užití klasického bio medicínského cyklo-
tronu (potřebná energie cca 13,2 MeV). 
Výsledný produkt je možno separovat 
klasickou iontově-výměnnou kolonou. 
Kontaminace germaniem- 68  je z  hle-
diska technologie postupu prakticky 
vyloučena, naopak zinkové a  měděné 
ionty lze odstranit vhodnou volbou sor-
bentu, čímž je eliminována nutnost 
post-produkčních úprav, které vyžaduje 
generátorový postup. U takto připrave-
ného 68Ga je ovšem poté logicky nutno 
řešit logistiku značení a vyšetření s ohle-
dem na krátký poločas přeměny –  tento 
přístup je potenciálně vhodný pro vý-
robní centra s vysokou okolní hustotou 
PET kamer, případně s vlastní kamerou.

Potenciální využití 68Ga je nesporné 
a  prakticky nezastupitelné zejména na 
poli nízkomolekulárních bio molekul, 
tedy oligopeptidů a proteinových frag-
mentů [67]. 68Ga oktreotátové skeny jsou 
již nyní v okolních zemích prováděny ve 
srovnatelné míře jako skeny s  radiofar-
maky jinými než FDG, vyjma fl uorcho-
linu. Jeho širšímu rozšíření zatím brá-
nila suboptimální dostupnost spojená 
s výše zmíněnými problémy. Označitel-
ných a využitelných markerů je nicméně 
velké množství, v současné době prová-
děné studie s  PSMA (prostate- specifi c 
membrane antigen) [68– 70] či bombesi-
nem  [71] (tumorový marker např. pro 
malobuněčný karcinom plic, neuroblas-
tomy či nádory žaludku) označenými 
gal liem jsou pouhými prvními příklady 
dynamicky se rozvíjejícího nového pole 
vysoce specifi ckých PET radiofarmak. 

Zirkonium- 89

Vedle 68Ga je vhodné se zmínit ještě 
o dalším z kovových iontových PET zá-
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„Techneciová krize“ –  příčiny, možná řešení 

a dopad na dia gnostiku planární scintigrafi í 

a SPECT

„Technetium Crisis“ –  Causes, Possible Solutions 
and Consequences for Planar Scintigraphy and SPECT Dia gnostics

Adam J.1,2, Kadeřávek J.2, Kužel F.2, Vašina J.3, Řehák Z.1,3

1 Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno
2 ÚJV Řež, a. s., Husinec- Řež, Česká republika
3 Oddělení nukleární medicíny, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
Nukleární medicína je důležitý obor moderní medicíny, zejména díky své roli v in vivo zobrazo-
vání důležitých dějů a procesů v lidském organizmu. Drtivou většinu vyšetření nukleární medi-
cíny tvoří planární scintigrafi e a jednofotonová emisní tomografi e (SPECT), jejímž základem je 
již několik desítek let značení nuklidem metastabilního technecia (99mTc), využívaným v kombi-
naci s nespočtem ligandů pro různé účely. Oddělení nukleární medicíny pracují s komerčně do-
stupnými molybdeno-techneciovými generátory, ze kterých je možno dle potřeby eluovat nuk-
lid a připravit radiofarmakum. Matečný nuklid, molybden-99 (99Mo), je připravován na pouhých 
několika místech na světě. Produkční místa jsou ovšem vesměs přestárlé výzkumné reaktory 
a souběžný výpadek dvou z nich v roce 2009 způsobil kritický celosvětový nedostatek 99mTc. 
Neodvratné uzavření části produkčních kapacit v druhé dekádě 21. století bude znamenat dru-
hou a tentokrát trvalou „techneciovou krizi“. V článku informujeme o historii, současnosti, po-
tenciální budoucnosti a možných řešeních situace s ohledem na dia gnostiku SPECT.

Klíčová slova
nukleární lékařství – tomografi e emisní, počítačová, jednofotonová – radiofarmaka – techne-
cium – techneciová krize

Summary
Nuclear medicine is an important fi eld of nuclear medicine, especially thanks to its role in in vivo 
imaging of important processes in human organism. An overwhelming majority of nuclear me-
dicine examinations comprises of planar scintigraphy and single photon emission computed 
tomography, for decades relying on the labeling by metastable technetium nuclide (99mTc), used 
with a great diversity of ligands for various applications. Nuclear medicine departments utilize 
commercially available molybdenum- technetium generators, being able to elute the nuclide 
at any time and prepare the radiopharmaceutical. The mother nuclide, molybdenum-99 (99Mo), 
is produced in just a handful of places around the world. The production places are without 
exception research nuclear reactors working far past their life expectancy. A concurrent tem-
porary shutdown of two of them in the year 2009 caused a critical worldwide shortage of 99mTc. 
An unavoidable permanent shutdown of part of these capacities in the second decade of the 
21st century will cause the second, and this time rather permanent ”technetium crisis”. The 
article focuses on history, present, potential future and possible solutions in regard to SPECT 
dia gnostics.

Key words
nuclear medicine – tomography, emission-computed, single-photon – radiopharmaceuticals – 
technetium – technetium crisis
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Úvod

Technecium bylo objeveno v roce 1937 
jako vůbec první uměle připravený 
prvek, odtud i  jeho název. Stalo se tak 
na Kalifornské univerzitě v Berkeley. Již 
o rok později pak Emilio Segré a Glenn 
T. Seaborg připravili izotop metastabil-
ního technecia-99m prostřednictvím 
bombardování přírodního molybdenu 
deuteronovým paprskem [1]. O tři roky 
později popsal Emilio Segré společně 
s Chien- Shiung Wuem analýzu štěpných 
produktů uranu-235, které obsahovaly 
molybden-99  (99Mo)  [2]. I  zde objevili 
přítomnost prvku s protonovým číslem 
43 s  6hodinovým poločasem rozpadu. 
Tomuto izotopu se následně dostalo 
označení technecium-99m (99mTc).

Izotop 99mTc přesto zůstával vědec-
kou kuriozitou až do 50. let minulého 
století, kdy začal být poprvé rozezná-
ván jeho potenciál pro medicínu. Vědci 
z  Brookhavenské národní laboratoře, 
kteří pracovali na projektu optimalizace 
eluce a purifi kace jodu-132 z matečného 
teluru-132 připravovaného na místním 
reaktoru objevili ve svém materiálu sto-

pové množství kontaminantu, jenž se 
ukázal být právě 99mTc pocházející z pří-
tomného 99Mo. Jelikož chemie molyb-
den- techneciového páru byla velmi po-
dobná zkoumanému teluro-jodovému, 
byl v roce 1958 na základě těchto zna-
lostí zkonstruován první „techneciový 
generátor“ [3]. V 60. letech začala myš-
lenka využití technecia pro medicínské 
účely získávat stále více příznivců.

První studie v  USA byla zveřejněna 
v roce 1963 [4]. Injektovaný 99Mo se kon-
centroval v  játrech, kde vytvořil v  pod-
statě interní generátor. Játra bylo možno 
vizualizovat pomocí gama skeneru. V ná-
sledujících třech letech demonstrovaly 
užitečnost 99mTc coby dia gnostického ná-
stroje či radiotraceru početné další stu-
die  [5– 10]. Společně s  rapidním rozvo-
jem planárních gamakamer a  prvních 
SPECT gamakamer tak byl položen zá-
kladní kámen nukleární medicíny  –  
oboru, který zejména v  dia gnostické 
aplikaci čekal v  budoucnu strmý růst. 
Technecium se stalo nepostradatelným 
radiofarmakem pro 2D scintigrafi i a poz-
ději i pro SPECT –  jednofotonovou emisní 

tomografi i, zvláště kombinovanou s vý-
početní tomografi í. V kombinaci s různě 
zvolenými ligandy- nosiči dokázalo tech-
necium vizualizovat velké spektrum dějů 
a  orgánů. Nejdůležitější aplikace 99mTc 
v nukleární medicíně shrnuje tab. 1.

Technecium mělo všechny vlastnosti, 
které si lékař mohl přát. V  reaktoru byl 
neutrony ostřelován uranový terč za pro-
dukce velkého počtu dceřiných izotopů 
včetně 6% 99Mo. Jeho poločas rozpadu, 
66  hodin, stačil právě tak na jeho ex-
trakci z reaktoru, separaci od zbytku izo-
topů a uzavření do generátorů, jež byly 
rozváženy do nemocnic po celém světě. 
Jak se molybden postupně rozkládal, 
produkoval stabilní zásobu 99mTc, která 
se dala z generátoru kdykoli eluovat či –  
jak se v medicínské obci ustálilo říkat –  
generátor „podojit“. Díky vynikajícím 
komplexotvorným vlastnostem techne-
cia pak bylo možno s eluovaným rozto-
kem technecistanu připravovat radio-
farmaka na místě, většinou s  použitím 
lyofilizovaných, práškových kitů obsa-
hujících příslušné ligandy plus pomocné 
látky  [11,12]. Generátory byly snadno 

Tab. 1. Příklady využívaných SPECT radiofarmak na bázi 99mTc.

Zkratka Chemický název Klinické využití pro zobrazování

Na99mTcO4 [99mTc]-technecistan sodný krevní perfuzemorfologie a funkce štítné 
žlázy

[99mTc]-MDP a další fosfonáty [99mTc]-metylendifosfonát vyšetření skeletu − metastázy, kostní poru-
chy, degenerativní a zánětlivé změny

[99mTc]-DTPA [99mTc]-dietylentetraaminpentaacetát ledviny (glomerulární fi ltrace), krevní per-
fuze plíce (ventilační scintigrafi e – aerosol)

[99mTc]-MAG3 [99mTc]-merkaptoacetyltriglycin ledviny (dynamická scintigrafi e)

[99mTc]-DMSA [99mTc]-meso-dimerkapto-jantarová kyselina ledviny (statická scintigrafi e), játra, 
štítná žláza

[99mTc]-MAA [99mTc]-albuminové makroagregáty perfuze plic

[99mTc]-koloidy [99mTc], koloidní suspenze s dalšími látkami játra, slezina, lymfoscintigrafi e sentinelo-
vých uzlin

[99mTc]-HIDA [99mTc]-N-(2,6-dimetylfenylkarbamoylmetyl)
iminodiacetát funkce jater a žlučových cest

[99mTc]-sestamibi [99mTc]-hexakis(2-metoxyisobutylisonitril) perfuze myokardu, mammoscintigrafi e, 
vyšetření štítné žlázy a příštítných tělísek

[99mTc]-tetrofosmin [99mTc]-1,2-bis(bis(2-ethoxyetyl)fosfi no)etan perfuze myokardu 

[99mTc]-HMPAO [99mTc]-d,l-hexametylpropylenaminoxim
mozek, buněčná a mozková perfuze, leu-
kocyty a zánětlivé procesy, bioenergetika 
tkáně



„TECHNECIOVÁ KRIZE“  PŘÍČINY, MOŽNÁ ŘEŠENÍ A DOPAD NA DIAGNOSTIKU PLANÁRNÍ SCINTIGRAFIÍ A SPECT

Klin Onkol 2014; 27 (Suppl 1): S137–S142 S139

2. Ekonomická neudržitelnost 

spolehlivosti dodávek

Produkční reaktory vesměs sloužily ke 
státem plně fi nancovanému výzkumu. 
99Mo byl vedlejším produktem normální 
činnosti reaktoru, nic tedy nebránilo na-
sazení iracionálně nízké ceny pokrývající 
prakticky jen cenu ozářeného materiálu, 
která nerefl ektovala ani pozdější nárůst 
významu produkovaného materiálu. 
Stát se tak ocitl na počátku i konci logis-
tického řetězce (produkce 99Mo a vyšet-
ření 99mTc) s odpovídající motivací udržet 
ceny v celém řetězci nereálně nízko. Tyto 
praktiky ve svém důsledku nejen nepo-
kryly cenu provozování a  údržby reak-
toru, ale též účinně bránily budování no-
vých infrastruktur  –  uměle nízká cena 
již v základu odradila jakékoli komerční 
subjekty od snah budovat a provozovat 
alternativní zdroje. 

3. Nucený přechod na 

nízkoobohacené uranové terče

Veškerá zatím zmíněná produkce 99Mo 
využívala původní technologie vyvinuté 
v 60. letech 20. století –  tedy ozařování 
vysokoobohacených uranových terčů 
(obsahujících více než 20 % uranu-235 –  
přírodní uran obsahuje méně než 1 %). 
Nicméně vysokoobohacený uran (HEU) 
je materiál pro výrobu jaderných zbraní. 
USA, jediný dodavatel HEU produkčním 
reaktorům, v současnosti zastavuje veš-
kerý export HEU s plánem totálního zru-
šení v roce 2020, a to jako součást strate-
gie boje proti nukleárnímu zbrojení [16]. 
Belgie, Nizozemí a Francie se k této ini-
ciativě připojily také a souhlasily s pře-
chodem na nízkoobohacené uranové 
terče do konce roku 2015. Co to bude 
znamenat pro produkci? Nižší výtěžky 
99Mo, vyšší množství odpadu –  oba fak-
tory přispějí k  dalšímu navýšení ceny 
99Mo [17]. Situaci lze tedy shrnout násle-
dovně  –  cena 99Mo/ 99mTc je iracionálně 
nízká, logistické řetězce křehké, pro-
dukční kapacity nedostatečné a  zasta-
ralé –  situace neudržitelná, a to již v krát-
kodobém horizontu.

Možnosti řešení

Existuje v  této situaci řešení? Na to se 
v uplynulých letech snažilo najít odpo-
věď mnoho lékařů, specialistů či odbor-
ných komisí včetně IAEA (International 

reaktor NRU zajišťující 40 % světové pro-
dukce, a ačkoliv byl poměrně rychle uve-
den do provozu, únik těžké vody si vyžá-
dal další odstavení v květnu 2009 trvající 
15  měsíců. Opravy HFR způsobily další 
měsíc odstávky v roce 2009 a šest jiných 
v  roce 2010  [15]. V  krizové situaci bylo 
nutno prověřit možnosti ostatních reak-
torů a nasadit alternativní logistické ře-
tězce –  zapojily se např. OPAL v Austrá-
lii, FRM- II v Německu, MARIA v Polsku či 
reaktor LVR- 15 v Řeži u Prahy (s nutností 
transportu materiálu ke zpracování do 
Nizozemí anebo Belgie). Až do restar-
tování obou reaktorů v srpnu, resp. září 
2010  se tak celý svět musel ve značné 
míře obejít bez dostatečného množství 
99mTc. Díky této krizi muselo být statisícům 
pacientů odepřeno vyšetření pomocí to-
hoto radioizotopu. Ně kte rá z  vyšetření 
mohla být nahrazena alternativními me-
todami, např. PET, avšak za mnohem vyšší 
cenu, jiná za cenu použití méně etablova-
ných radioizotopů. Většina vyšetření však 
musela být odložena či zrušena a není vy-
loučeno, že pro ně kte ré pacienty mohlo 
být takové zdržení klíčové až fatální. Dle 
tehdejších slov amerických odborníků se 
„nukleární dia gnostika v  USA propadla 
prakticky zpět do 60. let minulého století“.

Poučení z krize

Na sklonku roku 2010  byla tedy první 
techneciová krize zažehnána. Zůstalo 
po ní ale mnoho otázek, z nichž primární 
je –  bude se krize opakovat? Odpověď je 
jasná. Velmi pravděpodobně, a to brzy. 
Hlavní důvody jsou následující:

1. Zastaralost produkčních reaktorů

Jak již bylo uvedeno, hlavní pětice reak-
torů výrazně přesluhuje. Reaktor NRU 
v Chalk River, Ontario, Kanada, je v roce 
2013 v provozu již 56 let, HFR v Pettenu 
52 let, francouzský OSIRIS v Saclay 47 let. 
Chvíle, kdy nebude dále možno tyto 
reaktory udržovat v provozu, se nezadr-
žitelně blíží. Plánované uzavření NRU se 
mělo odehrát v roce 2005 a pouze díky 
intervenci kanadské vlády, která přehla-
sovala doporučení bezpečnostních in-
spektorů, se tak nestalo. Jak HFR, tak 
OSIRIS by měly být defi nitivně uzavřeny 
v letech 2014– 2016. Kanadská vláda nic-
méně oznámila plán na defi nitivní uzav-
ření reaktoru NRU v říjnu 2016.

dostupné, technecium, vztaženo na jed-
notku aktivity, výrazně levnější než jiná 
radiofarmaka a zobrazovací instrumen-
tace, scintigrafy nebo SPECT či SPECT/ CT 
skenery taktéž levnější než např. PET al-
ternativa. Mnoho dia gnostických metod 
bylo nahrazeno techneciovými skeny 
a  lékaři po celém světě si nedokázali 
představit provoz bez tohoto izotopu. 
Pak udeřila první techneciová krize. 

První techneciová krize

V roce 2009  čítal celkový počet vyšet-
ření na světě provedených s pomocí 99mTc 
zhruba 30 milionů, přičemž jen USA se na 
tomto výsledku podílely cca 20 miliony 
vyšetřeními. Není se proto čemu divit, 
že situace, kdy prakticky „přes noc“ došlo 
k poklesu objemu dodávek generátoro-
vého materiálu o 30– 70 % (v závislosti na 
místě a času), zasáhla medicínskou scénu 
velice tvrdě [13,14]. Jak k takové situaci 
mohlo dojít? Důvod je prostý. Z přibližně 
250  výzkumných reaktorů fungujících 
po celém světě bylo schopno radionuk-
lidy produkovat v průmyslovém měřítku 
pouze pět  –  reaktor National Research 
Universal (NRU) v  Chalk River, Kanada, 
High Flux Reactor (HFR) v Pettenu, Nizo-
zemí, SAFARI- 1 v Pelindabě, Jižní Afrika, 
BR2 v Mol, Belgie a OSIRIS v Saclay, Fran-
cie. Zpracování ozářeného materiálu bylo 
prováděno v pouhých čtyřech centrech 
(Belgie, Kanada, Nizozemí a Jižní Afrika).

Všechny zmíněné reaktory měly 
mnohé společného. 99Mo zde byl vyráběn 
ozařováním terčů z obohaceného uranu. 
Vesměs se jednalo o  výzkumné reak-
tory, které byly v provozu více než 40 let. 
S tím se pojila nutnost pravidelných od-
stávek k údržbě, jež musely být mezi jed-
notlivými reaktory precizně synchronizo-
vány. V půli roku 2008 došlo k plánované 
odstávce reaktoru HFR v Pettenu, v této 
době zastávajícího přibližně 33 % světové 
produkce. Následovaly plánované od-
stávky reaktorů NRU, BR2 a OSIRIS. Díky 
objevené korozi a  netěsnostem nebyl 
reaktor HFR znovu včas spuštěn. V jednu 
chvíli tak fungoval jediný produkční reak-
tor na celé planetě –  jihoafrické SAFARI- 1. 
Nezávisle na tom muselo být kvůli úniku 
radioaktivního jodu uzavřeno belgické 
zpracovatelské centrum IRE. Reaktor HFR 
byl uveden znovu do provozu v  únoru 
2009, vzápětí ovšem vysadil kanadský 
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terprise využívá technologie lineárních 
urychlovačů elektronů z přírodního mo-
lybdenu. Univerzita v Albertě a projekt 
TRIUMF ve Vancouveru spoléhají zase na 
cyklotronové technologie –  nicméně ni-
koli k produkci 99Mo, ale přímo 99mTc.

4. Alternativní způsoby výroby 99mTc

Kanadský program TRIUMF patří mezi 
průkopníky přímé výroby 99mTc ostřelo-
váním molybdenových terčů na cyklo-
tronech. Ačkoliv optimální energie 
se zdá být vyšší než 18  MeV, tj. stan-
dardní maximální energie klasických 
cyklotronů používaných pro produkci 
PET radiofarmak, i  tyto cyklotrony jsou 
schopny produkovat technecium v do-
statečné míře pro uspokojení potřeb 
nemocnic [22– 25]. Nutnou podmínkou 
bude ovšem dostatečně hustá síť cyk-
lotronů (pro Kanadu přibližně 24  cyk-
lotronů). Jelikož kanadský model plánu 
nahrazení centralizované výroby 99Mo 
decentralizovanou přímou výrobou 
technecia eliminuje závislost na reakto-
rech, jsou možnosti přímé cyklotronové 
výroby technecia prověřovány jinde na 
světě včetně Ústavu jaderné fyziky Aka-
demie věd ČR či ÚJV, a. s. v Řeži [26– 28]. 
Tento způsob nicméně bude vyžadovat 
jistý kompromis ze strany lékařských za-
řízení –  99mTc by bylo dodáváno namísto 
trvanlivějších a  dle libosti kdykoli „po-
dojitelných“ generátorů přímo ve formě 
roztoku technecistanu, podobně jako 
např. nyní fl uordeoxyglukóza pro PET, 
což s  sebou ponese náročnější proces 
časového plánování vyšetření –  v ideál-
ním případě by mělo docházet ke koor-
dinaci objednávek mezi nemocnicemi. 
V neposlední řadě bude cena takto vyro-
beného technecia samozřejmě vyšší než 
doposud. Alternativní způsoby výroby 
99Mo i 99mTc budou nicméně muset zdo-
lat další překážku, tentokrát administra-
tivní –  bude si vyžadovat nové schválení, 
rozšíření či doplnění u příslušných stát-
ních kontrolních úřadů.

5. Nahrazení vyšetření 99mTc jiným 

vyšetřením

V době první techneciové krize bylo 
mnoho lékařských institucí nuceno při-
stoupit k alternativním způsobům vyšet-
ření, ne vždy je však bylo možné prová-
dět na SPECT gamakamerách. Jednou 

nové terče se všemi z toho vyplývajícími 
důsledky. 

2. Rozšíření sítě s využitím stávajících 

nízkokapacitních reaktorů

Ně kte ré z reaktorů, které byly zapojeny 
do výroby 99Mo v  době první techne-
ciové krize, byly nyní zařazeny natrvalo 
do výrobní a distribuční sítě. V součas-
nosti sdružuje Pracovní skupina reaktorů 
a  izotopů asociace AIPES (Association 
of Imaging Producers and Equipment 
Suppliers –  Asociace výrobců a dodava-
telů vybavení pro zobrazování) celkem 
10 reaktorů –  mimo již zmíněných pěti 
dále polský reaktor MARIA, český LVR- 15, 
argentinský RA- 3 a australský OPAL vyu-
žívající již nyní nízkoobohacené uranové 
terče a  německý FRM- II, který ovšem 
v současnosti neozařuje terče pro 99Mo. 
Potenciální roční produkce těchto reak-
torů (bez FRM- II) přibližně odpovídá roč-
nímu objemu produkce reaktoru HFR. 

3. Alternativní způsoby výroby 99Mo

Další cestou je výroba matečného ge-
nerátorového nuklidu (99Mo) jiným způ-
sobem než bombardováním uranových 
(nízko-  či vysokoobohacených) terčů. 
Spojené státy, které, ačkoli jsou nej-
větším odběratelem 99Mo, nedisponují 
od uzavření reaktoru Cintichem v  roce 
1989 vlastním zdrojem tohoto izotopu, 
podporují projekty nevyužívající vyso-
koobohacený uran. GE Hitachi a Babcock 
& Wilcox, dvě největší společnosti, své 
plány zrušily z důvodu nerentability při 
současném stavu trhu. Další společnosti 
zahájily výzkum zcela nových metod 
produkce. Společnost NorthStar plánuje 
jednak od roku 2014 ozařovat přírodní 
molybden neutrony a konvertovat 98Mo 
na 99Mo na výzkumném reaktoru Univer-
zity v Missouri, jednak produkovat 99Mo 
gama-ozařováním 100Mo s  cílem po-
krýt 10– 50 % potřeby 99Mo v USA. Záro-
veň probíhají jednání o možné recyklaci 
99Mo z  použitých generátorů. V  nepo-
slední řadě jsou prověřovány možnosti 
produkce 99Mo na vysokoenergetických 
cyklotronech [19– 21].

Kanada se především snaží pokrýt 
vlastní potřeby. Jednadvacet milionů ka-
nadských dolarů bylo vládou uvolněno 
na tři projekty, které by mohly nahra-
dit NRU. Prairie Isotope Production En-

Atomic Energy Association  –  Meziná-
rodní agentura pro atomovou energii) 
nebo OECD (Organisation for Econo-
mic Co- operation and Development  –  
Organizace pro hospodářskou spo-
lupráci a  rozvoj). Odpověď na tuto 
otázku? Ano, ale v žádném případě ne 
takové, které navrátí vše do situace před 
rokem 2008. 

1. Vybudování nových reaktorů 

či upgrade stávajících

Do této kategorie spadají snahy udržet 
současné reaktory ještě nějakou dobu 
v chodu či vybudovat jim adekvátní ná-
hrady. První projekt tohoto typu byl ka-
nadský Multipurpose Applied Physics 
Lattice Experiment (MAPLE), dva reak-
tory dedikované přímo výrobě izotopů, 
přičemž každý ze dvou plánovaných měl 
zajistit produkci odpovídající 100 % svě-
tové potřeby 99Mo. Reaktory MAPLE I
a  MAPLE II byly vybudovány v  Chalk 
River (lokace NRU) v roce 2000, nicméně 
v průběhu jejich testování vyšla na po-
vrch zásadní designová pochybení ve-
doucí k  závažným bezpečnostním ne-
dostatkům, které modelové studie 
neodhalily. Nejvýraznějším problémem 
byl pozitivní koeficient reaktivity, po-
tenciálně hrozící nekontrolovatelným 
rozvojem řetězové reakce, jehož možný 
extrémní důsledek ilustrovala exploze 
černobylského reaktoru. To v konečném 
důsledku vedlo v roce 2008 k ukončení 
celého projektu MAPLE za cenu obrov-
ských fi nančních ztrát, aniž by reaktory 
byly uvedeny do ostrého provozu [18]. 
Nespuštění reaktorů MAPLE nicméně 
vedlo k  předběžným studiím budouc-
nosti molybden- techneciové produkce 
bez těchto reaktorů, které se ukázaly 
být velmi užitečné již necelý rok poté. 
Kanada tímto ztratila možnost nahradit 
zavírající NRU. V Evropě měly podobné 
záložní projekty více ště stí. Francouzský 
OSIRIS (plánované ukončení provozu 
2016) by měl plně nahradit právě dokon-
čovaný Jules Horowitz reaktor s plánova-
ným uvedením do provozu roku 2019. 
Nizozemí plánuje do roku 2024  uvést 
do chodu reaktor PALLAS jako náhradu 
za HFR. Belgický reaktor BR2  bude up-
gradován tak, aby byl schopen fungo-
vat až do roku 2026. Vesměs ale půjde 
o  přechod na nízkoobohacené ura-
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v dané oblasti a možnostech zásobo-
vání PET radiofarmaky. Za exemplární 
příklad může posloužit zvýšený zájem 
o 18F- fl uorid sodný v době první krize 
jako náhradu za [99mTc]- MDP skeny.

• SPECT byl doposud velmi levnou me-
todou nukleární medicíny  –  pořizo-
vací cena gamakamery se pohybo-
vala v  řádu jednotek milionů korun, 
u  SPECT/ CT kolem 10  milionů, za-
tímco u PET/ CT v řádu desítek milionů. 
Se zvýšením ceny technecia lze očeká-
vat, že bude muset dojít k optimalizaci 
v síti pokrytí gamakamerami na oddě-
leních nukleární medicíny  –  ně kte ré 
provozy doposud tuto metodu využí-
vající by se po změně cen mohly stát 
nerentabilními.

První techneciová krize ukázala světu, 
že i v dnešním světě je možné, že majo-
ritní zobrazovací metoda nukleární me-
dicíny stojí na hliněných nohách. 99mTc 
bude mít v  novém světě stále důle-

takovou krizi ve smyslu budování alter-
nativních zdrojů či náhradních kapacit. 
Nová cena bude muset odpovídajícím 
způsobem zohledňovat celý zpraco-
vatelský řetězec, bude muset být ak-
ceptována státními autoritami, plátci 
zdravotní péče, nemocnicemi a  zo-
hledněna při plánování lékařské péče.

• Alternativní produkce 99Mo je možná 
stejně jako přímá produkce 99mTc. 
V  obou případech s  sebou opět při-
nese zvýšení ceny vyšetření využí-
vajících 99mTc (planární scintigrafi e či 
SPECT), v případě přímé výroby tech-
necia pak přizpůsobení se nemocnic 
jiné formě dodávek materiálu a event. 
součinnost mezi nemocnicemi při plá-
nování objednávek a vyšetření.

• Lze očekávat, podobně jako za první 
techneciové krize, přesun části vyšet-
ření k jiným metodám, nukleární mag-
netické rezonanci nebo pozitronové 
emisní tomografi i. Zde bude výrazně 
záviset na stupni rozvoje dané metody 

z výjimek bylo kardiologické vyšetření –  
detekce ischemie pomocí  [99mTc]- ses-
tamibi. Zde bylo v  době krize „znovu-
objeveno“ thallium-201  využívané do 
pozdních 80. let 20. století [29– 31]. Vrá-
tily se ovšem i  nevýhody, kvůli kterým 
bylo thallium opuštěno ve prospěch 
technecia  –  nižší energie emitovaných 
fotonů a delší poločas rozpadu, vedoucí 
k vyšší radiační zátěži pacienta a v ně kte-
rých případech, zejména u obézních pa-
cientů, k méně ostrým obrazům. Obrodu 
zažila také ně kte rá z  PET radiofarmak, 
která nebyla díky vyšší ceně výroby i in-
strumentace schopná konkurovat tech-
neciu –  jednalo se zejména o [18F]- fl uorid
sodný pro kostní skeny, pole drtivě 
ovládané  [99mTc]- medronátem (MDP), 
viz obr.  1  [32,33] či jisté zvýšení vyu-
žití  [18F]- FDG PET pro viabilitu myo-
kardu. Tato alternativa byla nicméně vy-
užitelná pouze pro pracoviště vybavená 
PET a PET/ CT skenery, jejichž pořizovací 
i provozní cena je výrazně vyšší a jejich 
četnost logicky výrazně nižší. Nicméně 
je záhodno na tomto místě konstatovat, 
že za jistý pozitivní přínos první tech-
neciové krize lze považovat výraznou 
optimalizaci a  zefektivnění ně kte rých 
99mTc dia gnostických protokolů vynu-
cené drasticky omezenou dostupností 
izotopu v době krize. 

Závěr

Od první techneciové krize uplynulo 
pět let. V  jejich průběhu jasně vykrys-
talizovala fakta o situaci a budoucnosti 
ohledně využití tohoto, pro nukleární 
medicínu prakticky nepostradatelného, 
izotopu. 
• Následujících cca pět let bude po-

měrně kritických díky nevyhnutel-
nému uzavření reaktorů HFR a  NRU. 
Zvýšeným zapojením volných kapa-
cit menších reaktorů nebude dopad 
uzavření natolik tvrdý, nicméně i zde 
dojde k  přechodnému snížení dodá-
vek. Přibližně po pěti letech lze očeká-
vat spuštění nových reaktorových ka-
pacit ve Francii a Nizozemí.

• Za účelem zajištění udržitelnosti a spo-
lehlivosti produkčního a zpracovatel-
ského řetězce bude nutno zásadním 
způsobem revidovat dlouholetou ce-
novou politiku spojenou s 99Mo, která 
efektivně bránila včasné přípravě na 

Obr. 1. Příklad porovnání [99mTc]-MDP scintigrafi e (dvojice vlevo, přední a zadní pro-

jekce) a [18F]-NaF PET (vpravo, 3D sumovaný obraz, tzv. MIP) u téhož pacienta.

Obě vyšetření jsou provedena zhruba ve stejném období, PET vykazuje vyšší senzitivitu 
(detekuje více ložisek), ale nižší specifi tu (některá z ložisek nemusejí souviset s onkologic-
kým postižením, může jít o příčinu jinou). Navíc je patrný i vyšší (lepší) kontrast v PET ob-
razu, menší aktivita v tělovém pozadí (background).
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žité místo, i s ohledem na stávající zob-
razovací infrastruktury, jejichž kom-
pletní přebudování např. na PET by bylo 
ekonomicky i  geograficky nereálné. 
Je nutné si přiznat, že toto odvětví mohlo 
po dlouhá léta existovat a prosperovat 
na základě nepřímé podpory státu zajiš-
ťující umělé –  a dále neudržitelné –  eko-
nomické podmínky. Nyní je zapotřebí 
tento účet splatit, ať již nemalými inves-
ticemi do záchranných programů nebo 
zásadní cenovou reformou. K záchraně 
a  zajištění dalšího hladkého fungování 
tohoto medicínského oboru bude nic-
méně nutná koordinovaná snaha na 
všech úrovních –  produkční, zpracova-
telské, uživatelské i kontrolní.
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Souhrn
Vitamin D je vedle estrogenu a progesteronu třetí steroidní hormon, který plní významné bio-
logické funkce při vývoji karcinomu prsu. Snížené plazmatické hladiny jeho hydroxyderivátu 
25- OHD jsou robustně asociovány s vyšší incidencí karcinomu prsu a kratším celkovým přežitím. 
Ačkoliv neexistuje všeobecný konsenzus, většina autorů udává optimální hladinu 25-OHD při-
bližně 75– 150 nmol/ l (30 ng/ ml) a hladiny nad 375 nmol/ l (150 ng/ ml) jako potenciálně toxické, 
spojené se zvýšeným rizikem hyperkalcemie. Dosud však nejsou k dispozici data o optimální 
hladině vitaminu D ve vztahu k riziku vzniku karcinomu prsu, jeho fenotypovým vlastnostem 
a celkovému průběhu nádorového onemocnění. Publikované práce uvádějí asociaci mezi vyš-
šími hladinami 25-OHD a nižší agresivitou nádoru. Biologický efekt vitaminu D je ovšem kom-
plexní děj, je závislý na hladině 25-OHD, ale i na aktivaci celé signální dráhy včetně receptoru 
pro vitamin D (VDR). Polymorfi zmus v genu VDR kódujícím steroidní receptor pro vitamin D
může být spojen s vyšší incidencí nádoru prsu a mít negativní prognostický potenciál. Cílem 
této práce je podat ucelený přehled o současných poznatcích a dosavadních publikovaných 
datech týkajících se vztahu vitaminu D ke karcinomu prsu. 

Klíčová slova
vitamin D –  25- hydroxyvitamin D –  vitamin D receptor –  karcinom prsu

Summary
Vitamin D is the third steroid hormone playing important bio logical roles in the development 
of breast cancer. Decreased plasma levels of its 25- hydroxyderivative, 25-OHD, display robust 
associations with higher incidence of breast cancer and shorter overall survival. Although no 
consensus exists, most authors agree that optimal plasma levels shall be within 75– 150 nmol/ l 
whereas levels higher than 375 nmol/ l can be potentially toxic with higher risk of hypercalce-
mia. To date, no data are available on the optimal levels of vitamin D related to the risk of breast 
cancer development, its phenotype features and the course of the disease. Published studies 
mostly describe associations among higher levels of 25-OHD and lower bio logically aggressive-
ness of the tumor. The polymorphism of VDR gene coding for the steroid receptor for vitamin D
may be associated with higher disease incidence and also be of negative prognostic signifi -
cance in breast cancer. This review presents an overall summary of the current knowledge and 
publications on vitamin D and breast cancer.

Key words 
vitamin D –  25- hydroxyvitamin D –  vitamin D receptor –  breast cancer
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Úvod

Karcinom prsu představuje onemoc-
nění s  celosvětově vysokou incidencí. 
V  České republice se jedná o  nejčas-
tější zhoubný novotvar u  žen a  v  le-
tech 2005– 2009  představoval 24,3  % 
všech nově dia gnostikovaných malig-
nit v ženské populaci. Incidence v roce 
2010  představuje 66,37  nádorů na 
100 000 žen s mortalitou 14,59 nádorů 
na 100  000  žen  [1]. V  současnosti ne-
existují preventivní opatření, která by zá-
sadně ovlivňovala incidenci karcinomu 
prsu. Ve Spojených státech amerických 
se podává jako chemoprevence pouze 
u  vysoce rizikových jedinců antiestro-
gen tamoxifen, případně raloxifen či in-
hibitory aromatáz  [2– 4], ale vzhledem 
k jejich výrazným nežádoucím účinkům 
nelze tuto strategii uplatnit plošně. Efekt 
těchto látek je navíc omezen pouze na 
hormonálně senzitivní onemocnění, 
tedy onemocnění s expresí estrogeno-
vých (ER) a  progesteronových (PR) re-
ceptorů. Je tudíž zjevné, že by bylo 
potřeba najít jednoduché chemopre-
ventivní agens fungující u  všech typů 
karcinomu prsu [5].

Vitamin D je steroidní hormon hrající 
významnou roli v  metabolizmu kalcia, 
fosfátů a mineralizaci kostí. Pod pojmem 
vitamin D rozumíme dva ve vodě neroz-
pustné sekosteroidy –  ergokalciferol (vi-
tamin D2) a cholekalciferol (vitamin D3). 
Tyto dvě formy se vzájemně liší struk-
turou postranního řetězce, fyziologické 
účinky obou látek na lidský organizmus 
se ale významněji neliší, přičemž hladinu 
vitaminu v séru více ovlivňuje cholekal-
ciferol. Vitamin D je získáván dvěma ces-
tami: majoritní –  přeměnou ze 7- dehyd-
rocholesterolu v kůži vlivem slunečního 
záření, a minoritní –  příjmem potravou. 
Na aktivní formu je přeměněn dvojitou 
hydroxylací, v játrech na 25- hydroxycho-
lekalciferol (25-OHD), následně v ledvi-
nách cestou enzymu 1-alfa hydroxylázy 
na aktivní formu 1,25- dihydroxycho-
lekalciferol (1,25(OH)2D3  =  vitamin D3).
Vitamin D se poté váže na vitamin D re-
ceptor (VDR), který je fyziologicky pří-
tomný v mnoha tkáních včetně mléčné 
žlázy  [6]. Jeho exprese byla také pro-
kázána u všech forem karcinomu prsu, 
jak hormonálně senzitivních (estrogen 
a progesteron citlivých), tak hormonálně 

neaktivních. Kromě přímého efektu in-
hibice buněčného cyklu a indukce apo -
ptózy ovlivňuje vitamin D i produkci es-
trogenů  [7– 9]. Nedostatek vitaminu D 
je považován za jeden z rizikových fak-
torů vzniku a rozvoje nádorových one-
mocnění včetně karcinomu prsu  [10]. 
První zmínky o vztahu vitaminu D a kar-
cinomu prsu se datují do 90. let 20. sto-
letí, kdy byly publikovány výsledky 
ekologických studií. Vyšší incidence ná-
dorového onemocnění souvisela se ze-
měpisnou šířkou, tedy s  nižší expozicí 
slunečnímu svitu [11– 17]. Ně kte ré velké 
kohortové studie udávají inverzní vztah 
mezi perorálním příjmem vitaminu D 
a  rizikem karcinomem prsu  [18– 21]. 
V  roce 2013  byla publikována metaa-
nalýza a  systematický přehledový člá-
nek hodnotící význam suplementace vi-
taminem  D v  redukci rizika karcinomu 
prsu  [22]. Souvislost mezi suplemen-
tací vitaminem D a kalciem a redukcí ri-
zika karcinomu prsu nebyla prokázána. 
Limitací této práce byl soubor pouze 
postmenopauzálních žen, podávání níz-
kých preventivních dávek cholekalci-
ferolu a kalcia a hodnocené dvě studie, 
které jediné splnily kritéria analýzy.

Inverzní vztah mezi hladinou 25-OHD, 
prekurzorem aktivního vitaminu D, 
byl potvrzen jen u  případových studií. 
Výsledky doposud provedených pro-
spektivních studií nejsou konzistentní. 
Metaanalýza čtyř prospektivních studií 
z  roku 2010  nenalezla signifi kantní in-
verzní vztah mezi hladinou 25-OHD a rizi-
kem vzniku karcinomu prsu [23], zatímco 
následná metaanalýza, která zahrnovala 
další dvě prospektivní studie, inverzní 
stav potvrdila [24,25]. Cílem tohoto sdě-
lení je podat ucelený přehled aktuálních 
dat týkajících se vztahu metabolizmu vi-
taminu D a rozvoje karcinomu prsu.

Biologický efekt vitaminu D 

Vitamin D hraje kromě zásadní role v ho-
meostáze vápníku významnou úlohu 
v řadě bio chemických procesů. Signali-
zaci spouští většinou prostřednictvím re-
ceptoru vitaminu D, který náleží do ro-
diny steroidních nukleárních receptorů. 
Vazbou vitaminu D na VDR je induko-
vána buněčná diferenciace, inhibována 
proliferace a regulována apoptóza u nor-
málních i  nádorových buněk včetně 

karcinomu prsu, dále je potlačena an-
giogeneze a  iniciovány imunomodu-
lační účinky cestou ovlivnění monocytů 
a  lymfocytů. Aktivní látka, 1,25- (OH)2D, 
působí antikarcinogenně cestou re-
gulace VDR- dependentní transkripce 
až 200  genů včetně CDKN1A, CDKN1B, 
c- fos a  c- myc  [26]. Ně kte ré studie pro-
kázaly, že 1,25- (OH)2D inhibuje syntézu 
i  bio logický účinek estrogenů  [7– 9]. 
Aktivní forma 1,25- (OH)2D pravděpo-
dobně suprimuje tvorbu estrogenů ces-
tou inhibice genu kódujícího aromatázu, 
enzymu, který je odpovědný za konverzi 
androgenu na estrogeny. 1,25- (OH)2D 
také potlačuje expresi estrogenového 
receptoru, jaderného receptoru, který 
zprostředkovává bio logický efekt estro-
genu [9]. Oba mechanizmy tak přispívají 
k  inhibici signalizace prostřednictvím 
estrogenů. Vztah perorálního příjmu
vitaminu D a  exprese ER a  PR hodno-
tila řada studií s  nekonzistentními vý-
sledky [19,20,21,27]. Analoga vitaminu D
inhibují růst nádorů prsu (benigních 
i maligních) a na estrogenu nezávislým 
mechanizmem redukují proliferativní 
efekt insulin-like growth factor 1 (IGF-1), 
jenž je významný mitogen [28]. Na zví-
řecím modelu byl prokázán potencující 
vliv vitaminu D na účinek tamoxifenu 
v rámci terapie karcinomu prsu [29]. 

Tzv. „negenomový“ efekt vitaminu D
(efekt zprostředkovaný membráno-
vými receptory) je rychlý a  nezávisí 
na transkripci, ačkoliv transkripci zkří-
ženě ovlivňuje prostřednictvím jiných 
signálních drah. Zatím neexistuje jed-
noznačný názor na to, jak je negeno-
mový efekt zprostředkován. Pravdě-
podobně je závislý na „neklasickém“ 
membránovém receptoru (memVDR) 
a  1-alfa, 25-OHD membrane-associa-
ted rapid- response steroid binding pro-
tein (1-alfa,25- (OH)2D- MARRS). Nej-
známější pozitivní negenomový efekt 
vitaminu D je rychlá absorpce vápníku 
ze střeva a zvýšení intracelulární hladiny 
vápníku vznikající vazbou na membrá-
nový receptor, následnou aktivací pro-
teinkinázy C (PKC) a rychlým otevřením 
vápníkových kanálů  [30]. Bijlsma et al 
objevili v roce 2011 další významný ne-
genomový efekt vitaminu D  –  inhibici 
sonic- hedgehog (SHH) signální dráhy, 
která je v  případě vlastní dysregulace 
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karcinom nebo invazivní karcinom, 
a 1 556 kontrolních subjektů. Průměrná 
plazmatická koncentrace 25-OHD byla 
naměřena 27,1 nmol/ l (13,0 ng/ ml) u pa-
cientek s karcinomem prsu a 29,7 nmol/ l 
(15,1 ng/ ml) u zdravých žen (p < 0,0001). 
Plazmatická hladina 25-OHD byla in-
verzně asociována s rizikem karcinomu 
prsu (OR 0,56; 95% CI 0,41– 0,78). Ve srov-
nání s  defi citem vitaminu D, (hladinou 
25-OHD  <  50  nmol/ l (20  ng/ ml)), byly 
hladiny  >  100  nmol/ l (40  ng/ ml) spo-
jeny s poklesem rizika vzniku karcinomu 
prsu. Redukce rizika byla větší u postme-
nopauzálních žen (OR 0,46; 95% CI 
0,09– 0,83) a efekt nebyl závislý na expresi 
estrogenových a progesteronových re-
ceptorů. Hladina 25-OHD3 ≥ 100 nmol/ l 
(40  ng/ ml) měla v  uvedené studii pre-
ventivní vliv na vznik karcinomu prsu. 
Goodwin et al  [33] sledovali mortalitu 
pacientek s  karcinomem prsu v  závis-
losti na hladině vitaminu D. Pacientky 
(bez suplementace) s  hladinou vita-
minu D < 50 nmol/ l (20 ng/ ml) v době 
dia gnózy měly 94% pravděpodobnost 
metastatického onemocnění a  73% 
pravděpodobnost úmrtí v  průběhu 
10 let sledování. Pouze 24 % pacientek 
mělo adekvátní hladinu vitaminu D 

tem řady publikovaných studií. Z dosa-
vadních dat vyplývá, že vyšší hladina je 
obecně asociována s  lepším celkovým 
zdravím  [26] a  nižší incidencí chronic-
kých chorob.

Hodnota hladiny metabolitu v  krvi 
v  závislosti na farmakologické suple-
mentaci vitaminem D je těžko před-
vídatelná. Závisí na individuální varia-
bilitě, dietě, absorpci, metabolizmu, 
BMI, expozici slunci atd. Ačkoliv neexis-
tuje všeobecný konsenzus, většina au-
torů udává optimální hladinu 25-OHD 
přibližně 50– 125 nmol/ l (20– 50 ng/ ml) 
a  hladiny nad 375  nmol/ l (150  ng/ ml) 
jako potenciálně toxické, spojené se zvý-
šeným rizikem hyperkalcemie (tab.  1). 
Dle Goodwin et al  [33] jsou pravdě-
podobně výhodnější hladiny okolo 
75  nmol/ l (30  ng/ ml), ideálně pak 
90– 100 nmol/ l (36– 40 ng/ ml). 

Plazmatické hladiny 25-OHD 

v nemoci a předchorobí

Crew et al  [34] ve své retrospektivní 
případové studii porovnali hladiny 
25-OHD u pacientek s karcinomem prsu 
a zdravé populace. Do analýzy bylo za-
řazeno 1 508 pacientek, u nichž byl v le-
tech 1996– 1997  dia gnostikován in situ 

významným stimulátorem karcinoge-
neze [31]. Tang et al [32] v roce 2011 po-
tvrdili v  in vitro i  in vivo studiích, že vi-
tamin D inhibuje proliferaci v buňkách 
bazocelulárního karcinomu prostřednic-
tvím VDR nezávislého mechanizmu. Ces-
tou Wnt dráhy způsobuje downregulaci 
SHH dráhy v  buňkách bazocelulárního 
karcinomu. 

Jaká je optimální plazmatická 

hladina 25-OHD ve vztahu ke 

karcinomu prsu? 

Hydroxylovaný metabolit 25-OHD před-
stavuje zásobní frakci vitaminu D a  je 
vhodným cílem k monitorování zejména 
pro svoje stabilní hladiny v  plazmě 
a dlouhý eliminační poločas. Plazmatická 
hladina 25-OHD je výsledkem hydroxy-
lace neaktivní formy vitaminu D získa-
ného endogenně (konverzí v kůži vlivem 
slunečního svitu) a exogenně (perorál-
ním příjmem). Hydroxylace probíhá v já-
trech prostřednictvím enzymu 25-hyd-
roxylázy kódovaným genem CYP27A1. 
Následná hydroxylace v  ledvinách pro-
střednictvím enzymu 1-alfa-hydroxy-
lázy, kódovaným genem CYP27B1, vede 
k vzniku aktivní formy vitaminu D. Řada 
tkání včetně tkáně mléčné žlázy i karci-
nomu prsu je schopna přímé konverze 
cirkulujícího 25-OHD na aktivní formu 
1,25-OHD prostřednictvím 1-alfa-hydro-
xylázy [29]. Prakticky to znamená, že jsou 
tkáně samy schopny autokrinní nebo 
parakrinní sekrecí enzymu 1-alfa-hyd-
roxylázy konvertovat dostupný prekur-
zor 25-OHD na aktivní metabolit, a tím 
modifi kovat bio logickou dostupnost vi-
taminu D. Analogicky existuje tkáňová 
overexprese 24- hydroxylázy, kódované 
CYP24A1, klíčového enzymu v  katabo-
liz mu aktivních forem vitaminu D, jehož 
vlivem dochází k  degradaci aktivního 
vitaminu D. Z  toho vyplývá, že hladina 
25-OHD nemusí nutně odrážet lokální 
bio logické a  patofyziologické efekty. 
Přesto ale zůstává nejjednodušším pro-
středkem sledování stavu vitaminu D 
v  těle. Snaha defi novat optimální plaz-
matickou hladinu 25-OHD obecně v sou-
vislosti s  incidencí chronických chorob 
(kardiovaskulárních, neurologických, en-
dokrinních, ale i  nádorových onemoc-
nění), v našem případě s prevencí rizika 
vzniku karcinomu prsu, byla předmě-

Tab. 1 Kritéria hladiny 25-OHD u zdravých dle NHANES 2011 (National Health and 

Nutrition Examination Survey).

Výsledky Sérová hladina 25-OHD 

nmol/l ng/ml

defi cit < 30 < 12

neadekvátní hladiny 30–50 12–20

optimální ≥ 50 ≥ 20

rizikové > 125 > 50

toxická ≥ 375 ≥ 150

Legenda – sérové hladiny 25-OHD u zdravých

nmol/L ng/mL

< 30 < 12 asociovány s vitamin D defi ciencí, vedoucí ke křivici u dětí, 
osteomalácii u dospělých

30–50 12–20 neadekvátní pro metabolizmus skeletu a celkové zdraví 
u zdravých osob

≥ 50 ≥ 20 adekvátní

> 125 > 50 potenciálně toxické, vedoucí k nežádoucím účinkům, ob-
zvláště při hladinách > 150 nmol/L (> 60 ng/mL)
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s vyšším počtem těhotenství měly vyšší 
hladiny 25-OHD a nižší riziko vzniku kar-
cinomu prsu, což pravděpodobně vy-
světluje nižší expozice estrogenům. 

Plazmatická hladina 25-OHD 

a fenotyp karcinomu prsu

Plazmatická hladina vitaminu D je nyní 
studována v souvislosti s fenotypovými 
vlastnostmi karcinomu prsu: luminal A, 
luminal B, HER2+ ER– , triple- negativní 
(basal-like). Již na buněčných kulturách 
odvozených od karcinomu prsu byla in 
vitro prokázána fenotypová souvislost 
s hladinou vitaminu D. Nízké hladiny vi-
taminu D jsou asociovány s progresí více 
agresivního fenotypu (triple- negativ-
ního) [40]. Rainville et al sledovali hladinu 
25-OHD v souvislosti s fenotypem karci-
nomu prsu (luminal A, luminal B, HER2+ 
ER– , triple- negativní)  [41]. U  triple- ne-
gativního fenotypu detekovali nejnižší 
hladiny 25-OHD a  také nejvyšší pro-
cento pacientek s defi citem. Pro zajíma-
vost uvádíme hladiny 25-OHD –  zdraví 
dobrovolníci 90 ± 40 nmol/ l, pacientky 
s karcinomem prsu 76 ± 50 nmol/ l, lu-
minal A  79  ±  50  nmol/ l, luminal B 
75 ± 30 nmol/ l, HER2+ ER–  93 ± 30 nmol/ l, 
triple- negativní 50 ± 20 nmol/ l. Ve sku-
pině pacientek s karcinomem prsu byla 
naměřena signifikantně nižší hladina 
25-OHD (p  <  0,015), ale nebyl nalezen 
signifi kantní rozdíl v  rámci stadia one-
mocnění. Hladina 25-OHD u  triple- ne-
gativního karcinomu prsu byla také sta-
tisticky významně nižší oproti skupině 
zdravých dobrovolníků. Hladina vita-
minu D má pravděpodobně významný 
vliv na nádorový růst, fenotypové vlast-
nosti a  bio logické chování karcinomu 
prsu. Tuto hypotézu podporují i  data 
zjištěná u  populace Afroameričanek, 
tzn. vyšší mortalitu v  souvislosti s  kar-
cinomem prsu, nižší hladinou 25-OHD 
a  vysokou incidenci agresivního tri-
ple- negativního nebo basal-like feno-
typu (39 %) [41,42]. 

Laporta et al na zvířecím modelu (pot-
kan) triple- negativního karcinomu prsu 
testovali význam VDR pro 1,25- (OH)D 
zprostředkovanou protinádorovou an-
tiproliferativní aktivitu  [43]. Model po-
tvrdil hypotézu, že 1,25- (OH)2D cestou 
VDR koordinovaně suprimuje proteiny, 
jež jsou zásadní k přežití triple- negativ-

vliv, fyzickou aktivitu, terapii karcinomu 
prsu a podání tamoxifenu. Po eliminaci 
všech demografi ckých variabilit a  roz-
dílů vyplývajících ze životního stylu zů-
stalo stadium onemocnění signifi kant-
ním prediktorem nižších hladin 25-OHD. 
Ženy s  lokalizovaným či lokálně pokro-
čilým onemocněním vykazovaly nižší 
hladinu 25-OHD než ty s  karcinomem 
in situ. 

Autoři dále studovali efekt tamoxifenu 
v souvislosti s hladinou 25-OHD. Histo-
ricky pouze jedna práce na zvířecím mo-
delu prokázala vztah vitaminu D a tamo-
xifenu [29]. Kombinace byla 10– 100krát 
efektivnější než monoterapie analogem 
vitaminu D. Přidáním vitaminu D došlo 
k navýšení efektu tamoxifenu (současně 
k redukci dávky a tím poklesu nežádou-
cích účinků tamoxifenu). V  Neuhouse-
rově práci byly u  pacientek léčených 
tamoxifenem naměřeny vyšší hladiny 
25-OHD, tamoxifen byl tedy signifi-
kantní prediktor hladiny 25-OHD. Vztah 
k  hormonálním receptorům bohužel 
nelze hodnotit, neboť nebyly vyšetřeny 
u jedné třetiny zařazených pacientek. 

V kanadské studii Goodwina et al [33] 
naměřili defi citní či insufi cientní vstupní 
hladinu 25-OHD u 76 % pacientek s kar-
cinomem prsu. Prokázali inverzní vztah 
mezi hladinou 25-OHD a BMI, markery 
inzulinové rezistence (inzulin, C- pep-
tid), přičemž hladiny 25-OHD byly signi-
fi kantně nižší u pacientek s high-grade 
tumory. Dále prokázali statisticky vý-
znamnou souvislost mezi defi citní hla-
dinou vitaminu D a dobou do progrese 
(disease-free survival  –  DFS) a  kratším 
celkovým přežitím (overall survival –  OS) 
(10letý DFS 69 vs 83 % (defi citní vs do-
statečné hladiny), 10letý OS 74 vs 85 %). 
Výsledek nebyl ovlivněn věkem, veli-
kostí tumoru, gradem, stavem estroge-
nových a  progesteronových receptorů 
adjuvantní chemoterapií, hormonotera-
pií ani ročním obdobím.

Stejně tak autoři německé studie 
z roku 2007 [39] uvádějí signifi kantní in-
verzní vztah mezi hladinou 25-OHD a ri-
zikem vzniku karcinomu prsu u postme-
nopauzálních žen, přičemž hormonální 
substituční léčbu a  počet těhotenství 
shledali jako modifi kátory shora uvede-
ného vztahu. Ženy, které podstoupily 
hormonální substituční léčbu, a  ženy 

(> 72  nmol/ l) v  době dia gnózy. Podle 
sdružené analýzy prováděné v  USA 
a Velké Británii měly pacientky s hladi-
nou > 125 nmol/ l (50 ng/ ml) o 50 % nižší 
riziko vzniku nádoru prsu než pacientky 
s  deficiencí 25-OHD. Denní příjem 
1 000  IU vedl k zvýšení hladin 25-OHD 
o 25 nmol/ l (10 ng/ ml), optimální denní 
dávka by mohla být 3 000– 4 000 IU, tedy 
vyšší než dávka doporučována Institute 
of Medicine (IOM). Aplikace denní dávky 
vitaminu D 4 000 IU po dobu pěti měsíců 
vedla bez nežádoucích účinků k  dosa-
žení požadovaných hladin u 88 % sledo-
vaných osob [35]. V přehledovém článku 
o  klinických datech u  zdravých osob 
byla dokonce uvedena bezpečná denní 
dávka vitaminu D ≥ 10 000 IU [36]. 

Podávané vysoké dávky vitaminu D
nemusí být vždy toxické. V  jednora-
menné studii byla postmenopauzál-
ním pacientkám léčených inhibitory 
aromatáz podávána dávka vitaminu D
50 000 IU týdně [37], ve studii fáze II byla 
pacientkám s  metastatickým karcino-
mem prsu podávána dávka vitaminu D
10  000  IU denně po dobu čtyř mě-
síců [38]. V rámci ani jedné z nich nebyly 
zaznamenány projevy toxicity jako hy-
perkalcemie, hyperkalciurie nebo nefro-
lithiáza. Přesto zůstává nejasné, zda 
bude mít substituce vyššími dávkami vi-
taminu D protektivní vliv na redukci ri-
zika vzniku karcinomu prsu u vysoce ri-
zikových premenopauzálních pacientek. 
Dodnes nebyla publikována prospek-
tivní studie, která by hodnotila význam 
substituce v průběhu léčby onkologic-
kého onemocnění, a  většina doposud 
publikovaných prací vycházela pouze 
z predia gnostických hladin vitaminu D. 

Stadium onemocnění, grade, 

hormonální léčba a hladina 

25-OHD

Vitamin D by mohl být užitečnou a lev-
nou součástí léčby pacientek s karcino-
mem prsu. Neuhouser et al [28] provedli 
analýzu hladin vitaminu D u  populace 
pacientek s  historií karcinomu prsu. 
U 75,6 % z nich konstatovali insufi cienci 
až defi cit 25-OHD a  průměrná hladina 
byla stanovena na 24,8  ±  10,4  ng/ ml. 
Nižší hladiny byly nalezeny u afrického 
a  hispánského etnika. Studie hodno-
tila věk, BMI, etnikum, geografi i, sezónní 
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u asijské populace. Stejní autoři publiko-
vali negativní výsledky v rámci metaana-
lýzy v případě polymorfi zmu ApaI. 

Je současná doporučená dávka 

vitaminu D dostatečná k prevenci 

rizika karcinomu prsu?

Současná doporučení v České republice 
se týkají suplementace optimální v me-
tabolizmu kalcia a  terapii osteoporózy. 
Doporučená dávka v  této indikaci je 
800 IU/ den, jde tedy o řádově nižší dávku, 
než je dávka uvedená. Crew et al  [34] 
srovnávali hladinu 25-OHD u  skupiny 
premenopauzálních pacientek léčených 
adjuvantní chemoterapií za současné 
suplementace kalciem (1  000 mg/ den) 
a  vitaminem D3  (400  IU/ den). Před za-
hájením terapie pouze 6  % pacientek 
vykazovalo dostatečnou hladinu 
25-OHD  ≥  75  nmol/ l (30  ng/ ml) a  po 

populaci pacientek, navíc hodnotili sou-
vislost s  rodinnou anamnézou. V  obou 
studiích i v kombinovaném rameni byla 
pozorována signifi kantní interakce mezi 
FokI a  negativní rodinnou anamnézou 
(tab. 2). BsmI Bb + bb (heterozygot + re-
cesivní homozygot) varianty byly aso-
ciovány s nesignifi kantním zvýšením ri-
zika napříč studovanými skupinami bez 
ohledu na rodinnou anamnézu. Z  vý-
sledků vyplývá, že vitamin D jako bio-
logický regulátor pravděpodobně ovliv-
ňuje riziko vzniku karcinomu prsu. 
Variabilita výsledků u polymorfi zmu FokI 
v rámci více publikovaných dat je prav-
děpodobně dána proporcionálním za-
stoupením pacientek s rozdílnou rodin-
nou anamnézou  [45]. Wang et al  [48] 
potvrdili v kavkazské populaci roli TaqI 
polymorfi zmu v riziku vzniku karcinomu 
prsu. Tato hypotéza nebyla potvrzena 

ních, basal-like, nádorových buněk kar-
cinomu prsu. 

VDR genový polymorfi zmus 

a karcinom prsu

Vitamin D receptor (VDR) je nukleární 
steroidní receptor, který po navázání li-
gandu 1,25-OHD ovlivňuje genovou ex-
presi. VDR je exprimován téměř ve všech 
tkáních a orgánech lidského těla a signa-
lizace prostřednictvím VDR vede k tran-
skripci řady genů (až 3  % lidského ge-
nomu), jež kontrolují buněčný cyklus, 
ovlivňují apoptózu a  metastatický po-
tenciál. Je přítomný v normální mléčné 
žláze, kde funguje jako protipól estro-
geny řízené proliferace a podporuje di-
ferenciaci. Dosavadní publikovaná data 
ukazují, že vitamin D i  polymorfi zmus 
VDR pravděpodobně ovlivňují riziko 
vzniku karcinomu prsu  [44]. Řada kli-
nických studií je věnována polymorfi-
zmu VDR a dosud bylo popsáno více než 
470 variant VDR. VDR polymorfi zmus je 
spojen s vyšší incidencí nádorového one-
mocnění a  má negativní prognostický 
vliv, ačkoliv výsledky studií jsou často 
rozporuplné. Köstner et al [45] analyzo-
vali relevanci genového polymorfi zmu 
VDR v rámci studia maligních onemoc-
nění. Byla prokázána signifi kantní sou-
vislost mezi polymorfi zmy VDR (označo-
vané jako FokI, BsmI, TaqI, ApaI, poly (A))
a vznikem karcinomu prsu. Riziko vzniku 
karcinomu prsu bylo asociováno s  po-
lymorfizmy BsmI, FokI, zatímco pro-
gnóza onemocnění souvisela spíše s ge-
novými variantami BsmI a TaqI. V rámci 
uvedené práce byla provedena meta-
analýza 21 studií hodnotících polymor-
fi zmy FokI, BsmI, ApaI a TaqI. FokI poly-
morfi zmus byl spojen se signifi kantně 
zvýšeným rizikem karcinomu prsu. 
V  subanalýze byla signifikantní aso-
ciace evidentní v  případě FokI  poly-
morfi zmu v evropské populaci, naopak 
u  BsmI, ApaI and TaqI nebyla souvis-
lost se vznikem karcinomu prsu signifi -
kantní. FokI polymorfi zmus by tak mohl 
být citlivým bio markerem rizika vzniku 
karcinomu prsu, zvláště pak v evropské 
populaci [45,46].

Ke stejnému závěru pak dospěli i Sin-
notte et al  [47], studující asociaci poly-
morfi zmu VDR, konkrétně FokI a  BsmI, 
v rámci dvou nezávislých studií na stejné 

Tab. 2. Souvislost mezi VDR polymorfi zmem a rizikem vzniku karcinomu prsu.

Köstner 

et al [45]

Sinotte et al 

(1) [47]

n = 243

Sinotte et al 

(2) [47]

n = 616

Sinotte et al 

(1,2) [47]

n = 859

FokI 
ff  vs FF

OR = 1,15 
95% CI 

1,03–1,28

OR = 1,22 
95% CI 0,76–1,95

OR = 1,44 
95% CI 1,05–1,99

OR = 1,33 
95% CI 1,03–1,73

FokI 
ff  vs Ff

OR = 1,14
95% CI 

1,03–1,26

evropská 
populace
FokI 
ff  vs FF

OR = 1,16
95% CI 

1,04–1,30

evropská 
populace
FokI 
ff  vs Ff

OR = 1,15
95% CI 

1,04–1,28

FokI 
a pozitivní 
rodinná 
anamnéza

       FF OR = 1,0
Ff OR = 0,56

95% CI 0,24–1,32
p = 0,18

ff  OR = 0,41
95% CI 0,15–1,16 

p = 0,14

FF OR = 1,0
Ff OR = 0,79

95% CI 0,44–1,40 
p = 0,41

ff  OR = 0,78
95% CI 0,37–1,69 

p = 0,54 

FF OR = 1,0
Ff OR = 0,73 

95% CI 0,46–1,17
p = 0,19

ff  OR = 0,66, 
95% CI 0,36–1,19 

p = 0,17

FokI 
a negativní 
rodinná 
anamnéza

FF OR = 1,0
Ff OR = 1,01

95% CI  0,67–1,51
p = 0,98

ff  OR = 1,51 
95% CI 0,89–2,58

p = 0,13

FF OR = 1,0
Ff OR = 1,44

95% CI 1,10–1,88 
p = 0,007

ff  OR = 1,65–2,35
95% CI 1,16–2,35 

p = 0,005

FF OR = 1,00, 
Ff OR = 1,27

95% CI 1,02–1,58
p = 0,003 

ff  OR = 1,57 
95% CI 1,18–2,10

p = 0,002
OR – odds ratio
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dávek k  bezpečnému vzestupu na cílo-
vou hladinu 90– 115  nmol/ l při monito-
rování hladin 1krát za dva měsíce. S ohle-
dem na nízkou expozici slunečnímu svitu 
v naší zeměpisné šířce je vhodné hladiny 
monitorovat v  průběhu zimních a  čas-
ných jarních měsíců. Další krok při sledo-
vání prognózy pacientů léčených pro di-
seminované nádorové onemocnění se 
současnou suplementací vitaminem D 
dle hladin 25-OHD je stanovení souvis-
losti s  genovým polymorfizmem typu 
FokI, BsmI, dále souvislosti s  expresí ER 
a PR, HER2. Dosavadní data neprokázala 
vztah závislosti efektu vitaminu D na ex-
presi ER a PR, což umožňuje jeho nese-
lektivní použití u všech skupin karcinomu 
prsu. Z preklinických i klinických dat se 
jeví nadějně substituce vitaminem D 
u prognosticky nejméně příznivého feno-
typu triple- negativního karcinomu prsu.
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prsu a její výsledky jsou předpokládány 
v roce 2015.

Z aktivních studií u  dia gnózy kar-
cinomu prsu jmenujme studii fáze III 
VITACAL, která srovnává konvenční dáv-
kovou suplementaci s  vysokými dáv-
kami vitaminu D3  (aplikovanými dle 
vstupních hladin 25-OHD) v  průběhu 
neoadjuvantní a  adjuvantní chemote-
rapie u  pacientek s  karcinomem prsu 
(NCT01480869). Studie fáze II ICARUS 
sleduje klinický efekt a odpověď v bio-
markerech u  pacientek s  karcinomem 
prsu, u nichž probíhá suplementace vi-
taminem D 40 000 IU/ den v průběhu ča-
sového intervalu mezi stanovením dia-
gnózy a operací (NCT01948128).

Závěr

Ačkoliv počet publikací věnovaných kar-
cinomu prsu a vitaminu D vzrostl v prů-
běhu posledního desetiletí přibližně 
7krát, neexistuje konsenzus, který by 
vedl k  doporučení dávky do běžné kli-
nické praxe ve směru k prevenci či i do-
plňkové terapii maligních chorob. Z uve-
dených prací jednoznačně vyplývá 
souvislost mezi dlouhodobými nedo-
statečnými hladinami vitaminu D a  ri-
zikem karcinomu prsu, stejně tak kratší 
doba progrese i  celkového přežití pa-
cientek s  již manifestovaným karcino-
mem prsu. Vitamin D se jeví vedle estro-
genu a progesteronu třetím významným 
steroidním hormonem, který má vliv na 
rozvoj a průběh karcinomu prsu. Vzhle-
dem k  interindividuální variabilitě dané 
pravděpodobně i  genovým polymor-
fi zmem VDR, metabolizmem, etnickým 
rozdílům i  geografi ckým okolnostem je 
v rámci suplementace stále striktně do-
poručováno řídit se hladinou 25-OHD. 
Z hlediska chronobio logie vitaminu D je 
vhodné období ke stanovení hladiny vi-
taminu D konec zimních měsíců (bře-
zen), kdy jsou hladiny 25-OHD nejnižší; 
naopak v  září je v  naší zeměpisné šířce 
průměrná plazmatická hladina nejvyšší. 
Ve světle současných poznatků je 
optimální hladina 75–  150  nmol/  l 
(30– 60  ng/ ml). K  jejímu dosažení je 
ideální týdenní dávka 20 000– 30 000 IU. 
Na našem pilotním souboru pacientů 
s karcinomem prsu a kolorektálním kar-
cinomem léčených první linií paliativní 
chemoterapie vedla aplikace těchto 

roce suplementace vzrostl tento podíl 
na 11 %. 74 % pacientek mělo hladiny 
25-OHD v pásmu defi cience, tento podíl 
klesl po roce terapie na 60  %. Ve sku-
pině s neadekvátní hladinou < 30 nmol/ l 
(12 ng/ ml) se podíl po roční terapii sní-
žil z původních 11 % na 7 %. Na základě 
dosažených výsledků konstatovali sku-
tečnost, že současná suplementace vita-
minem D optimální pro kostní metabo-
lizmus není dostatečná k redukci rizika 
recidivy karcinomu prsu.

Metaanalýza 18 randomizovaných kli-
nických studií, jejichž cílem bylo zhod-
nocení incidence fraktur s  dávkou 
k  substituci od 300– 2  000  IU zahrnu-
jící 57 000 účastníků, prokázala redukci 
mortality o 7 % ve skupině léčených vi-
taminem D [49]. Jiná data –  analýzy dvou 
randomizovaných placebem kontrolo-
vaných studií – tuto skutečnost nepo-
tvrdila. Problém uvedených dat je, že ve 
srovnávacím rameni byla dovolena sub-
stituce kalciem i vitaminem D [50,51].

Aktuální studie

Současně probíhající studie jsou zamě-
řeny na preventivní podávání derivátů 
vitaminu D s  cílem zhodnocení rizika 
nejen nádorových, ale i  jiných chronic-
kých chorob. Bohužel žádná z  pláno-
vaných studií neanalyzuje vstupní hla-
dinu 25-OHD ani neplánuje substituci 
dle monitorování hladiny 25-OHD. Navíc 
je u  všech účastníků povolena substi-
tuce běžná k  prevenci osteoporózy, 
což metodologicky ztíží interpretaci vý-
sledků. Z  plánovaných studií uvádíme 
americkou studii VITAL (n = 20 000) se 
zaměřením na kardiovaskulární a  ná-
dorové choroby s  dávkou vitaminu D 
2  000  IU/ den. Výsledky budou k  dis-
pozici v  roce 2017. Finská studie FIND 
(n = 18 000) s dávkou 1 600 IU/ den pro 
muže a 3 200 IU/ den pro ženy zahájená 
v roce 2013 a cílená na stejné spektrum 
pacientů včetně dia gnózy cukrovky při-
nese výsledky v roce 2020. Britská studie 
VIDAL (n = 20 000) je zaměřena na hod-
nocení vztahu vitaminu D a dlouhově-
kosti při substituci dávkou 2 000 IU/ den. 
Její výsledy můžeme očekávat v  roce 
2017. Studie fáze II (NCT01097278) hod-
notí význam suplementace vysokými 
dávkami vitaminu D u premenopauzál-
ních pacientek s high-risk karcinomem 
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