
Vydává ČLS JEP. ISSN 0862-495X. ISSN 1802-5307 on-line přístup
Indexed in MEDLINE/PubMed, EMBASE/Excerpta Medica, EBSCO,
SCOPUS, Bibliographia medica čechoslovaca, Index Copernicus 

THE JOURNAL OF THE CZECH AND SLOVAK ONCOLOGIC AL SOCIETIES

ročník 28 | 2015 |  Supplementum 2

Klíčová úloha výzkumných biobank 
v současné aplikované molekulární onkologii a klinickém výzkumu

Essential Role of Research Biobanks for Contemporary Applied Molecular 
Oncology and Clinical Research

Hrstka R., Michalová E. et al 

KLINICKÁ 
ONKOLOGIE

ko_2015_S2.indb   1 7.9.2015   9:32:31



ko_2015_S2.indb   2 7.9.2015   9:32:45



Klin Onkol 2015; 28 (Suppl 2): 2S3 2S3

EDITORIAL

Editorial

Vážení čtenáři,
dostává se Vám do rukou v pořadí již třetí supplementum časopisu Klinická onkologie, které bylo připraveno odbornými pracov-
níky Regionálního centra aplikované molekulární onkologie (RECAMO) za podpory infrastruktury BBMRI_CZ (Biobanking and 
Biomolecular Resources Research Infrastructure). Projekt RECAMO byl zahájen v roce 2010 při Masarykově onkologickém ústavu 
a jeho hlavní cíle představovaly rozšíření interdisciplinární spolupráce mezi významnými evropskými výzkumnými institucemi, 
širší propojení výzkumných a klinických pracovníků, zefektivnění využití získaných znalostí základního výzkumu pro aplikovaný 
výzkum, zahájení užší spolupráce s komerční sférou a zpřístupnění výsledků výzkumu v oblasti nádorových onemocnění širší ve-
řejnosti v daném regionu. Projekt velké infrastruktury BBMRI_CZ byl zahájen v roce 2010 a v současnosti zahrnuje pět akademic-
kých institucí, které se podílejí na archivaci vzácného bio logického materiálu onkologických pa cientů, jenž je následně využíván 
v onkologickém výzkumu (www.bbmri.cz, http:/ / www.bbmri- eric.eu/ web/ guest/ bbmricz).

S jistou dávkou uspokojení lze konstatovat, že projekt a s ním spojený „start- up“ grant byl úspěšně realizován, došlo k význam-
nému rozšíření výzkumné platformy v rámci Masarykova onkologického ústavu, pořízení unikátních přístrojů a zavedení špičko-
vých technologií umožňujících konkurenceschopnost centra RECAMO v celosvětovém měřítku. Odrazem toho je nejen zvýšená 
publikační aktivita v rámci centra i Masarykova onkologického ústavu, ale i zvýšená míra grantových projektů včetně akvizice pro-
jektu RECAMO2020 (LO1413) NPU I MŠMT. Odrazem těchto skutečností jsou rovněž práce otištěné v tomto supplementu. Převa-
žují v něm články přehledové, jejichž šíře zaměření odráží současný rozsah studované problematiky v rámci RECAMO.

Věříme, že toto supplementum rozšíří stávající náhled na výzkumnou činnost centra a bude přínosem pro široké spektrum 
čtenářů.

Za kolektiv autorů RECAMO
doc. MU Dr. Dalibor Valík, Ph.D.
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Co může přinést studium oligomerizace 

proteinů v procesu onkogeneze?

What Can Study of Oligomerization of Proteins in the 
Process of Oncogenesis Bring Us?

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

Souhrn
Mnoho buněčných proteinů tvoří oligomery. Rovnováha mezi monomerním a oligomerním 
stavem těchto proteinů hraje důležitou roli v regulaci proteinové aktivity. Ovlivnění oligomeri-
zace se tudíž nabízí jako zajímavý přístup při vývoji nových terapeutických látek. Cílem tohoto 
přehledového článku je shrnout informace o procesu proteinové oligomerizace a možnostech 
její cílené modulace. Role oligomerizace v onkogenezi je prezentována na příkladu nádoro-
vého supresorového proteinu p53, u kterého jsou v současné době zkoumány látky stabilizující 
jeho tetramerní strukturu. Z metod pro studium oligomerizace je zde představena metoda 
vodík/ deuteriové výměny ve spojení s hmotnostní spektrometrií, která je vhodná pro detekci 
protein-proteinových interakcí a analýzu dynamiky oligomerizace.

Klíčová slova
proteomika  –  vývoj nových léků  –  nádorový supresorový protein p53  –  oligomerizace  –  
vodík/ deuteriová výměna

Summary
Many cellular proteins form oligomers. The equilibrium between monomeric and oligome-
ric states of these proteins is important for the regulation of protein activity. Modulation of 
the oligomerization equilibrium could be an interesting approach in the development of new 
therapeutic agents. This review summarizes information about protein oligomerization and 
modulation of this process, demonstrating the role of oligomerization in oncogenesis by tumor 
suppressor protein p53, which forms tetrameric structure. Today, many studies focus on fi nd ing 
compounds that stabilize its tetramers. Among the methods for studying oligomerization, we 
present hydrogen/ deuterium exchange method coupled with mass spectrometry which is suit-
able for the detection of protein-protein interaction and analysis of oligomerization dynamics.

Key words
proteomics –  drug design –  tumor suppressor protein p53 –  oligomerization –  hydrogen/ deu-
terium exchange
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Úvod

Proteiny se schopností oligomerizace re-
prezentují významný podíl všech buněč-
ných proteinů  [1]. Oligomery složené 
z identických proteinových podjednotek 
se nazývají homooligomery a oligomery 
tvořené interakcí mezi různými proteino-
vými podjednotkami jsou označovány 
jako heterooligomery. Oligomery větši-
nou obsahují sudý počet podjednotek 
a tvoří symetrické struktury [2]. Síla inter-
akce mezi podjednotkami a stabilita oli-
gomerů se u různých komplexů liší a  je 
závislá na koncentraci, teplotě a pH.

Procesu oligomerizace se účastní celá 
řada regulačních faktorů, které udr-
žují dynamickou rovnováhu mezi jed-
notlivými oligomerními stavy proteinů 
v  buňce. Navázání regulačních faktorů 
na podjednotky oligomerů může způ-
sobovat změny ve struktuře podjedno-
tek, a tím i dramatické změny ve struk-
tuře a  funkci celého oligomeru. Dříve 
se předpokládalo, že v důsledku struk-
turních změn se mění pouze struktura 

oligomeru, ale ne jeho stechiometrie 
(obr.  1)  [3]. V  roce 2005  byla publiko-
vána nová teorie oligomerizace, která 
ukázala na příkladu porfobilinogen syn-
tázy (porphobilinogen synthase – PBGS; 
EC  4.2.1.24), že struktura proteinových 
podjednotek oligomeru stechiomet-
rii oligomerizace ovlivňuje  [4]. Dimery 
PBGS na základě alosterické modulace 
hořčíkem oligomerizují v inaktivní hexa-
mer nebo v aktivní oktamer [5]. Je prav-
děpodobné, že podobná regulace bude 
nalezena i u dalších proteinů [6].

Proč spolu proteiny tvoří stabilní oli-
gomerní komplexy? Tato schopnost jim 
přináší řadu funkčních výhod  [1]. Jed-
nou z výhod je, že exprese podjednotek 
o  nižší molekulové hmotnosti snižuje 
pravděpodobnost chyby při ribozomální 
syntéze. Tudíž oligomer složený z  ma-
lých proteinových podjednotek bude 
syntetizován bezchybně s vyšší pravdě-
podobností než protein se srovnatelnou 
velikostí. Další výhodou je možnost mo-
dulace aktivity proteinů ovlivněním je-

jich oligomerizace. Je-li protein aktivní 
pouze v  oligomerní formě, lze iniciací 
oligomerizace protein aktivovat a její in-
hibicí naopak inaktivovat bez zásahů do 
proteinové exprese. V neposlední řadě je 
výhodou oligomerů jejich odolnost vůči 
denaturaci a následné degradaci.

Oligomery v onkogenezi

Jedním z  nejstudovanějších proteinů 
tvořících oligomery je nádorový supre-
sorový protein p53. Protein p53 je sek-
venčně specifický transkripční faktor, 
který může během buněčného stresu 
zastavit buněčný cyklus, aktivovat me-
chanizmy pro opravu DNA, vyvolat sene-
scenci, nebo apoptózu buněk [7]. Vzhle-
dem k  antionkogenním vlastnostem 
proteinu p53  jsou předmětem mnoha 
výzkumů faktory, které aktivitu tohoto 
proteinu regulují. Protein p53 se na DNA 
váže prostřednictvím DNA vazebné do-
mény ve formě dimerů. Tyto dimery po 
vazbě k  DNA vzájemně oligomerizují 
a dávají vzniknout aktivnímu tetrameru, 

Obr. 1. Teorie oligomerizace.

A. Klasická teorie: aktuální konformace proteinu ovlivňuje strukturu výsledného oligomeru, ale nemá vliv na jeho stechiometrii. Protein 
v konformaci 1 i v konformaci 2 tvoří tetramer.

B. Nová teorie: aktuální konformace proteinu určuje strukturu i stechiometrii oligomeru. Protein v konformaci 1 tvoří tetramer, avšak 
změní-li se jeho struktura v konformaci 2, tvoří trimer.

A

1

1

2

2

B
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kající mikrotubuly a tím inhibuje dělení 
buněk [23,24].

Metody studia oligomerů

Řada látek ovlivňujících oligomerizaci 
proteinů byla objevena náhodou  [25]. 
Avšak díky rozvoji nových metod množ-
ství publikací zabývajících se hledá-
ním látek zacílených na modulaci oligo-
merizace proteinů v  posledních letech 
stoupá. K  analýze struktury proteinů 
a  jejich oligomerních komplexů jsou 
používány metody rentgenové krysta-
lografie a  nukleární magnetické rezo-
nance [26]. Zatímco při rentgenové krys-
talografi i je hlavní nevýhodou nutnost 
krystalizace proteinů, nukleární mag-
netická rezonance sice proteiny měří 
v roztoku, ale nelze ji použít pro analýzu 
velkých komplexů. Vzhledem k  těmto 
omezením jsou k  určení oligomerního 
stavu používány také metody gelové 
chromatografie a  analytické ultracen-
trifugace, které navíc dokáží určit i  re-
lativní zastoupení jednotlivých oligo-
merů  [27,28]. S  uvedenými technikami 
se lze v literatuře setkat nejčastěji, a ač-
koliv jsou schopny poskytnout detailní 
informace o  struktuře oligomerních 

i u dalších proteinů spojovaných s rako-
vinou, a to např. u proteinů AGR2 [16], 
MDM2 [17] a pyruvát kinázy M2 [18].

Ovlivňování oligomerizace 

a jeho přínos

Modulace oligomerizace je velice za-
jímavý přístup ve vývoji nových tera-
peutických látek. Jejím cílem může být 
inhibice oligomerizace anebo naopak 
stabilizace vznikajících oligomerů. Inhi-
bovat oligomerizaci je možné za použití 
kompetitivních molekul, které se vážou 
přímo na oligomerizační místa proteinů, 
čímž zabraňují jejich vzájemné inter-
akci [19,20]. Ke stabilizaci oligomerních 
molekul jsou využívány ligandy, které 
přemosťují vazbu mezi podjednotkami 
oligomeru a  tím ji upevňují  [14], nebo 
se vážou na jednotlivé monomery a ces-
tou alosterických strukturních změn pro-
teinů zvyšují jejich afi nitu  [21]. Jedním 
z dnes již používaných léků, který ovliv-
ňuje oligomerizaci proteinů, je paclita-
xel. Tento lék je užíván samostatně nebo 
v kombinaci s dalšími léky jako cytosta-
tikum k  léčbě rakoviny vaječníků, prsu, 
plic a  dalších tkání  [22]. Paclitaxel se 
váže na dimery tubulinu, stabilizuje vzni-

který spouští transkripci  [8,9]. Největší 
množství mutací vedoucích k inaktivaci 
proteinu p53 bylo popsáno právě v jeho 
DNA vazebné doméně [10]. Avšak i mu-
tace v  oligomerizační doméně, které 
blokují oligomerizaci, mohou způsobo-
vat snížení nebo až zastavení jeho trans-
aktivační aktivity  [9]. Mutace v  oligo-
merizační doméně nepůsobí pouze na 
aktivitu proteinu p53, ale také mají vliv 
na jeho lokalizaci v buňce. V oligomeri-
zační doméně se nachází signální sek-
vence pro export proteinu z  jádra do 
cytoplazmy. U  tetramerů je tato sek-
vence na rozdíl od dimerů a monomerů 
skrytá  [11]. Monomery a  dimery pro-
teinu p53  jsou transportovány z  jádra 
do cytoplazmy, kde mohou být degra-
dovány ubikvitin-proteazomovou ces-
tou, zatímco aktivní tetramery zůstá-
vají v  jádře. Vzhledem k  významnosti 
proteinu p53  a  důležitosti jeho tetra-
merizace roste počet studií, které se za-
bývají hledáním nízkomolekulárních li-
gandů stabilizujících jeho tetramerní 
formu  [12– 15]. Tyto ligandy by v  bu-
doucnu mohly dát základ novým te-
rapeutickým látkám. Kromě proteinu 
p53  je proces oligomerizace zkoumán 

Obr. 2. H/D výměna – globální a lokální analýza.

H/D výměna je zahájena inkubací proteinu v pufru s D2O, kdy dochází k výměně amidových vodíků za deuteria z pufru. Při lokální analýze 
je po zastavení reakce protein štěpen a výsledné peptidy jsou separovány kapalinovou chromatografi í (high performance liquid chroma-
tography – HPLC) a měřeny hmotnostním spektrometrem (mass spectrometry – MS). Globální analýza vynechává krok štěpení a protein 
měří pomocí HPLC/MS v nativní formě.

vodík               deuterium

D2O

lokální analýza

globální analýza

zastavení 
reakce

HPLC/MS

HPLC/MS

analýza dat

analýza dat
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Je-li v  analyzovaném vzorku pro-
tein přítomen v  monomerní i  oligo-
merní formě, je možné oba tyto stavy 
sledovat zároveň v  jednom hmotnost-
ním spektru. U monomerního proteinu 
lze očekávat vyšší rychlost výměny vo-
díků za deuteria než u proteinu v oligo-
merní formě, jelikož je celý jeho povrch 
přístupný okolnímu roztoku. V  oligo-
merním proteinu si podjednotky vzá-
jemně stíní, což způsobuje snížení deu-
terace ve stíněných místech. Díky tomu 
jsou ve výsledném hmotnostním spek-
tru přítomné dva píky, které náleží pro-
teinu v monomerní a oligomerní formě.

Metodu H/ D výměny je tedy možné 
využít k analýze struktury oligomerních 
komplexů, ale je také vhodná ke studiu 
látek ovlivňujících oligomerizaci pro-
teinů, které mohou mít terapeutický 
potenciál.

Závěr

Detailní porozumění protein-proteino-
vým interakcím, mezi které patří i tvorba 
oligomerních struktur, je nezbytné k dů-
kladnému pochopení bio logických dějů 
a může být klíčem k návrhu nových te-
rapeutických látek. Pro studium pro-
tein-proteinových interakcí je unikátní 
metoda H/ D výměna, která lokalizuje va-
zebná místa proteinů a analyzuje jejich 
alosterické strukturní změny. Pomocí 
této metody lze studovat i  interakce 
mezi potenciálními léčivy a  proteiny 
a vliv těchto léčiv na změnu proteinové 
struktury a na změny v interakcích mezi 
studovanými proteiny.
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komplexů, nedokáží měřit molekulární 
dynamiku a drobné konformační změny 
proteinů.

Vodík/ deuteriová výměna

Metoda vodík/ deuteriové (H/ D) výměny 
dokáže nejen detekovat koexistující mo-
nomerní a  oligomerní formy proteinů, 
ale také analyzovat dynamiku oligomeri-
zace a najít vazebná místa proteinů. H/ D 
výměna je s oblibou spojována s hmot-
nostní spektrometrií  [29], ale k detekci 
vyměněných vodíků je možné použít 
i nukleární magnetickou rezonanci [30]. 
Metoda je založena na principu výměny 
amidových vodíků proteinů za deu-
teria z  okolního roztoku  [31]. Vodíky, 
které tvoří vodíkové můstky, případně 
nepřístupné vodíky uvnitř složeného 
proteinu, jsou vůči výměně chráněny. 
Naopak snadno přístupné vodíky na 
povrchu proteinu jsou vyměňovány za 
deuteria s  vysokou rychlostí. Jelikož je 
deuterium těžší než vodík, způsobuje 
jeho zabudování posun v hmotnostních 
spektrech k  vyšším hmotnostem. Díky 
tomu je možné v hmotnostních spekt-
rech od sebe odlišit různé konformace 
proteinu, které se liší v počtu zabudova-
ných deuterií.

Při H/ D výměně existují dva základní 
typy analýz  –  lokální a  globální  [32]. 
U  obou analýz je protein inkubován 
v pufru s D2O a výměnná reakce je za-
stavována snížením pH a snížením tep-
loty (obr.  2). U  lokální analýzy je pro-
tein následně štěpen pepsinem nebo 
jinou proteázou štěpící v  oblasti kyse-
lého pH. Vzniklé peptidy jsou separo-
vány pomocí kapalinové chromatografi e 
on-line spojené s  hmotnostním spekt-
rometrem. Naopak u  globální analýzy 
je štěpení proteinu vynecháno a  pro-
tein je analyzován v hmotnostním spek-
trometru v nativní formě. Globální ana-
lýza je užitečná k celkovému náhledu na 
chování proteinů, k detekci protein-pro-
teinových interakcí a k odhalení přítom-
nosti oligomerních forem proteinů ve 
vzorku. Lokální analýza poskytuje infor-
mace na úrovni peptidů a  je schopna 
lokalizovat místa protein-proteinových 
interakcí a  alosterických strukturních 
změn proteinů. Ke studiu oligomerizace 
proteinů je využívána globální i  lokální 
analýza [33,34]. 
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Analýza změn fosfoproteomu nádorové 

buněčné linie MDA- MB- 468 v odpovědi 

na expresi izoforem p63 pomocí hmotnostní 

spektrometrie

Analysis of Phosphoproteome Changes in MDA- MB- 468 Cancer 
Cell Line in Response to Expression of p63 Isoforms Using 
Mass Spectrometry

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

Souhrn
Nádorové buňky se od buněk normální tkáně liší mimo jiné aktivací různých signálních drah. 
Tyto změny jsou podmíněny odlišnou aktivitou kináz a fosfatáz způsobujících rozdíly ve fosfo-
rylaci proteinů. Detekce těchto změn je zásadní pro cílenou léčbu zaměřenou na inhibici nebo 
aktivaci konkrétních signálních drah. Existují různé metody, kterými lze fosforylaci proteinů 
stanovit. Jednou z vhodných metod schopných charakterizovat fosfoproteom je hmotnostní 
spektrometrie. Tento článek je zaměřen na analýzu změn ve fosfoproteomu buněčné linie 
MDA- MB- 468 odvozené od nádoru prsu s vnesenými geny kódujícími izoformy proteinu p63. 
Buňky s tetracyklinem indukovanou expresí izoforem proteinu p63 byly srovnány s kontrolními 
buňkami s přirozenou expresí p63. Denaturované proteiny z buněčného lyzátu byly nejprve en-
zymaticky štěpeny na peptidy a následně obohaceny o fosfopeptidy. Měření probíhalo pomocí 
kapalinového chromatografu spojeného s hmotnostním spektrometrem Orbitrap Elite. Každý 
vzorek byl analyzován třemi různými hmotnostně spektrometrickými metodami s cílem najít 
nejvhodnější podmínky pro detekování fosforylovaných peptidů. Z naměřených dat pak byly 
identifi kovány a kvantifi kovány fosfoproteiny. Počet fosfoproteinů identifi kovaných jednotli-
vými hmotnostně spektrometrickými metodami byl srovnatelný, avšak každou metodou bylo 
získáno několik unikátních fosforylovaných proteinů. Analýzou získaných dat bylo zjištěno, že 
v buňkách MDA- MB- 468 obě izoformy proteinu p63 (TAp63α a ΔNp63α) ovlivňují zejména fos-
forylaci proteinů odpovědných za sestřih RNA.

Klíčová slova
hmotnostní spektrometrie –  fosfoproteiny –  signální dráhy –  izoformy p63 –  rakovina prsu
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Úvod

Fosforylace proteinů je jedna z nejrozší-
řenějších kovalentních posttranslačních 
modifikací  [1] a hraje klíčovou úlohu 
v  regulaci buněčných signálních drah. 
Proteiny jsou v  buňce fosforylovány 
prostřednictvím proteinových kináz, 
které katalyzují přenos fosfátové sku-
piny z adenosintrifosfátu na serin, treo-
nin a  tyrozin, k  defosforylaci proteinů 
pak dochází prostřednictvím proteino-
vých fosfatáz. Onkologická onemocnění 
jsou často spojena s chybnou funkcí pro-
teinových kináz či fosfatáz a místa fosfo-
rylací bývají v nádorových buňkách mu-
tována [2]. Fosforylace se rovněž podílí 
na regulaci proliferace nádorové buňky, 
signalizaci onkogenních kináz, regu-
laci transkripce genů a  aktivity nádo-
rového supresoru p53 a mnoha dalších 
proteinů. Kontrola hladiny fosforylace 
různých proteinů je proto cílem proti-
nádorové terapie, která využívá přede-
vším různé tyrozinkinázové inhibitory, 
jako je např. gefi tinib, imatinib, sorafe-
nib atd. [3].

K identifi kaci a kvantifi kaci změn fos-
forylace proteinů je možné využít různé 
metody a přístupy. Vhodný je test kiná-
zové aktivity in vitro v přítomnosti sub-
strátu a  adenosintrifosfátu. Další mož-
ností je inkubování buněk s radioaktivně 
značeným 32P- ortofosfátem s následnou 
separací získaných proteinů pomocí ge-
lové elektroforézy. Lze také použít me-
tody založené na existenci fosfo- spe-
cifi ckých protilátek, jako je imunoblot, 
ELISA (enzyme-linked immuno sorbent 
assay) a průtoková cytometrie. Úspěšná 

detekce fosfoproteinu je však závislá na 
specifi tě a afi nitě protilátky a také na její 
komerční dostupnosti.

Moderní metoda, pomocí které je 
možné změny ve fosfoproteomu po-
soudit komplexně, je hmotnostní spek-

Summary
Compared to normal cells, tumor cells can show diff erent activity of kinases and phosphatases resulting in altered phosphorylation states of pro-
teins aff ecting their activity within various signaling pathways. The detection of these alterations is essential for development of targeted therapy 
based on activation/ inhibition of specifi c signaling pathways. Various methods can be used for detection of protein phosphorylation; however, 
a comprehensive assessment of phosphoproteome is performed by mass spectrometry. The diff erences in phosphoproteome were studied 
using MDA- MB- 468 cell line (with incorporated genes encoding isoforms of p63) derived from breast carcinoma. Cells with tetracycline-induced 
expression of the p63 isoforms were compared to control cells with wild-type expression. Denatured proteins from cell lysates were digested 
to peptides, enriched for phosphopeptides and subsequently separated using liquid chromatograph coupled with mass spectrometer Orbitrap 
Elite. Three diff erent mass spectrometric methods were used for each sample analysis to fi nd the most suitable conditions for the detection of 
phosphorylated peptides. Then phosphoproteins were identifi ed and quantifi ed. The number of identifi ed phosphoproteins using all chosen 
mass spectrometric methods was similar; however, each method showed several unique phosphorylated proteins. Our analysis revealed that 
both p63 isoforms (TAp63α a ΔNp63α) mainly aff ected phosphorylation of proteins associated with RNA splicing in MDA- MB- 468 cells. 

Key words
mass spectrometry –  phosphoproteins –  signaling pathways –  p63 isoforms –  breast cancer

Obr. 1. Metabolické značení aminokyselin se aplikuje na živé buněčné kultury. 

Dochází k inkorporaci těžkých aminokyselin lyzinu a argininu (jejichž hmota je díky izoto-
pům uhlíku a dusíku navýšena – v případě lyzinu o 4, argininu o 6 Da) obsažených v těž-
kém médiu (R6K4) do nově syntetizovaných proteinů. Zároveň se kultivují buňky v lehkém 
médiu (R0K0) bez těžkých aminokyselin, které slouží jako kontrola. Následně se buněčné 
lyzáty smíchají v poměru 1 : 1 (lehké : těžké). Identifi kací pomocí hmotnostní spektrome-
trie se získají údaje ohledně intenzit analytů (zvlášť pro kontrolu a zvlášť pro zkoumaný 
vzorek). Poměrem intenzit se pak určí relativní kvantifi kace proteinů ve vzorcích.

SILAC

 kontrolní buňky zkoumané buňky

 R0K0 R6K4

 lehké médium těžké médium

 buněčný lyzát buněčný lyzát

smíchání 1:1

hmotnostní spektrometrie
 identifi kace kvantifi kace

   těžké                                                                            poměr intenzit = ————
  lehkéin

te
nz

ita

m/z

lehké

 těžké

ko_2015_S2.indb   12 7.9.2015   9:32:49



ANALÝZA ZMĚN FOSFOPROTEOMU NÁDOROVÉ BUNĚČNÉ LINIE MDAMB468 V ODPOVĚDI NA EXPRESI IZOFOREM P63

Klin Onkol 2015; 28 (Suppl 2): 2S11–2S19 2S13

tabází, při kvantitativních studiích je navíc 
určena změna fosforylace oproti kontrol-
nímu vzorku a celkové expresi proteinu. 
Proteiny vykazující signifi kantní kvantita-
tivní změny se mohou za pomoci speciál-
ních programů, např. Ingenuity Pathway 
Analysis, David, PathVisio, využít ke stu-
diu signálních drah [15].

Analýza fosfoproteomu byla prove-
dena v buněčné linii MDA- MB- 468 s in-
ducibilní expresí N- koncových izofo-
rem proteinu p63  (TAp63α a  ΔNp63α), 
které se od sebe liší přítomností N- kon-
cové transaktivační domény. Linie 
MDA- MB- 468  je odvozena od nádoru 
prsu bazálního typu a  vykazuje tri-
ple- negativní fenotyp, tj. je negativní 
pro estrogenový a  progesteronový re-
ceptor a  bez zvýšené hladiny Her2. 
Do této linie byly vneseny geny kódu-
jící izoformy proteinu p63, TAp63α nebo 
ΔNp63α, jejichž exprese je indukova-
telná tetracyklinem. Protein p63 má zá-
sadní význam v  průběhu ontogeneze 
epiteliálních struktur včetně mléčné 
žlázy a  jeho hladina je často zvýšená 
u  spinocelulárních karcinomů  [16– 18]. 
V případě karcinomu prsu byla popsána 
exprese proteinu p63 u jeho bazálního 
typu, který je často spojen s  triple- ne-
gativním fenotypem [19]. Buněčná linie 
MDA- MB- 468  je proto vhodným mo-
delem pro studium funkce izoforem 
p63 u karcinomu prsu. Protein p63 plní 
funkci transkripčního faktoru a v nádo-
rové buňce je zapojen do mnoha sig-

něna pomocí kolize iontů peptidů s mo-
lekulami plynu (collision induced dis-
sociation  –  CID), při níž fosfopeptidy 
ztrácí fosfoskupinu (fragment neutrální 
ztráty) [11]. Měří se tedy sken neutrálních 
ztrát (neutral loss –  NLMS3), kdy je frag-
mentační spektrum použito pro identifi -
kování fragmentu neutrální ztráty. Tento 
fragment je izolován a znovu fragmento-
ván [12]. Je také možné využít vícestup-
ňovou aktivaci (multistage activation –  
MSA), při které jsou prekurzorový ion 
a ionty neutrálních ztrát fragmentovány 
dohromady. Dalším vhodným typem je 
fragmentace, při níž kladně nabitý pep-
tid reaguje s  elektrony např. s  fl uoran-
thenovým aniontem (electron trans-
fer dissociation –  ETD). Nedochází při ní 
ke ztrátě fosforylací, a tudíž mohou být 
přímo identifi kovány [12].

Před MS je vhodné předřadit kapalino-
vou chromatografi i, díky které dochází 
ke snížení komplexity vzorku. Směs fos-
fopeptidů je nejprve zachycena na ana-
lytické koloně a  poté jsou fosfopep-
tidy postupně eluovány z kolony přímo 
do MS. 

Naměřená data musí být hodnocena 
pomocí speciálních programů  –  fos-
foproteomika využívá programy Max-
Quant  [13] nebo Proteome Discoverer 
s  algoritmem PhosphoRS 3.1  [14] pre-
dikující lokalizaci fosforylovaných míst. 
Spektra získaná MS/ MS analýzou jsou po-
mocí vyhledávacích algoritmů (Mascot, 
Sequest) porovnávána s proteinovou da-

trometrie. Lze ji využít pro identifi kaci 
fosfoproteinů i  pro kvantifikaci změn 
ve fosfoproteomu. K  tomu jsou vyu-
žívány speciální techniky, mezi něž 
patří metabolické značení aminokyse-
lin aplikované na živé buněčné kultury 
(stable isotope labeling with aminoacids 
in cell culture –  SILAC)  [4], nebo izoto-
pické či izobarické značení peptidů [5,6]. 
Při SILAC jsou během kultivace do nově 
syntetizovaných proteinů inkorporo-
vány aminokyseliny značené stabilními 
izotopy lyzinu a argininu, paralelně jako 
kontrola jsou kultivovány buňky v  leh-
kém médiu s přirozeně se vyskytujícími 
aminokyselinami (obr. 1).

Z důvodu výskytu nízké koncentrace 
fosforylovaných proteinů v buňkách je 
nutné použít metodu, která specifi cky 
tyto proteiny zakoncentruje. Existuje 
celá řada přístupů, kterými lze oboha-
cení provést, a to na úrovni proteinů či 
peptidů [7]. Obvykle se používají tech-
niky pro obohacování fosfopeptidů, kdy 
je nejprve směs proteinů proteolyticky 
štěpena a vzniklé peptidy jsou následně 
obohaceny o fosforylované formy. Nej-
častěji se volí obohacení fosfopeptidů 
oxidem titaničitým (TiO2) [8] nebo che-
latační afi nitní chromatografi e (immo-
bilized metal ion affi  nity chromatogra-
phy  –  IMAC)  [9]. Při TiO2  obohacení se 
fosforylované peptidy v  kyselém pro-
středí navazují na TiO2 částice přes svou 
fosfátovou OH- skupinu a po odstranění 
nefosforylovaných peptidů jsou z částic 
uvolněny změnou pH. V  případě IMAC 
se záporně nabité fosfopeptidy navazují 
na ionty kovů chelatované na částice po-
kryté nitrilotrioctovou nebo iminodioc-
tovou kyselinou.

Detekce fosfopeptidů může být prove-
dena různými typy hmotnostních spek-
trometrů (mass spectrometer  –  MS). 
MS zaznamená efektivní hmotu fos-
fopeptidu (poměr hmotnosti a  ná-
boje, m/ z), jež je navýšena o  fosfátový 
zbytek (98 Da, 80 Da) [10]. Pomocí tan-
demového hmotnostního spektrome-
tru (MS/ MS) lze kromě identifi kace určit 
i přesnou aminokyselinu, která byla fos-
forylována. Pro vznik fragmentačních 
spekter je třeba detekovaný fosfopep-
tid (prekurzor) izolovat a  následně jej 
fragmentovat na menší ionty (obr.  2). 
Fragmentace bývá nejčastěji uskuteč-

Obr. 2. Zjednodušené schéma metod, které se používají pro analýzu fosforylovaných 

peptidů MS. 

Ze směsi detekovaných peptidů/fosfopeptidů je jeden izolován a následně fragmentován. 
V případě MSA a NLMS3 metody je použita CID fragmentace, při které dochází ke ztrátě 
fosfoskupiny navázané na serinu či treoninu. Vzniklé fragmenty obsahují fragment neut-
rální ztráty, který je v případě metody MSA fragmentován pomocí přídavné fragmentace. 
Metoda NLMS3 fragment neutrální ztráty izoluje a fragmentuje zvlášť. Při ETD fragmentaci 
nedochází ke ztrátě fosforylace a lze tak přímo identifi kovat fosforylace.

NLMS3

MSA

ETD

přídavná aktivace
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kapalinovou chromatografi í (LC- MS/ MS). 
Získaná data z  každého měření byla 
zpracována zvlášť pomocí programu 
Proteome Discoverer (obr. 3).

Buněčná linie 

Buněčné linie MDA- MB- 468- ΔNp63α 
a MDA- MB- 468- TAp63α obsahují stabilně 
inkorporovaný gen kódující danou izo-
formu proteinu p63 pod kontrolou cyto-
megalovirového (CMV) promotoru, jehož 
exprese je inhibována vazbou tetracyk-
linového represoru. Přidání tetracyklinu 
do kultivačního média má za následek za-
blokování vazby represoru a tím spuštění 
transkripce příslušného genu.

lovaných proteinů ve výše popsané bu-
něčné linii a  zároveň zjistit změny ve 
fosfoproteomu.

Materiál a metody

V rámci studie byly porovnány fos-
foproteiny buněk MDA- MB- 468  s  in-
dukcí a  bez indukce exprese izoforem 
p63  (TAp63α a  ΔNp63α) pomocí tetra-
cyklinu. Buněčné lyzáty byly po změření 
koncentrace smíchány, denaturované 
proteiny štěpeny a peptidy obohaceny 
o  fosfopeptidy pomocí TiO2. Takto při-
pravené vzorky (celkem tři) byly změ-
řeny třemi různými hmotnostně spekt-
rometrickými metodami s předřazenou 

nálních drah, např. EGFR (epidermal 
growth factor receptor), FGFR (fi roblast 
growth factor receptor), Wnt/ β-cate-
nin, Notch a  dalších  [20– 22]. Předpo-
kládá se tedy, že výrazně ovlivňuje i fos-
foproteom nádorové buňky. Izoforma 
TAp63α plní funkce nádorového supre-
soru a inhibitoru metastazování [23,24]. 
Izoforma ΔNp63α byla původně pova-
žována pouze za dominantně negativní 
inhibitor aktivity TAp63 a případně i dal-
ších členů rodiny p53 [25], dnes je však 
známo, že je také schopna aktivovat 
transkripci cílových genů [26].

Cílem této práce je nalezení opti-
mální metody pro detekování fosfory-

Obr. 3. Schéma experimentu pro buněčnou linii MDA-MB-468-TAp63α. 

Buněčná linie byla kultivována bez tetracyklinu (kontrola) nebo s přídavkem antibiotika. Buněčné lyzáty z těchto buněčných kultur byly 
smíchány. Denaturované proteiny byly štěpeny na peptidy, které byly pomocí TiO2 částic obohaceny o fosfopeptidy. Měření probíhalo 
pomocí LC-MS/MS třemi různými metodami. Z každého měření byla získána unikátní data, která byla zvlášť zpracována. Stejným způso-
bem byly analyzovány vzorky buněčné linie MDA-MB-468-ΔNp63α a MDA-MB-468-pcDNA6/TR.

a) buněčná linie

b)   štěpení proteinů

obohacení peptidů

c) LC-MS/MS analýza

d) procesování dat

MDA-MB-468-TAp63α 
(bez tetracyklinu) R0K0

metoda TOP10_MSA

Proteome Discoverer
lidská databáze

MDA-MB-468-TAp63α 
(s tetracyklinem) R6K4

metoda TOP5_NLMS3

Proteome Discoverer
lidská databáze

informace o fosfoproteomu

lýza buněk
smíchání v poměru 1 : 1

200 μg lyzátu
štěpení na fi ltru

TiO2 částice

metoda TOP5CID-ETD

Proteome Discoverer
lidská databáze
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eluci peptidů z  kolony byl zvolen gra-
dient s lineárně se zvyšující organickou 
frakcí (0– 4  min 2  % B, 68  min 40  % B,
70– 80 min 98 % B, 81– 105 min 2 % B). 
Detekce eluovaných fosfopeptidů, je-
jichž efektivní hmotnost se nacházela 
v rozmezí 400– 2 000, probíhala pomocí 
MS při rozlišení 120 000  (pro 400 m/ z). 
Každý vzorek byl měřen třemi rozdíl-
nými metodami  –  metodou vícestup-
ňové aktivace (CID_MSA), metodou 
neutrálních ztrát (CID_NLMS3) a  me-
todou kombinující CID a ETD fragmen-
tační techniku (CID_ETD). Nejintenziv-
nější píky v daném čase byly izolovány 
a fragmentovány v lineární iontové pasti 

LC- MS/ MS metoda

Vzorky byly rozpuštěny ve 20  μl 0,1% 
kyseliny mravenčí (Sigma Aldrich, USA) 
a podrobeny LC- MS/ MS analýze na ka-
palinovém chromatografu UltiMate 
3000 RSLCnano spojeném on-line s MS 
Orbitrap Elite. Fosfopeptidy byly nej-
prve odsoleny na předkolonce C18 Pe-
pMap 100  (30  μm  ×  5 mm; velikost 
částic: 5  μm) a  následně byly sepa-
rovány na analytické koloně Acclaim 
Pep Map RSLC C18, (75  μm  ×  150 mm; 
velikost částic: 2  μm). Jako mobilní 
fáze byly použity 0,1% kyselina mra-
venčí (A) a  0,08% kyselina mravenčí 
v  80% acetonitrilu (B). Pro postupnou 

Jako kontrolní linie byly použity buňky 
MDA- MB- 468- pcDNA6/ TR, které jsou 
mateřskou linií výše zmíněných dvou 
linií a exprimují pouze tetracyklinový re-
presor. Buňky byly kultivovány za stan-
dardních podmínek v DMEM (Dulbecco’s 
modifi ed eagle’s medium) obohaceném 
o 10% fetální bovinní sérum (HyClone, 
Thermo Scientifi c, USA). Pro kvantifi kaci 
byla použita metoda SILAC: buňky byly 
kultivovány v DMEM obsahujícím nezna-
čené aminokyseliny (R0K0) a v médium 
se značenými aminokyselinami (R6K4) 
(Dundee Cell Products, UK), s přídavkem 
200 mg/ l L- prolinu. K buňkám v DMEM 
R6K4  byl na 24  hod přidán tetracyklin 
v koncentraci 1 μg/ ml. Buňky (dvě misky 
o průměru 10 cm) byly lyzovány v pufru 
obsahujícího 8 M močovinu (Sigma Al-
drich, USA), 40 mM NaCl (Lach:ner, ČR), 
50  mM tris(hydroxymetyl)aminometan 
(Bio- Rad, USA), 2 mM MgCl2  (Sigma Al-
drich, USA) s přídavkem inhibitoru fos-
fatáz a  proteáz. Koncentrace proteinů 
byla změřena metodou dle Bradfordové. 
Lyzáty o  stejné koncentraci celkového 
proteinu byly následně smíchány v po-
měru 1 : 1 (w/ w).

Štěpení proteinů na peptidy

a jejich následné obohacení 

o fosfopeptidy

Na přípravu každého vzorku bylo pou-
žito 200  μg celkového denaturova-
ného proteinu. Štěpení probíhalo na 
fi ltru FASP (fi lter aided sample prepara-
tion)  [27] za použití trypsinu. Centrifu-
gací byla směs peptidů uvolněna z fi ltru, 
odpařena do sucha a  poté obohacena 
o  fosfopeptidy pomocí TiO2  částic (GL 
Sciences, Japan)  [28]. Vzorky následně 
odpařené do sucha byly ihned analyzo-
vány pomocí MS.

Tab. 1. Počty identifi kovaných proteinových skupin z jednotlivých analýz. 

Tabulka uvádí hodnoty pro každou metodu zvlášť a zároveň i celkový počet proteinových skupin identifi kovaných ze všech tří ana-
lýz dohromady.

MS/MS metoda
MDA-MB-468-ΔNp63α MDA-MB-468-TAp63α MDA-MB-468-pcDNA6/TR

proteinové skupiny proteinové skupiny proteinové skupiny

CID_MSA 682

910

799

1 085

787

1 062CID_NLMS3 744 893 869

CID_ETD 683 823 801

Tab. 2. Výsledky analýzy genové ontologie. 

Jsou uvedeny jednotlivé klastry, seřazené podle významnosti (enrichment score).

MDA-MB-468-TAp63α

Genová ontologie – biologický proces

enrichment 

score

sestřih RNA 4,54

buněčný cyklus, buněčné dělení 2,03

regulace buněčné smrti, apoptózy 1,60

intracelulární transport, lokalizace proteinů 1,50

metabolizmus ribonukleotidů  1,45

odpověď na buněčný stres, opravy DNA 1,27

MDA-MB-468-ΔNp63α

Genová ontologie – biologický proces

enrichment 

score

sestřih RNA  3,03

buněčná polarita, morfogeneze 2,37

organizace cytoskeletu  2,15

vytváření makromolekulárních komplexů, oligomerizace proteinů 1,92

negativní regulace organizace buněčných komponent 1,65

intracelulární transport, lokalizace proteinů 1,12
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phoRS 3.1  a  prohledávána proti lidské 
databázi Uniprot a Swissprot (databáze 
stažena v červnu 2014) [29]. Byly zvoleny 
běžně se vyskytující modifikace pep-
tidů a  dále fosforylace na serinu, treo-
ninu a tyrozinu. Pro odstranění falešně 
pozitivních výsledků byly získané pep-
tidy prohledány proti obrácené databázi 
a pro identifi kaci fosfoproteinů byly vy-
brány pouze peptidy s menší než 1% fa-
lešně pozitivní mírou. Jelikož ně kte ré 
proteiny mají vzájemně společné pep-
tidy, jsou tyto proteiny spojovány do 
proteinových skupin.

Z fosfoproteinů identifikovaných 
alespoň jednou ze tří metod byly ná-
sledně vybrány ty, u  kterých došlo po 
působení tetracyklinu ke kvantitativní 
změně o  více než 20  %. Pro odstra-
nění falešně pozitivních výsledků byly 
z  analýzy vyloučeny proteiny, u  nichž 
došlo ke změně exprese i  v  kontrolní 
linii MDA- MB- 468- pcDNA6/ TR. Hla-
dina těchto proteinů tedy nebyla regu-
lována v  závislosti na expresi izoforem 
p63, ale nespecifi cky samotným půso-

Zpracování dat

Data získaná z  LC- MS/ MS analýz byla 
zpracována v programu Proteome Dis-
coverer verze 1.4 s  algoritmem Phos-

(10  000  iontů akumulováno po dobu 
10 ms s izolačním oknem 2 m/ z; CID: re-
lativní energie 35 %; ETD: aktivační doba 
100 ms).

Tab. 3. Analýza signálních drah (KEGG PATHWAYS).

Hodnota p je vypočítána pomocí Fisherova exaktního testu; je-li p < 0,05, lze říci, že 
soubor je významně obohacen o geny spojené s touto signální dráhou.

MDA-MB-468-TAp63α

Analýza signálních drah (KEGG PATHWAY)
hodnota p

spliceozom 0,028

nádory štítné žlázy 0,029

inzulinová signální dráha 0,035

degradace RNA 0,097

MDA-MB-468-ΔNp63α

Analýza signálních drah (KEGG PATHWAY)
hodnota p

inzulinová signální dráha 0,002

spliceozom 0,010

replikace DNA 0,025

signální dráha MAPK 0,034

Tab. 4. Příklady proteinů identifi kovaných všemi třemi metodami, tj. s vysokou spolehlivostí.

Nárůst/pokles jejich hladiny je uveden jako poměr výskytu ve vzorcích značených „těžkými“ (R6K4) a „lehkými“ (R0K0) 
aminokyselinami.

MDA-MB-468-TAp63α

UniProt 

accession
Název CID_MSA CID_ NLMS3 CID_ETD

P08559 pyruvate dehydrogenase E1 component subunit α 1,517 1,215 1,242

O15231 zinc fi nger protein 185 1,194 1,289 1,356

Q9ULX3 RNA-binding protein NOB 1 0,450 0,498 0,379

Q9GZR7 ATP-dependent RNA helicase DDX24 0,456 0,583 0,444

Q02880 DNA topoisomerase 2-ß 0,271 0,692 0,654

Q96IZ0 PRKC apoptosis WT1 regulator protein 0,333 0,687 0,624

MDA-MB-468-ΔNp63α

UniProt 

accession
Název CID_MSA CID_NLMS3 CID_ETD 

P55072 transitional endoplasmic reticulum ATPase 1,832 1,489 1,331

P00533 epidermal growth factor receptor 1,443 1,263 1,260

Q14676 mediator of DNA damage checkpoint protein 1 1,410 1,238 1,150

Q9UN86 Ras GTPase-activating protein-binding protein 2 0,183 0,569 0,650

P27695 DNA-(apurinic or apyrimidinic site) lyase 0,416 0,507 0,497

O00267 transcription elongation factor SPT5 0,554 0,668 0,582

P18887 DNA repair protein XRCC1 0,569 0,648 0,634
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vaných proteinových skupin v  jednot-
livých vzorcích. Získaná data jsou uve-
dena v  tab.  1. Počet identifikovaných 
proteinových skupin jednotlivými me-
todami byl srovnatelný. Významně více 
proteinových skupin bylo identifi kováno 
v případě zpracování dat ze všech třech 
měření dohromady.

třemi metodami, u kterých kvantitativní 
změna vykazovala stejný trend (nárůst 
vs. snížení).

Výsledky

V prvním kroku byla zjišťována vhodnost 
jednotlivých použitých fragmentačních 
metod a to na základě počtu identifi ko-

bením tetracyklinu. Takto vybrané pro-
teiny, jejichž exprese souvisí s hladinou 
izoforem p63, byly použity pro analýzu 
genové ontologie a signálních drah po-
mocí veřejně přístupné databáze DAVID 
Bioinformatics Resources 6.7  [30,31]. 
Dále byly vybrány proteiny identifi ko-
vané s  vysokou spolehlivostí, tj. všemi 

Obr. 4. Vennovy diagramy poukazující na počet společných/rozdílných proteinových skupin získaných analýzou různými fragmen-

tačními technikami.

Jedná se o fragmentaci pomocí kolizní energie s vícestupňovou aktivací (CID_MSA), nebo se skenem neutrálních ztrát (CID_NLMS3), 
či o kombinaci fragmentace pomocí kolizní energie a reakce kladně nabitých peptidů s elektrony (CID_ETD).
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střih často deregulován ve smyslu pro-
dukce izoforem s  onkogenním účin-
kem  [37]. Nalezení souvislosti exprese 
izoforem p63  s  regulací alternativního 
sestřihu prostřednictvím změn ve fos-
forylaci proteinů zapojených do tohoto 
procesu ukazuje na nový potenciální 
mechanizmus působení tohoto proteinu 
v nádorových buňkách.

Závěr

Získání informace o změnách ve fosfo-
proteomu nádorové buňky je zásadní 
pro pochopení změn v  signálních dra-
hách a  může být základem pro vývoj 
personalizované léčby. Dnes používané 
techniky jsou schopny zachytit pouze 
nepatrnou část fosforylovaných pro-
teinů přítomných v daném čase v dané 
buňce. Metody hmotnostní spektrome-
trie umožňují v současnosti velmi kom-
plexní pohled na buněčný fosfopro-
teom, volba konkrétní metody pak závisí 
na povaze vzorku a  požadovaných vý-
sledcích. Jako nejvýhodnější řešení 
k identifi kaci co největšího počtu fosfo-
rylovaných proteinů se jeví použití více 
fragmentačních metod pro měření jed-
noho vzorku. Tento přístup je spíše než 
do klinické praxe určen, aspoň prozatím, 
pouze pro výzkumné účely. Nabízí iden-
tifi kaci nových proteinů nebo signálních 
drah aberantně aktivovaných nebo inak-
tivovaných v nádorových buňkách, které 
budou v další etapě validovány jako po-
tenciální bio markery.
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„Cukry zasahují“ aneb glykomika na poli 

nádorových bio markerů

‘Sugars Interfere’ or Glycomics in the Field of Cancer Biomarkers

Zahradníková M., Vojtěšek B., Hernychová L.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
Glykomika se zabývá detekcí a charakterizací glykanů přítomných v bio logických vzorcích. 
Je známo, že glykanové struktury dodávají bio molekulám vysoký stupeň strukturní diverzity 
a tím i mnohostranné bio logické funkce, jako jsou buněčné rozpoznávání, adheze nebo zapo-
jení v buněčných signálních drahách. Významně se také účastní onkogeneze, např. ve fázích 
invaze, metastazování a angiogeneze. Analýza glykanových struktur přítomných v nádorových 
tkáních nebo tělních tekutinách pa cientů je tedy slibným nástrojem pro hledání potenciálních 
nádorových bio markerů nezbytných pro časnou dia gnostiku nádorových onemocnění. V před-
ložené práci je popsán proces glykosylace a vznik N-  a O- glykanů, současně jsou zmíněny pří-
klady glykanového profi lování u rakoviny slinivky břišní, prostaty a vaječníku.

Klíčová slova
glykomika –  nádorový bio marker –  karcinom pankreatu –  karcinom prostaty –  karcinom va-
ječníku

Summary
Glycomics is concerned with detection and characterization of glycans present in bio logical 
samples. It is well-known that glycan structures impart high degree of structural diversity to 
bio molecules and thus add wide- ranging bio logical functions, such as cellular recognition, 
adhesion or involvement in cellular signaling pathways. They substantially participate in onco-
genesis, e. g. in phases of invasion, metastasis and angiogenesis. Therefore, analysis of glycan 
structures in tumor tissues or body liquids is a promising tool for searching for potential tumor 
bio markers essential for an early dia gnosis of the neoplastic disease. The presented review de-
scribes the process of glycosylation and the origination of N-  and O- glycans, presenting exam-
ples of glycan profi ling in pancreatic, prostate and ovarian cancer.

Key words
glycomics –  tumor bio marker –  pancreatic cancer –  prostate cancer –  ovarian cancer
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Úvod

V ČR je každoročně nově dia gnosti-
kováno přes 82 000 případů nádorového 
onemocnění (data z roku 2010). Ze sta-
tistik současně vyplývá, že se u každého 
třetího obyvatele ČR v  průběhu života 
nádorové onemocnění vyskytne a každý 
čtvrtý mu podlehne [1,2]. Jedním z fak-
torů vysoké úmrtnosti na nádorová one-
mocnění je absence dia gnostických 
bio markerů. Za nádorové bio markery 

mohou být považovány povrchové i se-
cernované molekuly různého charak-
teru produkované nádorovými, ale i ne-
nádorovými buňkami jako odpověď na 
přítomnost nádoru. Pro klinické účely 
ideální marker podává informace pouze 
o jednom bio logickém nebo patologic-
kém procesu [3]. Biomarkery lze stano-
vovat z krve (séra, plazmy), dalších těles-
ných tekutin nebo ze vzorků tkání, ale 
obecně jsou upřednostňovány neinva-

zivní způsoby odběru bio logického ma-
teriálu minimalizující zátěž pa cienta [4]. 
Jedním z  velmi nadějných odvětví pro 
hledání nových potenciálních bio-
markerů je glykomika, která např. me-
todou glykanového profi lování sleduje 
kvalitativní i kvantitativní rozdíly v glyka-
nových strukturách mezi onkologickými 
pa cienty a zdravou populací.

Termín glykomika vznikl z  předpony 
glyko-  užívané v chemii sacharidů (z řec-
kého glykys –  sladký) a přípony - omics 
dohodou používané v  názvech po-
dobných „omových“ oborů, např. pro-
teomika (zabývající se proteiny)  [5]. 
Objektem zájmu glykomiky je struktura 
a bio logická funkce glykanů –  monosa-
charidů, jednoduchých i větvených oli-
gosacharidů, zpravidla kovalentně na-
vázaných na další bio logické (makro)
molekuly a  často lokalizovaných na 
vnějších membránách buněk, kde před-
stavují první možnost buněčné komu-
nikace  [6]. Z  doposud publikované li-
teratury vyplývá, že rakovinné buňky 
vykazují abnormální glykosylace –  např. 
hyperfukosylace, charakteristické přede-
vším pro rakovinu pankreatu a rakovinu 
kolorekta [7– 9], nebo nadměrnou sialy-
laci, jejíž výskyt byl popsán u  rakoviny 
prostaty  [10] a rakoviny vaječníků [11]. 
S ohledem na rozmanitost glykanových 
struktur a množství glykokonjugátů (gly-
kolipidy, glykosfi ngolipidy, muciny a jiné 
glykoproteiny) budou popsány pouze 
procesy N-  a  O- glykosylace proteinů, 
protože jsou nejčastěji se vyskytujícím 
typem glykosylace u živých organizmů.

Glykosylace

Glykosylace je komplexní proces spe-
cifického navázání monosacharidové 
nebo oligosacharidové jednotky na pro-
tein nebo lipid za vzniku glykoproteinu 
anebo glykolipidu při kotranslačních či 
posttranslačních procesech. N- glykosy-
lace začíná syntézou oligosacharidového 
prekurzoru vázaného na lipid dolichol 
v  membráně hrubého endoplazmatic-
kého retikula. Struktura prekurzoru je 
v této fázi stejná pro všechny eukaryo-
tické buňky –  obsahuje tři glukózy (Glc), 
devět manóz (Man) a dva N- acetylgluko-
saminy (GlcNAc), a  současně obsahuje 
centrální strukturu všech N- glykanů slo-
ženou z  Man3GlcNAc2, která je někdy 
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Obr. 1. Typy N- a O-glykanů.

A. centrální strukturu N-glykanů. B. tři strukturní typy N-glykanů; zleva manózový typ, 
hybridní typ a komplexní typ. C. základní centrální struktury O-glykanů.
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Jak glykanové struktury ovlivňují 

nádorová onemocnění?

V posledních letech se v literatuře téma 
glykomiky stále více objevuje v souvis-
losti s  nejrůznějšími typy nádorových 
onemocnění, u nichž byly často pozoro-
vány změny v glykosylaci proteinů pro-
dukovaných nádorovými buňkami. Gly-
kanový profi l přímo koreluje s  bio logií 
nádoru, významnou měrou se podílí 
na jeho charakteru a  současně se pro-
mítá např. do procesů invazivity nádoru 
a neoangiogeneze. Nádorové bujení ak-
tivuje expresi abnormálních glykanů, 
které podporují interakce nádorových 
buněk s  leukocyty, trombocyty i endo-
teliálními buňkami a  usnadňují tvorbu 
metastáz [23].

Rakovina pankreatu

Nádorové onemocnění pankreatu drží 
jednu z předních příček úmrtnosti mezi 
nádorovými onemocněními s pětiletým 
přežitím 4  %. Většině pa cientů (50  %) 
je onemocnění dia gnostikováno až ve 
IV. stadiu, pouze u  5  % pa cientů je za-
chyceno už v  I. stadiu. Jedním z  dů-
vodů velmi pozdní dia gnostiky je ab-
sence vhodného screeningového 

ských N- glykanových struktur: 1. manó-
zový typ, 2. hybridní typ a 3. komplexní 
typ (obr. 1B) [17].

Proces O- glykosylace probíhá v cister-
nách Golgiho aparátu, do kterého vstu-
pují monosacharidy navázané na nuk-
leotidovém přenašeči (mono-  nebo 
difosfátu), a v této podobě jsou také sub-
strátem pro odpovídající glykosyltrans-
ferázy (obr.  3)  [18,19]. Pro O- glykany 
není znám žádný vazebný motiv v ami-
nokyselinové sekvenci, dostačující je pří-
tomnost Ser nebo Thr v primární struk-
tuře proteinu. Je známých osm variant 
centrálních struktur O- glykanů (obr. 1C), 
nejběžnějším savčím typem jsou cent-
rální struktury 1 a 2 mucinového typu. 
Muciny jsou vysokomolekulární pro-
teiny secernované sliznicemi, které jsou 
současně hyperglykosylovány většinou 
kratšími oligosacharidy [20].

Glykosylace obecně představuje 
jednu z nejčastěji se vyskytujících post-
translačních modifikací, která byla za-
znamenána u  mnoha membránových 
i  secernovaných proteinů. Glykosylací 
proteinu velmi často dochází ke změ-
nám jeho strukturních vlastností, a tedy 
i funkce [21,22].

označována i jako trimannosyl- chitobio-
sové jádro charakteristické pro všechny 
N- glykany napříč živými organizmy 
(obr. 1A). Molekula prekurzoru Glc3Man9

GlcNAc2  je následně přenesena en bloc 
z  dolicholového nosiče na amidický 
dusík aminokyseliny asparagin (Asn) pro-
teinu, který má být glykosylován. Tento 
krok je katalyzován enzymem oligosa-
charid- protein transferáza, která jako 
substrát rozpozná pouze specifi cký ami-
nokyselinový motiv Asn- Xxx- Ser nebo 
Asn- Xxx- Thr, kde Xxx může reprezento-
vat jakoukoli aminokyselinu s výjimkou 
prolinu. Nově vzniklý protein s naváza-
ným jedním nebo více glykany je nej-
prve modifi kován v endoplazmatickém 
retikulu enzymatickým odštěpením tří 
terminálních glukóz a poté vstupuje do 
cisteren Golgiho aparátu, v nichž je gly-
kanu dána výsledná struktura odštěpe-
ním manóz a  navázáním dalších mo-
nosacharidů kaskádou enzymatických 
reakcí katalyzovaných glykosidázami 
a glykosyltransferázami (obr. 2) [12– 16]. 
Obecně lze říci, že pro různé proteiny 
stejně jako pro různé typy buněk jsou 
tvořeny N- glykany nejrůznějších struk-
tur. Nejčastěji pozorujeme tři typy lid-

Asn
AsnAsn Asn Asn

Asn
Asn

endoplazmatické retikulum Golgiho aparát

cytosol

ribozom

dolichol
fosfát

RNA

protein

fosfát glukóza N-acetylglukosamin manóza galaktóza sialová kyselina

Obr. 2. Biosyntéza N-glykanů.
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nových struktur. Statisticky významné 
rozdíly byly nalezeny u  12  glykanů, 
mezi kterými byly i  více fukosylované 
struktury [29].

Rakovina vaječníku

„Tichý vrah“, jak se také rakovině va-
ječníku přezdívá, bývá ročně dia-
gnostikován u  téměř čtvrt milionu žen 
na světě a  ročně jí podlehne okolo 
140  000  pa cientek. Prognóza tohoto 
onemocnění je velmi špatná, neboť je 
obvykle dia gnostikováno až v  pokro-
čilém stadiu, kde je vysoká pravděpo-
dobnost metastazování. Pro raná stadia 
jsou typické nespecifi cké symp tomy jako 
úporné nadýmání, bolesti břicha, ztráta 
chuti k  jídlu, které mohou být snadno 
zaměněny s  jiným onemocněním. Dia-
gnostické metody zahrnují nejčastěji vy-
šetření ultrazvukem a stanovení hladiny 
sérového mucinózního glykoproteinu –  
nádorového antigenu 125 (CA- 125) [30]. 
Jedná se opět o nespecifi cký marker, pro-
tože zvýšenou hladinu CA- 125 způsobují 
i  onemocnění jater, adenomyóza, pan-
kreatitida, ale současně i nádorová one-
mocnění žlučových cest, prsu, jater nebo 
tlustého střeva. Zvláště problematická je 
situace u raných, relativně dobře léčitel-
ných, stadií rakoviny vaječníku, u kterých 
je specifi ta CA- 125 jen okolo 50 % [31].

Podobně jako u výše zmíněných one-
mocnění byly publikovány práce spo-
jující rakovinu vaječníků se změnou 
glykanového profi lu a  přítomností ab-
normálních glykanů. Studie z  roku 
2012  popisuje N- glykanový profil 
20 kontrolních sér, 19 sér pa cientek s po-
kročilou rakovinou vaječníku a  11  sér 
pa cientek po léčbě docetaxelem a ima-
tinib mesylátem. Trendy pozorované 
mezi kontrolní skupinou vzorků a  sku-
pinami před léčbou i po ní jasně potvr-
zují hypotézu, že změny v glykanovém 
profi lu mohou podávat užitečné infor-
mace o  progresi onemocnění i  v  prů-
běhu léčby [32].

Metodika práce s glykany

Glykany mohou být izolovány z  růz-
ných typů bio logických vzorků zahrnu-
jících tkáň, tělní tekutiny a  také mate-
riál získaný z buněčných linií při in vitro 
studiích. Výhodou glykanové analýzy 
je nízká spotřeba vzorku, kdy pro kom-

Rakovina prostaty

V řadě vyspělých zemí světa je rakovina 
prostaty nejčastějším mužským zhoub-
ným onemocněním. Každý rok je po 
celém světě dia gnostikováno více než 
600  000  nových případů rakoviny pro-
staty, v  EU potom okolo 300  000  no-
vých případů a  přibližně 90  000  mužů 
ročně na rakovinu prostaty umírá  [27]. 
Přesná příčina vzniku onemocnění není 
jednoznačně známa, ale i zde hraje dů-
ležitou roli včasná dia gnostika, která 
rutinně používá stanovení hladiny pro-
statického specifi ckého antigenu (PSA). 
Přestože PSA patří mezi nejlépe defi no-
vané doposud používané bio markery 
rakoviny prostaty, i  tady dochází k  re-
lativně vysokému podílu falešně pozi-
tivních výsledků. Zvýšená hladina PSA 
v séru byla pozorována kromě rakoviny 
prostaty u benigní hyperplazie prostaty, 
zánětu prostaty, ale i  po pohlavním 
styku [28].

Z glykanových frakcí izolovaných ze 
sér pa cientů s  rakovinou prostaty mě-
řených na hmotnostním spektrometru 
bylo identifikováno celkem 50  glyka-

programu, který by umožnil včasný zá-
chyt onemocnění. V současnosti je nej-
častěji stanovovaným sérovým marke-
rem nádorový antigen 19- 9  (CA19-9), 
jehož dia gnosticky vypovídající hodnota 
je limitována vysokým počtem falešně 
pozitivních stanovení. CA19- 9  neu-
možňuje rozlišit chronickou pankrea-
titidu a  rakovinu pankreatu, a  tudíž 
není vhodný pro včasnou dia gnostiku 
choroby [24,25].

Glykomická profi lování sér pa cientů 
s  dia gnostikovanou rakovinou pan-
kreatu vykazovala změny ve stupni 
fukosylace glykanů. Bylo zjištěno, že 
fukosylace β- řetězce haptoglobinu je 
signifi kantně vyšší u pa cientů s  rakovi-
nou pankreatu oproti kontrolní popu-
laci  [7]. V  roce 2012  byla publikována 
studie, v rámci níž byla analyzována te-
kutina pankreatických cyst identifiku-
jící více než 80  glykanových struktur, 
z  nichž 40  bylo hyperfukosylovaných. 
Přítomnost fukosylovaných glykanů se 
tedy jeví jako slibným marker, přestože 
mechaniz mus hyperfukosylace dopo-
sud není zcela objasněn [26].

cytosol

Golgiho aparát

UDP Ser/Thr

Ser/Thr UDP Ser/Thr

Ser/Thr

protein

UDP UDP UDP UDP

uridin difosfát

glukóza galaktózaN-acetylgalaktosamin galaktosamin

Obr. 3. Biosyntéza O-glykanů.
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pletní glykanovou analýzu je např. do-
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Závěr

Hledání nových nádorových bio markerů 
je stále výzvou a především nutností pro 
včasnou dia gnostiku onemocnění, mož-
nost sledování jejího průběhu a zejména 
pro volbu nejvhodnější a  nejúčinnější 
léčby na základě individuálních vlast-
ností nádorů. Komplikacemi jsou mimo 
jiné komplexita bio logického materiálu 
a  velmi nízké koncentrace bílkovin se-
cernovaných nádorem v raných stadiích, 
v  ng/ ml a  nižší, do bio logických teku-
tin (krev, sliny, moč). Glykomika před-
stavuje bezpochyby nové paradigma 
pro hledání nádorových bio markerů. 
Je snad jen otázkou času, kdy budou 
nové specifi cké glykokonjugáty přispí-
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Obr. 4. Ukázka workfl ow pro práci s glykany.

Obecné kroky glykanového profi lování jsou znázorněny v levé části a některé typy vhod-
ných metod v pravé části obrázku. Výběr vhodné metody vždy závisí na typu vzorku.
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Nrf2 –  dve tváre regulátora antioxidačného 

systému

Nrf2 –  Two Faces of Antioxidant System Regulation

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

Súhrn
Signálna dráha riadená komplexom transkripčného faktora Nrf2 a  jeho represora Keap1  je 
súčasťou jedného z najdôležitejších defenzívnych mechanizmov bunky, ktorý ju ochraňuje 
pred stresom. Po uvoľnení proteínu Keap1 z komplexu Nrf2- Keap1 dochádza k translokácii 
Nrf2 do jadra, kde cez zvýšenie expresie cytoprotektívnych génov pomáha bunke zvládnuť 
oxidačný stres vyvolaný účinkom toxických či karcinogénnych látok. Nie je preto prekvapujúce, 
že indukcia Nrf2 chemopreventívnymi látkami môže mať potenciál pri prevencii nádorových 
ochorení. Podobne ako Nrf2 ochraňuje bunky zdravého tkaniva, v neoplastických bunkách 
môže zmierniť účinok chemoterapeutík, a podporiť tak progresiu rakoviny. Je dokázané, že zvý-
šená expresia a následná nadmerná akumulácia Nrf2 je u mnohých typov nádorov asociovaná 
so zlou prognózou liečby a prispieva aj k fenoménu liekovej rezistencie. Poznanie „dvoch tvárí“ 
Nrf2 ako aj aktivácie ním riadenej signálnej dráhy je preto dôležité nielen pre základný výskum, 
ale má aj klinické implikácie.

Kľúčové slová
Nrf2 –  Keap1 –  antioxidant –  lieková rezistencia –  chemoprevencia

Summary
One of the most prominent defense mechanisms of cells undergoing stress is the Nrf2-Keap1 
signaling pathway. After exposure to either carcinogens or toxic compounds inducing oxida-
tive stress, attacked cells react by release of Keap1 from the Nrf2-Keap1 complex. Freeing Nrf2 
from the complex allows its translocation into the nucleus, thus enabling start of the transcrip-
tional program of cytoprotective genes. Therefore, induction of Nrf2 by chemopreventive com-
pounds may show potential in cancer prevention. But while it protects normal cells, increased 
activity of Nrf2 signaling pathway also facilitates cancer progression and protects neoplastic 
cells from therapeutic agents. Increased expression and subsequent accumulation of Nrf2 con-
tributes to acquired drug resistance and is often associated with worse prognosis. Knowing 
‘both faces’ of Nrf2 signaling pathway is thus relevant not only for basic research but has also 
substantial clinical implications.

Key words
Nrf2 – Keap1 – antioxidant – drug resistance – chemoprevention
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Úvod

Nrf2- Keap1 signálna dráha je hlavným re-
gulátorom bunkovej odpovede na stres 
spôsobený elektrofi lmi a reaktivnými for-
mami kyslíka (reactive oxygen species –  
ROS). Preto je tradične vnímaná ako dô-
ležitý obranný mechanizmus. Aj keď je 
tento pohľad správny, v poslednej dobe 
sa objavujú dôkazy o jej zapojení do vy-
tvárania vhodného prostredia podporu-
júceho prežívanie a proliferáciu nádoro-
vých buniek. Akumulácia Nrf2  pomáha 
nádorovým bunkám lepšie odolávať 
stresu vyvolanému terapiou a  táto jej 
„druhá tvár“ sa stala predmetom záujmu 
výskumu, ktorého cieľom je lepšie pocho-
piť úlohu Nrf2 signálnej dráhy v rakovine 
a vytvoriť stratégie na jej inhibíciu.

Štruktúra Nrf2 a Keap1

Pre pochopenie regulácie signálnej 
dráhy Nrf2- Keap1  je najprv potrebné 
poznať štruktúru jej hlavných aktérov. 
Nrf2 (nuclear factor erythroid 2 [NF- E2]-re-
lated factor 2) je transkripčný faktor, ktorý 
obsahuje sedem funkčných domén, zná-
mych ako Neh1– 7. Z nich je pre reguláciu 
Nrf2 kľúčová najmä doména Neh2. Obsa-
huje sedem lyzínových rezíduí, na ktoré sa 
viaže ubikvitín, a tiež dve väzobné miesta 
(ETGE a  DLG), ktoré pomáhajú regulo-
vať jeho stabilitu prostredníctvom inte-
rakcie s jeho partnerom Keap1 (Kelch-like 
erythroid cell- derived protein with CNC ho-
mology [ECH]-associated protein 1) [1– 4]. 
Pre stabilitu Nrf2  je rovnako dôležitá na 
serín bohatá doména Neh6 [5] a domény 
Neh3– 5  sú potrebné pre transaktivačnú 
aktivitu Nrf2 [5,6]. Doména Neh1, ktorá ob-
sahuje leucínový zips, zase reguluje väzbu 
transkripčného faktora na DNA a dimerizá-
ciu Nrf2 s Maf [7].

Keap1  obsahuje tri hlavné domény, 
riadiace jeho aktivitu: Kelch, BTB a  IVR. 
Kelch/ DGR doména sprostredkuje väzbu 
Keap1 s Neh2 doménou Nrf2 [2,8]. BTB 
doména je dôležitá pre homodimerizá-
ciu Keap1 a väzbu s proteínom Cul3 a IVR 
doména s  vyšším obsahom cysteíno-
vých reziduí spája BTB doménu s C kon-
com Kelch/ DGR domény [9].

Regulácia signálnej dráhy 

Nrf2- Keap1

V bežných podmienkach je Nrf2  lokali-
zovaný v komplexe s Keap1, ktorý jeho 

hladinu udržiava na bazálnej úrovni. 
Prostredníctvom Kelch domén sa Keap1 
viaže na Nrf2 v dvoch miestach Neh2 do-
mény –  prvá väzba na ETGE miesto má 
vyššiu afi nitu a zabezpečuje naviazanie 
Keap1 na Nrf2 a následná väzba s nižšou 
afi nitou na miesto DLG reguluje správnu 
orientáciu oboch proteínov. Po navia-
zaní oboch väzieb sa sedem ubikvitín 
akceptujúcich lyzínov dostane do pozí-
cie, v ktorej dochádza k ich polyubikvi-
tinácii, a  oba proteíny tak môžu byť 
degradované v 26S podjednotke protea-
zómu [10,11]. V celom procese hrá dôle-
žitú úlohu aj USP15  (ubiquitin-specifi c 
peptidase 15) –  deubikvitinačný enzým, 
ktorý stabilizuje Keap1 a posilňuje jeho 
E3 ligázovú aktivitu, čo nakoniec umož-
ňuje väzbu Nrf2 [12].

Ak je bunka vystavená pôsobeniu 
xenobio tík alebo oxidačnému stresu, do-
chádza k modifi kácii cysteínov, ktoré sa 
nachádzajú v  reakčnom mieste Keap1. 
Jeho schopnosť udržať si správnu ter-
ciárnu štruktúru je tým znížená, čo za-
bráni jeho väzbe na Nrf2 a jeho násled-
nej polyubikvitinácii a degradácii. Podľa 
inej teórie následkom modifi kácie tio-
lov dochádza k  disociácii Cul3  ligázy 
od Keap1  [13]. Spoločným aspektom 
oboch modelov je znemožnenie interak-
cie Keap1 a Nrf2, ktorý môže byť po od-
delení z komplexu aktivovaný a translo-
kovaný do jadra. Tam s  Maf proteínmi 
vytvorí transkripčný komplex rozpozná-
vajúci ARE (antioxidant response ele-
ment) miesta v promótoroch a riadi ex-
presiu génov, ako sú NAD(P)H chinón 
oxidoreduktáza 1, hém oxygenáza 1, glu-
tatión S transferáza či glutamát- cysteín li-
gáza (obr. 1) [14].

Nrf2 ako nádorový supresor

Hlavnou funkciou Nrf2  je aktivácia 
anti oxidačnej odpovede pomocou trans -
aktivácie širokého spektra génov (napr. 
gén kódujúci hém- oxygenázu, gény ria-
diace syntézu glutatiónu). Vďaka rýchlej 
odpovedi na prítomnosť xenobio tík alebo 
oxidačného stresu je táto signálna dráha 
tradične vnímaná ako jeden z hlavných 
obranných mechanizmov bunky a dôle-
žitý regulátor jej prežívania. Je dokázané, 
že aktivácia Nrf2  hrá dôležitú úlohu pri 
ochrane pred diabetom, starnutím, neu-
rodegeneračnými a  kardiovaskulárnymi 

ochoreniami a  v  neposlednom rade aj 
pred nádorovými ochoreniami  [15,16]. 
Niekoľko štúdií na myšiach s vyradením 
génu pre Nrf2 – NFE2L2 – ukázalo, že v po-
rovnaní s kontrolnými myšami jeho neprí-
tomnosť zvyšuje po chemickej indukcii 
pravdepodobnosť výskytu rakoviny ža-
lúdka, kože, čriev alebo močového me-
chúra [17]. Takisto bolo dokázané, že je-
dinci so špecifi ckým SNP v promótorovej 
oblasti NFE2L2 génu majú väčšie riziko 
výskytu nemalobunkového karcinómu 
pľúc spôsobené zrejme signifi kantne zní-
ženou hladinou NFE2L2  mRNA  [18,19]. 
Ochranný potenciál tejto dráhy pravde-
podobne spočíva v jej schopnosti redu-
kovať množstvo ROS a s tým súvisiaceho 
poškodenia DNA [20].

Nrf2 ako onkoproteín

Napriek pozitívnej asociácii antioxidač-
nej odpovede riadenej Nrf2  signálnou 
dráhou so zníženým rizikom vzniku ná-
dorových ochorení môže mať jej dlho-
dobá aktivácia negatívny efekt. Kon-
štitutívne zvýšená hladina Nrf2  bola 
detekována v nádoroch hlavy a krku, va-
ječníkov, prsníkov a pľúc a bola dokázána 
aj jej spojitosť so zrýchlenou nádorovou 
progresiou [21– 26]. Zhoršená prognóza 
liečby nádorov so zvýšenou hladinou 
Nrf2  je dôsledkom jej schopnosti pod-
porovať proliferáciu a zvyšovať odolnosť 
na chemo-  a  rádioterapiu  [21,25,27]. 
Tento jav je podporený viacerými štú-
diami, podľa ktorých Nrf2  prispieva 
k  vlastnej aj získanej chemorezistencii 
pravdepodobne skrz zvýšenie odolnosti 
na stres [21,25,26,28,29]. Keďže viacero 
Nrf2 indukovaných génov kóduje cyto-
protektívne proteíny, akými sú NAD(P)H
chinón oxidoreduktáza 1, hém oxyge-
náza 1, glutatión, glutatión- S- transfe-
ráza, potenciálnym mechanizmom môže 
byť zvýšená obrana bunky proti poško-
deniu spôsobeného ROS, keďže ROS sú 
čiastočne generované pôsobením anti-
neoplastických látok. Naviac prote-
íny ako GSH (redukovaná forma gluta-
tiónu), ktoré obsahujú reaktívne tiolové 
skupiny, sa môžu viazať na elektrofi lné 
medzi produkty metabolizmu antineo-
plastických látok a  alkylačných činidiel 
a tak ich inaktivovať. Nádorové bunky so 
zvýšenou hladinou Nrf2 sú menej citlivé 
na často používané chemoterapeutiká, 
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Obr. 1. Regulácia signálnej dráhy Nrf2-Keap1.

Za bazálnych podmienok (A) väzba Keap1 na ETGE a DLG domény Nrf2 zabezpečí orientáciu oboch proteínov vhodnú k ubiquitinácii 
a po nej ich následne nasmeruje do proteazómu, kde sú potom degradované. Po modifi kácii cysteínov spôsobenej oxidatívnym stre-
som alebo prítomnosťou xenobiotík (B) je Keap1 neschopný väzby na Nrf2, disociácia Cul3 z BTB domén Keap1 zase zabráni ubiquitinácii 
Nrf2-Keap1 komplexu (C). V oboch prípadoch je Nrf2 uvoľnený a translokovaný do jadra, kde spolu s Maf proteínmi vytvorí transkripčný 
komplex a riadi expresiu génov zapojených do odpovede na oxidatívny stres (D).

A proteazóm

Keap1

NRF2

degradácia

B C

D

transkripcia
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z  bZip rodiny. Z  dostupných možností 
vychád zajúcich zo súčasných poznatkov 
sa tak ponúka využitie Nrf2 siRNA  [52] 
či PI3K inhibítorov  [33] a  v  neposled-
nom rade i prírodných látok so známou 
schopnosťou modulácie Nrf2 dráhy [53]. 
Nádejou by mohla byť aj alternatívna 
terapia lentivírusovými vektormi, ktoré 
obsahujú gén konvertujúci neškodné 
predliečivo na toxickú látku. Pri zara-
dení tohto génu za ARE miesta s vyso-
kou väzbovou aktivitou Nrf2 by tak do-
chádzalo k efektívnemu zničeniu nielen 
nádorových buniek, ale aj okolitého ná-
dorového mikroprostredia [54,55]. V bu-
dúcnosti by sa tiež dali využiť vedomosti 
o interakcii Nrf2 s inými signálnymi drá-
hami a využiť potenciál iných, lepšie mo-
dulovateľných cieľov. V  tomto bode je 
zaujímavé spomenúť DMF (dimetyl fu-
marát), ktorý sa v  klinickej praxi pou-
žíva pri liečbe psoriázy, roztrúsenej 
sklerózy a  iných auto imunitných ocho-
rení [56– 61]. Mechanizmus jeho účinku 
nebol doposiaľ úplne vysvetlený, no 
bolo potvrdené, že sa viaže na reduko-
vanú formu glutatiónu a  jeho metabo-
lit monometyl fumarát je potentným ak-
tivátorom Nrf2 signálnej dráhy  [62,63]. 
Uvažuje sa dokonca aj o jeho využití pri 
liečbe nádorových ochorení. V literatúre 
bola popísaná jeho schopnosť inhibovať 
rast a  metastázovanie na myšom mo-
deli melanómu a bunkách derivovaných 
z  pa cientov s  glio blastómom  [64– 66]. 
Tento fenomén je nesporne zaujímavý, 
keďže súčasťou účinku DMF je aktivácia 
Nrf2 dráhy, ktorá je u nádorov spájaná 
práve so zvýšenou proliferáciou a zrých-
lenou progresiou. Poznatky získané 
s DMF naznačujú, že výsledok aktivácie 
Nrf2 dráhy je závislý aj od kontextu iných 
dejov a zasluhuje si ďalšie skúmanie.

Zhrnutie

Niekoľko štúdií uvedených v tomto pre-
hľadnom článku potvrdilo schopnosť 
Nrf2 signálnej dráhy chrániť bunky zdra-
vého tkaniva pred xenobio tikami alebo 
oxidačným stresom, ktorý môže poten-
ciálne viesť k  malígnej transformácii. 
Na druhej strane bola pozorovaná kore-
lácia zvýšenia hladiny Nrf2 so zhoršenou 
prognózou liečby u viacerých typov ná-
dorových ochorení. Otázkou zostáva, či 
sa aktivácia Nrf2  podieľa na vzniku ná-

guluje transkripciu cieľových génov 
Nrf2  ako napr. GST1, NQO1  a  x- ct  [46]. 
Po kotransfekcii niekoľkých bunkových 
línií s vektormi obsahujúcimi kombiná-
ciu Nrf2 a p53 bola oproti transfekcii sa-
motným Nrf2  pozorovaná znížená ex-
presia jeho viacerých cieľových génov. 
Silná indukcia p53  tak môže zatiaľ ne-
vysvetleným mechanizmom znížiť účin-
nosť antioxidačnej odpovede nádoro-
vých buniek a  podporiť tak bunkovú 
smrť  [34]. Na druhej strane je zaují-
mavé, že indukcia p21WAF1, terčového 
proteínu p53, pomáha Nrf2  stabilizo-
vať  [47]. Deje sa tak pomocou väzby 
p21WAF1 na Nrf2, ktorá zabraňuje jeho na-
viazaniu na Keap1 a následnej ubikviti-
nácii Nrf2- Keap1 komplexu. Pri absencii 
p21WAF1 je bazálna a aj indukovateľná ex-
presia génov regulovaných Nrf2 znížená.

Prostredníctvom interakcie proteínov 
Keap1 a p62 je signálna dráha Nrf2 veľmi 
úzko prepojená s  procesom bunkovej 
autofágie. Priamym následkom nadmer-
nej ektopickej expresie p62  alebo blo-
kovania autofagického „toku” je zníže-
nie hladiny Keap1 prostredníctvom jeho 
väzby na p62, ktorý ho nasmeruje do au-
tofagozómov. Tam dochádza k jeho de-
gradácii, čo vedie k  zvýšeniu stability 
Nrf2 a teda aj k vyššej expresii ním ria-
dených génov  [48– 50]. Zvýšenie sta-
bility Nrf2  týmto spôsobom sa nazýva 
nekanonická aktivácia Nrf2, pretože jej 
mechanizmus nie je závislý od modifi -
kácie cysteínov na Keap1, ale od expre-
sie p62. V myšiach, ktoré mali narušený 
proces autofágie bola zaznamenaná 
zvýšená akumulácia Nrf2, čo sa preja-
vilo poškodením pečene  [50]. Naopak, 
použitie siRNA pre p62 zvýšilo hladinu 
a  stabilitu Keap1  a  nepriamo tak zní-
žilo hladinu Nrf2 a expresiu jej cieľových 
génov [49,51]. Tieto experimenty potvr-
dzujú úzke spojenie aktivácie Nrf2 dráhy 
s procesom autofágie a dávajú nový po-
hľad na funkčné prepojenie jednotlivých 
mechanizmov, ktoré napomáhajú ná-
dorovej bunke k prežitiu.

Inhibícia a modulácia Nrf2

Napriek negatívnej korelácii aktivity 
Nrf2 s úspešnosťou liečby je vývoj špeci-
fi ckých inhibítorov Nrf2 problematický, 
najmä kvôli jeho štruktúrnej podob-
nosti s  inými transkripčnými faktormi 

ako napr. cisplatinu, 5- fl uorouracil, či do-
xorubicín. Po inhibícii expresie Nrf2 po-
mocou siRNA sa ich rezistencia zase zní-
žila  [21,22,23,28,30– 32]. Znížená alebo 
zvýšená expresia Nrf2  je v  priamej ko-
relácii s  citlivosťou nádorových buniek 
na terapiu, čo je dôkazom jej dôležitosti 
vo vytvorení chemorezistencie. V  ne-
dávnej štúdii bola tiež ukázaná spoji-
tosť medzi zvýšenou hladinou Nrf2 v ná-
dorových bunkách pľúcneho karcinómu 
A549 s ich schopnosťou proliferácie pro-
stredníctvom aktivácie expresie génov 
zodpovedných za regeneráciu NADPH 
(dihydronicotin amide-adenine dinu-
cleotide phosphate) [33]. Pomo cou mic-
ro  array analýzy bolo navyše identifi ko-
vaných viacero génov kontrolovaných 
Nrf2, ktoré sa zúčastňujú bio syntézy pu-
rínov –  stavebných kameňov RNA a DNA 
a tiež proteínov zapojených v metabo-
lizme glukózy [34]. Uvedené skutočnosti 
potvrdzujú hypotézu o  onkogénnom 
potenciáli Nrf2, ktorý aktivuje viacero 
mechanizmov podporujúcich nádorovú 
progresiu a prežívanie.

Deregulácia signálnej dráhy Nrf2

Doposiaľ bolo popísaných niekoľko me-
chanizmov, ktorými nádorové bunky 
konštitutívne aktivujú signálnu dráhu 
Nrf2. Napríklad epigenetické utlme-
nie expresie pomocou metylácie špe-
cifických CpG miest v  promótorovej 
oblasti Keap1  vedie k  nedostatočnej 
represii Nrf2  vo viacerých typoch ná-
dorov  [26,35]. Modifikácia expresie 
Keap1  je klinicky signifi kantná, v  pľúc-
nych karcinómoch a  malígnych glió-
moch bola asociovaná so zhoršenou 
prognózou liečby [35]. Zvýšenie hladiny 
Nrf2 môže byť indukované aj sprostred-
kovane aktiváciou onkoproteínov ako 
B- Raf, c- Myc, K- Ras  [21,28,30,36– 39], 
posttranslačnými modifikáciami cys-
teínov v  Keap1, alebo nahromadením 
proteínov schopných rozrušiť komplex 
Nrf2- Keap1 [13,40– 45].

Komunikácia Nrf2 s inými 

signálnymi dráhami

So zvýšenou aktivitou signálnej dráhy 
Nrf2  môže úzko súvisieť aj jej interak-
cia s inými signálnymi dráhami, ktoré sú 
počas malígnej transformácie často de-
regulované. Proteín p53  negatívne re-
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dorového ochorenia, alebo vzniká len 
sekundárne ako súčasť „malígneho fe-
notypu“. Za aktiváciu Nrf2  v  nádoroch 
by tiež mohla byť zodpovedná jej inter-
akcia s inými signálnymi dráhami, ktoré 
sú v  nádoroch často deregulované. 
Potlačenie nadmernej aktivácie tejto sig-
nálnej dráhy by tak mohlo byť sprostred-
kované moduláciou signálnych dráh, 
ktoré s ňou priamo interagujú, alebo po-
mocou špecifi ckých inhibítorov Nrf2. Tie 
sa však zatiaľ nachádzajú len vo fáze vý-
voja. Odpovede by mohla priniesť pod-
robnejšia analýza DMF vo vzťahu k  ná-
dorovým ochoreniam, ktorý sa v klinickej 
praxi zväčša používa pri liečbe autoimu-
nitných ochorení. Napriek jeho vlastnosti 
aktivátora Nrf2  dráhy bola na experi-
mentálnych modeloch pozorovaná jeho 
schopnosť inhibovať rast nádoru. Možné 
využitie DMF v onkologickej liečbe pou-
kazuje na to, že modulácia Nrf2 signál-
nej dráhy je zaujímavá nielen z hľadiska 
výskumu, ale lepšie poznanie jej chemo-
preventívnych účinkov a fenoménu lie-
kovej rezistencie má aj klinický potenciál.
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Polo-like kináza 1 jako cíl protinádorové terapie

Polo-like Kinase 1 as a Target for Anti-tumor Th erapy

Procházková I., Vojtěšek B.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
Jednotlivé proteiny z rodiny polo-like kináz (Plk) plní rozdílné, avšak kritické funkce při regulaci 
buněčného cyklu a koordinují buněčnou odpověď na poškození DNA. Nejvíce prostudovaným 
z pěti členů této rodiny je protein Plk1. Jedná se o serin/ treonin kinázu, která hraje klíčovou 
roli v mnoha fázích mitózy, a s její deregulací se setkáváme u různých typů nádorů, kde je její 
zvýšená hladina většinou asociována s horší prognózou. Z pohledu léčby je také zajímavý vztah 
Plk1 a proteinu p53. Nejen z těchto důvodů se Plk1 stala jedním z atraktivních cílů pro vývoj 
protinádorových léčiv. Nejnadějněji se nyní jeví inhibitor ATP- vazebné oblasti Plk1 volasertib 
(BI 6727), který v doposud provedených klinických studiích prodloužil přežití pa cientů s akutní 
myeloidní leukemií a nyní je testován v klinické studii fáze III. Ve fázi preklinického testování se 
nachází také několik inhibitorů polo- box domény (druhého možného místa inhibice polo-like 
kináz), které by měly zajistit větší specifi tu vůči Plk1.

Klíčová slova
polo-like kináza 1 –  nádorový supresor p53 –  ATP- kompetitivní inhibitory –  polo- box doména –  
klinické studie

Summary
Individual proteins from polo-like kinase (Plk) family fulfi l diff erent but critical functions in re-
gulating cell cycle and coordinate cell response to DNA- damage. The most studied one from 
this fi ve- member family is Plk1. It is a serine/ threonine kinase that plays a pivotal role in many 
aspects of mitosis and its deregulation is common in various tumor types where the elevated 
level is mostly associated with worse prognosis. From the therapeutical point of view, inter-
twin ed relationship between Plk1 and p53 protein is very interesting and will be discussed. Not 
only for these reasons, Plk1 has become an attractive target for anti-tumor drug development. 
The most promising seems to be ATP-binding site inhibitor Volasertib (BI 6727) which provi-
ded a survival benefi t for patients with acute myeloid leukemia and is now tested in phase III 
clinical trial. A new generation of Plk1 inhibitors that target the second druggable domain of 
Plk1, the polo- box domain, is currently being tested preclinically and are believed to improve 
Plk1 specifi city.

Key words
polo-like kinase 1 –  tumor suppressor protein p53 –  ATP- competitive inhibitors –  polo- box 
domain –  drug evaluation studies
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Rodina proteinů polo-like kináz

Proteiny z  rodiny polo-like kináz (Plk), 
jež čítají celkem pět členů, jsou vý-
znamné regulátory mitózy, meiózy i cy-
tokineze, zkrátka procesu buněčného 
dělení. Všechny tyto serin/ treonin ki-
názy obsahují zakonzervovanou kiná-
zovou katalytickou doménu na N- konci 
a jednu či více C- koncových „polo- box“ 
domén, jež se uplatňují při vazbě sub-
strátu. Sekvenční podobnost jednotli-
vých členů vůči Plk1 je 38 % (Plk2, Plk3), 
resp. 26  %  (Plk4, Plk5). Nejvíce prostu-
dovaným členem rodiny je Plk1, a proto 
jejím fyziologickým funkcím budeme 
věnovat zvláštní prostor níže a  úvo-
dem stručně představíme ostatní členy 
rodiny Plk.

Plk2  je, na rozdíl od Plk1, které mů-
žeme přisuzovat spíše roli onkoproteinu, 
považována za nádorový supresor. 
Ně kte ré studie naznačují vliv na inhibici 
růstu nádorů v souvislosti s tím, že akti-
vace Plk2 je nutná pro mitózu [1], kon-
krétně pro duplikaci centrozomu  [2]. 
Plk2  má také potenciální roli v  signali-
zaci v kontrolním bodě replikace skrze 

interakce s  checkpoint kinázou I  i  II 
a proteinem p53. Bylo také ukázáno, že 
Plk2 defi cientní lidské nádorové buňky 
jsou citlivé na replikační stres [3]. Iden-
tifi kace jasné role Plk2 jako nádorového 
supresoru je komplikována zajímavou 
skutečností, že ztráta exprese Plk2 vede 
ke zvýšené hladině Plk3, která je sama 
o  sobě také považována za nádorový 
supresor [4].

Hladina Plk3  zůstává v  průběhu bu-
něčného cyklu poměrně stálá, ale její 
kinázová aktivita vrcholí v pozdní S fázi 
a  ve fázi G2  [5]. Obecně můžeme říci, 
že její role je protichůdná k pro-prolife-
rační roli Plk1. Role Plk3 jako nádorového 
supresoru spočívá mimo jiné ve fosfory-
laci serinu 20  proteinu p53, což brání 
jeho interakci s ubikvitin ligázou MDM2, 
čímž dochází ke stabilizaci p53  a  k  za-
bránění jeho degradace [6]. Dalším sub-
strátem Plk3 je také nádorový supresor 
PTEN, jehož fosforylace též vede k jeho 
stabilizaci  [7]. Srovnání profi lů genové 
exprese Plk3 ukazuje na jeho sníženou 
hladinu v  nádorech  [8] a  naopak jeho 
overexprese v  savčích buňkách vede 

k  zástavě růstu a  indukci kondenzace 
chromatinu a apoptóze.

Exprese proteinu Plk4  (označován 
i  jako SAK) vrcholí v  průběhu mitózy 
a  jeho funkce je nezbytná pro dupli-
kaci centrozomu. Plk4  opět interaguje 
s proteiny regulujícími proliferaci, např. 
p53 [9] a Cdc25C [10]. Co se týče vztahu 
tohoto proteinu k  nádorové transfor-
maci, aberantní exprese byla deteko-
vána v nádorech kolorekta [11]. Na bu-
něčných liniích nádoru prsu bylo rovněž 
ukázáno, že deplece Plk4 snižuje jejich 
proliferaci ve srovnání s  buňkami nor-
mální tkáně [12]. Byla také vyvinuta řada 
inhibitorů Plk4, které ukázaly protinádo-
rový efekt na buněčných a in vivo mode-
lech nádoru prsu [13].

Posledním, nejpozději objeveným čle-
nem rodiny polo-like kináz je Plk5, jejíž 
role je spíše podobná Plk2  a  Plk3  než 
Plk1  a  Plk4, i  když obsahuje nefunkční 
zkrácenou kinázovou doménu  [14]. 
Over exprese Plk5 vede k zástavě buněč-
ného cyklu v G1 fázi a také k apoptóze, 
podobně jako je tomu u Plk3. Je expri-
mována hlavně v diferencovaných tká-

Obr. 1. Fyziologické funkce Plk v buňce.

Plk1–4 jsou zapojeny např. v procesech duplikace centrioly (Plk2 a Plk4), replikace DNA (Plk3), zrání a oddělení centrozomů (Plk1), vstup 
do mitózy (Plk1), tvorba vřeténka, segregace chromozomů a cytokineze (Plk1).
DDR – odpověď na poškození DNA, SAC – kontrolní bod sestavení vřeténka
Upraveno dle [15].
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dometria  [51] a  vaječníků  [52,53], kde 
byla prokázána korelace zvyšující se 
exprese Plk1  s  „grade“ či „stage“ ná-
doru. Na druhou stranu spojitost zvý-
šené exprese Plk1  a  prognózy nebyla 
prokázána u  nádorů prostaty, slinivky 
a prsu [40,45,47,49].

Asi není třeba nějak zvlášť představo-
vat a  vyzdvihovat protein a  nádorový 
supresor p53, který je jednou z  cent-
rálních molekul onkogeneze, a  ztráta 
či změna jeho funkce (ať už mutacemi 
v  genu TP53  nebo inaktivací jeho sig-
nální dráhy) je přítomna u  většiny ná-
dorů [54– 56]. Jako „strážce genomu“ [57] 
je aktivován obecně buněčným stre-
sem a zasahuje např. do procesů opravy 
DNA, zastavení buněčného cyklu, apo-
ptózy a senescence. Jeho aktivita a hla-
dina v buňce je regulována celou řadou 
proteinů a  posttranslačními modifika-
cemi [58,59]. Jednou z cest k úspěšnější 
léčbě onkologických pa cientů by mohlo 
být obecně obnovení funkce proteinu 
p53 u nádorových buněk [56,60]. 

V současnosti existuje mnoho důkazů 
o tom, že Plk1 a signální dráha p53 se na-
vzájem ovlivňují. Dráha p53 tlumí akti-
vitu promotoru genu Plk1 hned několika 
způsoby. Jeden z  nich má na svědomí 
protein p21WAF1, mediátor signalizační 
dráhy p53, jenž inhibuje expresi Plk1 cí-
lením na represorové elementy v  pro-
motoru Plk1 [61]. Dále např. p53 nega-
tivně reguluje expresi proteinu FoxM1, 
což je onkogenní transkripční faktor, 
který stimuluje expresi Plk1 [61– 64] a je 
jí samotnou pozitivně regulován pro-
střednictvím fosforylací  [65]. Bylo uká-
záno, že protein p53  reguluje expresi 
Plk1 také přímo, a to tím, že se váže na 
promotor Plk1 na dvou různých místech 
(p53 response element 1 a 2) [66].

Jelikož mutovaný p53  není scho-
pen zabránit expresi Plk1, byla publi-
kována studie ukazující na významnou 
korelaci pozitivního imunohistochemic-
kého barvení Plk1 u pa cientek s primár-
ními nádory prsu s přítomností nefunkč-
ního mutovaného proteinu p53. Tyto 
pa cientky vykazovaly také významně 
horší přežití oproti pa cientkám pouze 
s pozitivním barvením Plk1 nebo pouze 
s mutací p53 [45].

Jak bylo popsáno výše, regulace Plk1 
a p53 je vzájemná. To znamená, že Plk1 

apoptóze, což ale neplatí u buněk nor-
málních bez přítomnosti replikačního 
stresu [29].

Jelikož je Plk1 důležitá kináza při mito-
tickém dělení buněk, není překvapením, 
že tomuto faktu odpovídá i  její distri-
buce v  tkáních. V  průběhu embryoge-
neze je Plk1 exprimována ve vysoce pro-
liferujících tkáních a stejně tak je tomu 
i  u  dospělého člověka, kde můžeme 
Plk1 nalézt ve varlatech, slezině a kostní 
dřeni, nikoli však v ostatních neprolife-
rujících tkáních, včetně slinivky, srdce, 
kůže mozku a  ledvin  [17,30]. U mnoha 
nádorových onemocnění je ovšem ex-
prese Plk1 zvýšená ve srovnání s fyziolo-
gickým stavem, jak o tom bude pojed-
náno v následující kapitole.

Ve srovnání s  Plk1  je tkáňová distri-
buce Plk2  a  Plk3  širší a  není tak úzce 
spojena s  vysoce proliferujícími tká-
němi  [31]. Jak již bylo uvedeno výše, 
hladina Plk5  je u  proliferujících buněk 
dokonce snížena. Rozdílná tkáňově spe-
cifi cká exprese Plk je důležitým faktorem 
pro možnou budoucí klinickou aplikaci 
vyvíjených inhibitorů Plk1. Podrobnější 
informace o  fyziologických funkcích 
Plk1 lze nalézt v přehledových článcích 
zahraničních autorů [32– 34].

Plk1 v nádorové transformaci 

Na rozdíl od normálních buněk, kde se 
Plk1 uplatňuje především v průběhu mi-
tózy, u buněk nádorových dochází k pře-
místění Plk1 do jádra dříve než při pře-
chodu G2– M, a dokonce zde může být 
detekován i v G1– S fázi, což svědčí o spe-
cifi cké funkci Plk1 u nádorových buněk 
v  interfázi (období buněčného cyklu 
mezi dvěma M fázemi). Ně kte ré stu-
die naznačují, že se může také uplatňo-
vat v S fázi, kde fosforyluje proteiny ne-
zbytné pro replikaci DNA [35– 38].

Exprese Plk1  souvisí s  růstem a  pro-
gresí rozličných typů nádorů. Její zvýše-
nou hladinu můžeme najít u nemalobu-
něčného karcinomu plic, kde nepřímo 
koreluje s  přežitím pa cientů a  je sil-
ným negativním prognostickým fak-
torem  [39]. Stejná je situace u  nádorů 
hlavy a krku [40,41] i jícnu [42]. Zvýšená 
hladina Plk1 se vyskytuje také u nádorů 
prsu [43– 45], jater [46], slinivky [47,48], 
prostaty [49], stejně tak jako u kolorek-
tálního karcinomu  [11,50], nádorů en-

ních, jako např. mozeček, a její exprese 
je epigeneticky umlčena u  glioblas-
tomů [15,16]. Komplexní a podrobnější 
informace o  jednotlivých členech pro-
teinů rodiny Plk lze najít v přehledovém 
článku De Cárcer et al [15].

Fyziologické funkce Plk1

Plk1 je jeden z klíčových proteinů podí-
lejících se na progresi buněčného cyklu 
(obr.  1). Buněčný cyklus je série velmi 
přísně řízených procesů vrcholící roz-
dělením mateřské buňky na dvě dce-
řiné. Přechod mezi jednotlivými fázemi 
buněčného cyklu (G1 –  gap 1, S –  syn-
thesis, G2 –  gap 2 a M –  mitosis) je re-
gulován fosforylacemi a ubikvitinacemi 
proteinů, které jsou řízeny cykliny a cyk-
lin-dependentními kinázami. Exprese 
Plk1 je přímo spojena s jednotlivými fá-
zemi cyklu, přičemž hladina proteinu se 
začíná zvyšovat v S fázi, vrcholí při pře-
chodu G2– M, ustálí se v průběhu mitózy 
a  ostře klesá po ukončení M fáze  [17]. 
Konkrétní zapojení Plk1 do M fáze spo-
čívá ve fosforylaci (aktivaci) komplexu 
cyklin B1/ Cdk1, který je hlavním regulá-
torem vstupu buňky do M fáze [18– 21]. 
Plk1  se také podílí na procesu tvorby 
centrozomů a skládání mitotického vře-
ténka fosforylací Ninein-like proteinu 
(NLP), což je protein asociovaný v inter-
fázi s centrozomy [22]. Takto fosforylo-
vaný NLP umožňuje buňce přepnout 
z  interfáze do mitózy tím, že NLP diso-
ciuje z centrozomu a umožní jeho „do-
zrání“ [22]. Další substrát fosforylovaný 
Plk1  je protein p150Glued, který je důle-
žitý pro „destrukci“ jaderného obalu, 
k níž dochází v průběhu mitózy na konci 
profáze [23]. Plk1 se také podílí na správ-
ném přichycení mikrotubulů kineto-
choru fosforylací klíčových proteinů 
CLIP- 170  [24] a  Sgt1  [25]  –  tento pro-
ces umožňuje rovnoměrnou segregaci 
chromozomů. Plk1 též iniciuje uvolnění 
z mitózy aktivací anafázi podporujícího 
komplexu, čímž hraje významnou roli při 
cytokinezi [26].

Funkce Plk1  nejsou omezeny pouze 
na buněčnou proliferaci, ale tato ki-
náza se uplatňuje i při stresové signali-
zaci, konkrétně při odpovědi buňky na 
poškození DNA  [27,28]. V  nádorových 
buňkách vede snížení hladiny Plk1 k na-
hromadění poškozené DNA a následné 
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aktivita  [83,99– 101]. Z  velké části je to 
přisuzováno jeho slabým farmakokine-
tickým vlastnostem, stejně tak jako ak-
tivitě proti Plk3 (která je považována za 
nádorový supresor) a s tím spojeným ne-
jednoznačným efektem na buněčnou 
proliferaci.

V další generaci byl proto vyvinut in-
hibitor BI 6727  –  volasertib s  jedno-
značně vylepšenými farmakokinetickými 
vlastnostmi [102]. I když velmi silně inhi-
buje Plk1, stále vykazuje i nezanedbatel-
nou aktivitu vůči Plk2 a Plk3 (IC50 = 0,87, 
5 a 56 nM). BI 6727 je velmi účinný u ně-
kolika typů nádorů včetně melanomu, 
rakoviny střeva a  hematopoetických 
malignit. Prošel několika klinickými stu-
diemi fáze I a  II  [103,104] a u pa cientů 
s akutní myeloidní leukemií probíhá nyní 
klinická studie fáze III [105]. 

Inhibitor společnosti Glaxo Smith 
Kline GSK461364  je derivát thio-
fenu, který vykazuje více než 1 000krát 
větší selektivitu pro inhibici Plk1 oproti 
Plk2  a  Plk3. Stejně tak jako BI2536  je 
účinný u mnoha nádorových buněčných 
linií, větší citlivost byla navíc prokázána 
u linií s nefunkčním proteinem p53 [77]. 
Inhibitor byl testován v  I. fázi klinické 
studie u  pa cientů se solidními nádory 
a non-Hodgkinovým lymfomem [106].

Poslední ATP- kompetitivní inhibitor Plk1, 
o němž se zmíníme, je NMS- P937  [107]. 
Jedná se o sloučeninu s jádrem pyrazo-
lochinazolinu, která indukuje zástavu 
buněčného cyklu v  G2– M fázi a  vyka-
zuje antiproliferační aktivitu u  více než 
stovky hematologických a solidních ná-
dorů  [108]. Výhodou je orální podání 
a inhibitor byl testován v klinické studii 
fáze I u pa cientů s pokročilými/ metasta-
tickými solidními tumory [109].

Jak bylo naznačeno výše, většina 
ATP- kompetitivních inhibitorů vyka-
zuje aktivitu také proti Plk2 a Plk3, což 
není překvapivé vzhledem k vysoké sek-
venční homologii povrchu ATP- vázající 
kavity (až 90 %) [110]. Druhou skupinou 
Plk1 inhibitorů jsou tudíž takové, jež cílí 
na tzv. polo- box doménu (PBD), která 
se nachází v C- koncové části a obsahuje 
specifi ckou vazebnou oblast pro inter-
akce se substrátem, zajišťuje danou sub-
celulární lokalizaci Plk1 (centrozomy, ki-
netochor, vřeténko, Golgiho aparát atd.) 
a podílí se také na regulaci samotné ki-

buňky zdravé, by mohla představovat 
významné terapeutické okno. Na dru-
hou stranu byly publikovány práce tes-
tující různé inhibitory Plk1, které ukazují, 
že inhibitory Plk1 cílí na všechny rychle 
proliferující buňky bez rozdílu (rakovinné 
a normální) [78– 81]. Tento fakt by mohl 
vysvětlit silné vedlejší účinky pozoro-
vané při aplikaci inhibitorů Plk1 v rámci 
klinických studií [82– 84]. Bylo také uká-
záno, že citlivost k inhibici Plk1 se neliší 
na základě statutu proteinu p53 [85– 88], 
jinými slovy, že ztráta funkce proteinu 
p53 není přímo spojena s vyšší citlivostí 
k inhibici Plk1 [89]. Je jasné, že tato výše 
uvedená kontroverzní pozorování bude 
nutné vysvětlit a bude zajímavé sledovat 
výsledky těchto studií.

Inhibitory Plk1

Jednou z  hlavních funkcí Plk1  je regu-
lace tvorby mitotického vřeténka, in-
hibice Plk1  proto vede k  závažným 
defektům při jeho tvorbě, jejichž výsled-
kem je zástava mitózy, a k indukci apo-
ptózy  [90,91]. Díky této centrální roli 
v regulaci buněčného cyklu je Plk1 po-
važována za vhodný cíl protinádo-
rové terapie [74,91– 97]. Hluboká kavita 
ATP- vazebné domény kináz je obecným 
cílem návrhu ATP kompetitivních inhi-
bitorů. Na druhou stranu základní pro-
blém při návrhu takových inhibitorů 
je vysoká strukturní zakonzervovanost 
těchto ATP- vazebných oblastí, což má 
za následek sníženou specifi tu a  vyšší 
pravděpodobnost nežádoucích efektů. 
Přesto bylo vyvinuto několik inhibitorů 
Plk1 cílených na ATP- vazebnou doménu. 
Přehled všech inhibitorů Plk1, které uve-
deme v textu, je znázorněn v obr. 2.

Za takový „prototyp“ je považován in-
hibitor společnosti Boehringer Ingel-
heim s názvem BI 2536 (de rivát dihyd-
ropteridinonu), který posloužil k mnoha 
studiím osvětlujícím roli Plk1  u  nádo-
rových buněk a  k  objasnění konsek-
vencí a  terapeutického potenciálu 
inhibice Plk1 [83,98]. Ukázalo se, že způ-
sobuje mitotické abnormality a  apo-
ptózu u  mnoha buněčných nádoro-
vých linií [79,98] a u vysokého procenta 
buněk dochází k tvorbě monopolárních 
vřetének. Tento inhibitor prošel klinic-
kými studiemi fáze I a II, ale nebyla u něj 
prokázána dostatečná protinádorová 

se nenechá jen pasivně řídit dráhou pro-
teinu p53, nýbrž také negativně reguluje 
p53, a  to jak přímo, tak pomocí nepří-
mých mechanizmů. U buněčné linie plic-
ního karcinomu H1299 bylo prokázáno, 
že se Plk1  fyzicky váže na DNA- vazeb-
nou doménu proteinu p53, čímž dochází 
k  inhibici funkce tohoto proteinu  [67]. 
Tato negativní regulace by mohla být 
fundamentálním mechanizmem pro 
roli Plk1 v onkogenezi. Jelikož se mnoho 
bodových mutací vyskytuje právě 
v DNA- vazebné doméně p53, bude za-
jímavé zjistit, jestli ně kte rá z těchto mu-
tací brání v interakci s Plk1, a tudíž vede 
k  deregulaci inhibice proteinu p53. 
Nepřímým mechanizmem inaktivace 
proteinu p53  pomocí Plk1  je fosfory-
lace proteinů, které jsou odpovědné za 
degradaci p53. Jedním z nich je protein 
MDM2, který svojí E3 ubikvitin ligázovou 
aktivitou právě negativně reguluje akti-
vitu proteinu p53  [68]. Plk1  fosforyluje 
MDM2  na serinu 260, čímž dochází ke 
stimulaci této degradace [69]. Plk1 fos-
foryluje také topoizomerázu I- váza-
jící protein (Topors), jež vykazuje jak 
ubikvitin, tak SUMO- 1 E3  ligázovou ak-
tivitu a váže se rovněž na p53. Fosfory-
lace serinu 718 na proteinu Topors vede 
k  potlačení sumoylace a  naopak k  po-
sílení ubikvitinace proteinu p53 a  jeho 
následné degradaci  [70]. Konečně po-
sledním nepřímým mechanizmem re-
gulace p53  kinázou Plk1, o  němž se 
zmíníme, je i fosforylace serinu 435 pro-
teinu GTSE1  (G2  a  S- phase- expressed 
1 protein), která také vede k degradaci 
p53 [71]. 

Dříve bylo ukázáno, že u  nádoro-
vých buněk s  nefunkčním proteinem 
p53  vede snížená hladina Plk1  k  větší 
cytotoxicitě v  porovnání s  normálními 
buňkami  [29,72– 75]. Ve studii prove-
dené na buněčné linii kolorektálního 
karcinomu HCT116  TP53– / –  vedla inhi-
bice Plk1  k  výraznému snížení tvorby 
nádorů na zvířecích modelech  [76]. 
Obdobný závěr, tedy větší citlivost k in-
hibici Plk1  u  nádorových buněk s  de-
fektním proteinem p53  (v  porovnání 
s nemutovaným proteinem p53), lze vy-
vodit také ze studií dalších inhibitorů 
Plk1  [72,77]. Skutečnost, že nádorové 
buňky s nefunkčním proteinem p53 by 
byly více náchylné k  inhibici Plk1  než 
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názové aktivity [111,112]. Blokování PBD 
domény specifi cké pro Plk by mělo zaru-
čit větší specifi tu takových inhibitorů.

První objevenou nepeptidovou slou-
čeninou kompetující o  vazbu na PBD 
Plk1  byl poloxin  [113]. Jeho základní 
strukturou je thymochinon, což je bio-
logicky aktivní sloučenina obsažená 
v oleji z černuchy seté (Nigella sativa, li-
dově černý kmín), který je znám pro 
své protizánětlivé, antioxidační a  anti-
neoplastické vlastnosti  [114,115]. Polo-
xin indukuje fragmentaci centrozomu, 
a  tím zastavuje mitózu. Dále silně po-
tlačuje proliferaci u  nádorových linií, 
což následně vede k  apoptóze  [78]. 
Ačkoli objevení poloxinu byl důležitý 
posun v  návrhu PBD Plk1  inhibitorů 
a přispěl k pochopení funkcí Plk1, uká-
zal se nakonec jako nespecifi cký a málo 
účinný [116].

Další inhibitor PBD domény byl ob-
jeven screeningem knihovny přírod-
ních látek. Purpurogallin je extra-
hován z  hálek dubů a  u  HeLa buněk 
zabraňuje přemístění Plk1  k  centrozo-
mům, čímž dochází k zastavení mitotic-
kého dělení [80]. Je známo, že purpuro-
gallin inhibuje i aktivitu proteinů, které 
neobsahují PBD, např. tyrozin kináz 
a  HIV- 1  integrázy, chemická podstata 
účinku této látky proto musí být dále 
zkoumána [117– 119]. 

Jako zajímavé se dále jeví inhibitory 
PBD ve formě peptidů, které blokují PBD 
na principu protein-proteinových inter-
akcí. Takové peptidy jsou nejčastěji od-
vozeny ze substrátů Plk1  interagují-
cích s  PBD (např. CDC25C nebo PBIP) 
[120,121].

Závěrem tohoto odstavce je třeba říci, 
že vývoj inhibitorů Plk1 je v současnosti 
skutečně rychlý, a není proto v možnos-
tech tohoto sdělení podat vyčerpávající 
a  aktuální výčet informací. Rozsáhlejší 
přehled lze najít např. v  přehledových 
článcích Klause Strebhardta [122,123].

Závěrem

Není pochyb o  tom, že Plk1  hraje vý-
znamnou roli při buněčném dělení. Její 
deregulace souvisí s nádorovou transfor-
mací buněk, a stala se proto atraktivním 
cílem pro vývoj protinádorových léčiv. 
Jelikož ostatní členové rodiny Plk (kromě 
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rové funkce, bude nezbytné zajistit spe-
cifi tu inhibice vůči Plk1. To, stejně jako 
zabránění inhibice ostatních kináz, by 
mohly zaručit nově vyvíjené a testované 
inhibitory cílící na specifi ckou polo- box 
doménu. Bude ale důležité zároveň za-
jistit srovnatelnou účinnost s  inhibi-
tory ATP- vázající domény, které už byly 
úspěšně testovány i v klinických studiích. 
Pro implementaci těchto inhibitorů zase 
bude nezbytné monitorovat časnou od-
pověď buněk. Pro tyto účely se jistě stane 
cennou vyvinutá metoda ELISA, která 
umožňuje kvantifi kaci aktivity Plk1 v ma-
lých objemech buněčných lyzátů [124].

I přes značný pokrok v osvětlení funkcí 
Plk1 v kancerogenezi a efektů provázejí-
cích její inhibici zbývá spousta otázek tý-
kajících se především konkrétního me-
chanizmu účinku inhibitorů, spojitosti 
statutu proteinu p53 a odpovědi na in-
hibici Plk1, stejně jako srovnání cytoto-
xicity inhibitorů Plk1 s ostatními užíva-
nými anti-tubulinovými léčivy, jež budou 
muset být v budoucnu zodpovězeny.
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Souhrn
PDZ a LIM domény obsahující protein 2 (PDLIM2), jinak také Mystique či SLIM, je nejnovějším členem 
tzv. s aktininy asociované LIM proteinové rodiny proteinů, jejíž členové jsou zásadním způsobem 
zapojeni do regulace celé škály bio logických procesů včetně organizace buněčného cytoskeletu, bu-
něčné diferenciace či onkogeneze. Samotný PDLIM2 je cytoskeletálně i nukleárně lokalizovaný pro-
tein kódovaný genem Mystique lokalizovaném na chromozomu 8p21, který reguluje stabilitu a ak-
tivitu nejrůznějších transkripčních faktorů, např. NF- κB či STAT. Deregulace PDLIM2 souvisí s celou 
řadu patologických stavů včetně onkogeneze, přičemž hladiny tohoto proteinu mohou korelovat jak 
se vznikem, tak se supresí nádorů. Hladiny PDLIM2 jsou epigeneticky potlačeny u celé řady nádorů 
a to v důsledku hypermetylace promotoru genu Mystique, která brání jeho transkripci. Reaktivace 
PDLIM2 je schopna potlačit tumorigenicitu a navodit smrt nádorových buněk in vitro i in vivo, což in-
dikuje potenciální tumor supresivní roli tohoto proteinu. Na druhou stranu u nádorových buněčných 
linií odvozených od metastazujících nádorů bylo detekováno výrazné zvýšení mRNA i proteinových 
hladin PDLIM2 a bylo zjištěno, že PDLIM2 je asociován s progresí nádorů a vznikem metastáz, což 
spíše nahrává pro-onkogenní funkci tohoto proteinu. Hlavním cílem této práce je detailněji shrnout 
dosavadní poznatky o roli PDLIM2 v průběhu vzniku a vývoje nádorů, dále vyzdvihnout jeho poten-
ciální využití v klinické praxi, především jako možného terapeutického cíle a také nabídnout možná 
vysvětlení dosud zjištěných rozdílných funkcí tohoto proteinu v onkogenezi.

Klíčová slova
PDLIM2 protein –  COP9 signalozom (CSN) –  onkogeneze –  5- aza- 2’- deoxycytidin – nádory – 
metastáze

Summary
PDZ and LIM domain containing protein 2 (PDLIM2), also known as Mystique or SLIM, is a member 
of the actinin –  associated LIM family of proteins that play essential roles in cytoskeletone orga-
nization, cell diff erentiation and have been associated with oncogenesis. PDLIM2 is cytoskeletal 
and nuclear protein encoded by the Mystique gene localized on chromosome 8p21. PDLIM2 re-
gulates stability and activity of several transcription factors, e. g. NF- κB or STAT, and its deregula-
tion is associated with several malignancies. PDLIM2 expression has been connected with both 
tumor suppression and tumorigenesis. PDLIM2 levels are epigenetically suppres sed in diff erent 
cancers due to Mystique promoter hypermetylation that blocks its transcription. PDLIM2 re-ex-
pression is able to inhibit tumorigenicity and induces tumor cell death both in vitro and in vivo, 
which suggest potential tumor suppressor role of PDLIM2. On the other hand, PDLIM2 is highly 
expressed in cancer cell lines derived from metastatic cancer and its expression is associated with 
tumor progression and metastasis formation, indicating pro-oncogenic role of PDLIM2. The aim 
of this review is to summarize current knowledge on the role of PDLIM2 in tumor formation and 
development, focusing on its prospective role as therapeutic target and off ering potential expla-
nations of its diff erent functions in oncogenesis that were identifi ed so far.

Key words
PDLIM2 protein –  COP9 signalosome (CSN) –  oncogenesis –  5- aza- 2’- deoxycytidine – cancer – 
metastasis
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Úvod

PDZ a LIM domény obsahující protein 2 
(PDLIM2), známý také jako Mystique či 
SLIM [1], je člen tzv. s aktininy asociované 
LIM proteinové rodiny (ALP), zahrnující 
proteiny s  N-terminální PDZ doménou 
a C-terminálně lokalizovanou LIM domé-
nou (obr. 1) [2]. Všichni členové ALP pro-
teinové rodiny jsou schopni interagovat 
s  aktinovým cytoskeletem pomocí je-
jich konzervované 80– 100  aminokyse-
lin dlouhé PDZ domény, jež zprostřed-
kovává specifické protein-proteinové 
interakce, hraje významnou roli v sesta-
vování proteinových komplexů asocio-
vaných s plazmatickou membránou [3] 
a také v normálním buněčném vývoji [2]. 
LIM doména členů ALP proteinové ro-
diny stejně jako PDZ doména zprostřed-
kovává protein-proteinové interakce, 
mimoto však vykazuje také E3  ubikvi-
tin ligázovou aktivitu [4]. Interakce LIM 
domény jsou mnohem variabilnější než 
v případě domény PDZ [1]. LIM doména 
je tvořena sekvencí aminokyselin boha-
tou na cystein, která vytváří dva motivy 
zinkového prstu a účastní se např. inter-
akcí v  signálních drahách zapojených 
do buněčné diferenciace či souvisejí-
cích s onkogenezí [3]. Obecně PDZ a LIM 
domény obsahující proteiny jsou zapo-
jeny do regulace celé škály bio logických 
procesů včetně organizace buněčného 
cytoskeletu, buněčné diferenciace, vý-
voje orgánů, neurální signalizace či 
onkogeneze [5].

Protein PDLIM2, nejnovější člen ALP 
proteinové rodiny, je cytoskeletálně 
i  nukleárně lokalizovaný protein regu-
lující stabilitu nejrůznějších transkripč-
ních faktorů v hematopoetických a epi-
teliálních buňkách, např. transkripčních 
faktorů NF- κB či STAT zapojených mimo 

jiné do regulace imunitní odpovědi [6]. 
PDLIM2  byl prvně identifi kován v  epi-
teliálních buňkách sítnice  [2], hla-
diny tohoto proteinu však byly deteko-
vány v celé řadě dalších buněčných linií 
včetně fibroblastů transformovaných 
overexpresí IGF-1R (receptor proinzulinu 
podobný růstový faktor 1), dále T lymfo-
cytů, makrofágů, dendritických buněk či 
epiteliálních nádorových buněk, u kte-
rých reguluje buněčnou adhezi a  mi-
graci  [7]. Protein PDLIM2  je kódován 
genem Mystique lokalizovaným na chro-
mozomu 8p21 [3], tedy v oblasti, která 
je velmi často poškozena u  celé řady 
nádorů  [8]. Na úrovni cDNA byly dete-
kovány 3  izoformy (Mystique 1– 3), na 
úrovni proteinu však převládá izoforma 2
tvořená 352  aminokyselinami s  rela-
tivní molekulovou hmotností 37,5  kDa 
(obr. 1) [3]. Bylo také zjištěno, že exprese 
Mystique a hladiny proteinu PDLIM2 jsou 
asociovány jak s nádorovou supresí, tak 
s  tumorigenezí  [3,4,6]. Dosavadní po-
znatky o  funkci PDLIM2  v  onkogenezi 
nádorů včetně jeho potenciálního vy-
užití v  klinické praxi budou rozebrány 
v následujících částech tohoto článku.

PDLIM2 jako nádorový supresor

Jak již bylo uvedeno, exprese genu Mys-
tique a hladiny proteinu PDLIM2 byly za 
fyziologických podmínek detekovány 
v celé řadě buněk a tkání [2] a jejich de-
regulace souvisí s  celou řadou patolo-
gických stavů včetně onkogeneze, při-
čemž bylo zjištěno, že hladiny proteinu 
PDLIM2  korelují jak se vznikem, tak se 
supresí nádorů [3,4,6]. Tumor supresivní 
funkce tohoto proteinu byly dosud po-
psány v souvislosti s T buněčným lymfo-
mem dospělých (ATL) [9– 12], karcinomem 
kolorekta [4,13] či s nádory prsu [14,15].

PDLIM2 a jeho tumor supresivní role 

v T buněčném lymfomu dospělých

T buněčný lymfom dospělých je vy-
soce agresivní T buněčná malignita vy-
volaná infekcí T buněk onkogenním re-
trovirem HTLV- 1 (lidský T lymfotropický 
virus  1)  [9]. Detailní mechanizmus ve-
doucí ke vzniku ATL není dosud zcela 
objasněn, je však zřejmé, že zásadní roli 
v  tomto procesu hraje virový onkopro-
tein Tax [10]. Tento 40 kDa velký protein, 
jenž je zásadní pro virovou replikaci [11], 
vykazuje vlastnosti onkoproteinu, neboť 
je schopen deregulovat buněčné tran-
skripční faktory regulující buněčný růst 
a dělení, a to především NF- κB [12]. NF- κB 
je pětičlenná rodina transkripčních fak-
torů vytvářejících homo-  a heterodimery, 
které jsou zadržovány v cytoplazmě po-
mocí inhibičních proteinů κB (IκB) a tím 
udržovány v  inaktivním stavu (regulo-
vány) [16]. Do rodiny NF- κB patří proteiny 
RELA, RELB, c- Rel, jež jsou syntetizovány 
ve funkční formě schopné aktivovat 
transkripci cílových genů a také proteiny 
NF- κB1  a  NF- κB2, jež jsou syntetizo-
vány jako prekurzory neschopné vazby 
na DNA a  jsou aktivovány proteolytic-
kým odštěpením C- koncové domény za 
vzniku zralých proteinů p50 a p52 [16]. 
Transkripční faktory NF- κB mohou být 
aktivovány celou řadou stimulů, např. 
pro-zánětlivých cytokinů, a hrají zásadní 
roli v regulaci zánětlivé imunitní odpo-
vědi, apoptóze, proliferaci a  celé řadě 
dalších buněčných dějů  [17]. Deregu-
lace, resp. zvýšená aktivita těchto tran-
skripčních faktorů je průvodním znakem 
řady chorob včetně tumorigeneze [18]. 
Existuje několik mechanizmů vedoucích 
k aktivaci transkripčních faktorů NF-κB, 
z nichž nejlépe popsané a také nejčas-
tější jsou kanonická (klasická) a nekano-
nická dráha [16,17]. Kanonická dráha je 
obvykle spouštěna jako odpověď na vi-
rovou či mikrobiální infekci a  expozici 
prozánětlivých cytokinů a zahrnuje pře-
devším proteiny RELA, c- Rel a p50 [17]. 
Přítomnost prozánětlivých faktorů vede 
k  aktivaci kinázy TAK1, která dále akti-
vuje IκB kinázový komplex, ten fosfory-
luje IκB, navozuje tak jejich ubikvitinaci 
a  proteazomovou degradaci, čímž do-
chází k uvolnění a translokaci komplexu 
RELA  –  p50  do jádra a  aktivaci tran-
skripce cílových genů zapojených do re-

PDLIM2

1 352

4 84 284 344
PDZ LIM

Obr. 1. Domény PDLIM2.

Protein PDLIM2 je členem ALP proteinové rodiny, zahrnující proteiny s N-terminální PDZ 
doménou a C-terminálně lokalizovanou LIM doménou [2]. PDZ doména zprostředkovává 
protein-proteinové interakce a představuje prvních 84 AK na N-konci PDLIM2 [3]. LIM do-
ména je pak lokalizována mezi AK 284-344 PDLIM2 a mimo zprostředkování protein-pro-
teinových interakcí vykazuje také E3 ubiquitin ligázovou aktivitu [4].
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dvěma způsoby  –  jednak funguje jako 
E3 ubikvitin ligáza proteinu Tax, navozuje 
tedy jeho poly- ubikvitinaci a následnou 
proteazomovou degradaci (obr. 2) [10], 
kromě toho však PDLIM2 také přímo in-
teraguje s  Tax a  transportuje jej z  cy-
toplazmy do nesolubilních jaderných 
kompartmentů, kde opět dochází k de-
gradaci Tax (obr. 2)  [10], což má za ná-
sledek inhibici drah NF- κB a  již zmiňo-
vané potlačení buněčné transformace 
a  onkogeneze  [12]. PDLIM2  je také 
schopen přímo inhibovat kanonickou 

středkovává aktivaci kanonické i  neka-
nonické NF- κB dráhy, což hraje zásadní 
roli v maligní transformaci T buněk infi -
kovaných HTLV- 1 [19]. Zásadní jsou pře-
devším geny aktivované nekanonickou 
drahou [20], což potvrzují i studie prove-
dené u jiných typů nádorů [21]. Bylo pro-
kázáno, že protein PDLIM2 funguje jako 
silný supresor onkoproteinu Tax a tento 
supresivní efekt PDLIM2  vede k  potla-
čení Tax indukované buněčné transfor-
mace a onkogeneze in vitro i in vivo [12]. 
PDLIM2  reguluje funkce proteinu Tax 

gulace zánětlivé imunitní odpovědi, pro-
liferace či migrace [17,18]. Nekanonická 
dráha je nejčastěji spouštěna různými 
ligandy TNF cytokinové rodiny (např. 
TNF-β) [17]. Tyto ligandy aktivují NF- κB 
indukovanou kinázu, jež následně spou-
ští sled reakcí analogických s  kanonic-
kou dráhou, přičemž konečným pro-
duktem alternativní dráhy je aktivní 
heterodimer p52 –  RELB, který aktivuje 
transkripci genů důležitých pro vývoj 
adaptivní imunitní odpovědi a regulaci 
apoptózy [17,18]. Onkoprotein Tax zpro-

jádro
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proteazomová
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proteazomová
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kanonická dráha NF-κB
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Obr. 2. PDLIM2 a jeho vztah k virovému onkoproteinu Tax a drahám NF-κB.

PDLIM2 funguje jako silný supresor virového onkoproteinu Tax [12]. Tento onkoprotein je schopen deregulovat buněčné transkripční fak-
tory, především kanonickou a nekanonickou NF-κB dráhu [12], které hrají zásadní roli v regulaci celé řady dalších buněčných dějů včetně 
zánětlivé imunitní odpovědi, apoptózy [17] či onkogeneze [18]. PDLIM2 funguje jako supresor Tax a reguluje jeho funkce dvěma hlavními 
způsoby: v cytoplazmě funguje jako E3 ubiquitin ligáza proteinu Tax, navozující jeho poly-ubiquitinaci a proteazomovou degradaci [10], 
kromě toho však také přímo interaguje s Tax a transportuje jej z cytoplazmy do jádra, kde opět navozuje jeho degradaci [10]. V jádře 
funguje PDLIM2 také jako E3 ubiquitin ligáza proteinu p65, hlavního transkripčního faktoru kanonické NF-κB dráhy a navozuje tak jeho 
ubiquitinaci a protezomovou degradaci [9].
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tivní) a HMT- 3522 S1 (ER pozitivní) [14]. 
Suprese PDLIM2  souvisí s  konstitutivní 
aktivitou NF- κB [14], která hraje význam-
nou roli v onkogenezi nádorů prsu [25]. 
Reaktivace hladin PDLIM2  pomocí 
5- aza- dC vede, stejně jako v případě ATL 
či CRC, k inhibici NF- κB a potlačení tumo-
rigenicity MCF- 7 a MDA- MB- 231  in vitro 
i in vivo [14]. Jak již bylo uvedeno, 5- aza- dC 
je schopen reaktivovat řadu genů, avšak 
samotné zvýšení hladin PDLIM2 u buněk 
MCF- 7 a MDA- MB- 231 stabilně transfe-
kovaných specifi ckým plazmidem bylo 
schopno potlačit jejich tumorigenní 
vlastnosti, což naznačuje potenciální vy-
užití PDLIM2 v terapii nádorů prsu [14]. 
V  nedávné době bylo také zjištěno, že 
exprese genu Mystique, kódujícího pro-
tein PDLIM2, je řízena bio logicky ak-
tivní formou vitaminu D3 [15]. Vitamin D3

je pleiotropní hormon účinkující na 
řadu tkání a zprostředkovávající nejrůz-
nější bio logické odpovědi, mimo jiné 
vykazuje i protinádorovou aktivitu [26]. 
Ukazuje se, že protinádorové vlast-
nosti vitaminu D3 zprostředkovává pro-
tein PDLIM2 [15]. Vitamin D3 je schopen 
přímo aktivovat transkripci genu Mys-
tique, popřípadě potlačit hypermetylaci 
promotoru tohoto genu a tím zvyšovat 
hladiny PDLIM2 v buňkách [15]. Schop-
nost vitaminu D3  reaktivovat hladiny 
PDLIM2 a potlačit tak vlastnosti nádoro-
vých buněčných linií karcinomu prsu na-
značují další z možných terapeutických 
strategií u tohoto typu nádorů [15].

PDLIM2 jako onkoprotein

Kromě studií striktně charakterizujících 
PDLIM2 jako nádorový supresor existují 
také studie považující PDLIM2 za onko-
protein, resp. protein s  možnou duální 
funkcí v  onkogenezi nádorů  [3,6,7]. 
Jedná se o studie provedené u prostatic-
kých a prsních nádorových buněčných 
linií  [3,6,7] a  jejich závěry jsou podrob-
něji rozebrány níže.

PDLIM2 jako onkoprotein u nádorů 

prostaty

Navzdory tomu, že je represe PDLIM2 aso-
ciována s tumorigenezí a PDLIM2 je pova-
žován za potenciální nádorový supresor, 
byly u prostatických nádorových buněč-
ných linií odvozených od metastazují-
cích nádorů detekovány výrazně zvýšené 

hlavním regulačním mechanizmem je 
degradace těchto transkripčních faktorů 
zprostředkovaná proteinem PDLIM2 [4]. 
PDLIM2 funguje jako E3 ubikvitin ligáza 
proteinu p65  (obr.  2), nejvýznamněj-
šího a  nejčastěji se vyskytujícího tran-
skripčního faktoru rodiny NF- κB, a také 
jako E3 ubikvitin ligáza proteinů STAT1, 
STAT3  či STAT4  [4,13,24]. PDLIM2  tedy 
navozuje ubikvitinaci a  následnou de-
gradaci těchto proteinů a  reguluje tak 
jejich aktivitu  [4,13,24]. Ně kte ré dosud 
provedené studie odhalily sníženou ex-
presi PDLIM2  na úrovni mRNA i  pro-
teinu u nejrůznějších buněčných linií od-
vozených od CRC (HCT 116, SNU- 1040, 
DLD- 1, SW- 480, FET, HT- 29)  [4]. Bylo 
zjištěno, že u  kolorektálních nádoro-
vých linií dochází k  epigenetickému 
potlačení hladin PDLIM2  hyperme-
tylací promotoru genu Mystique, jež je 
zprostředkována DNA metyltransferá-
zami DNMT1  a  DNMT3b  [4], podobně 
jako je tomu v  případě ATL  [9– 12]. 
Působení hypometylačního 5- aza- dC 
na CRC buněčné linie vede k reaktivaci 
PDLIM2  a  je schopno indukovat smrt 
těchto buněk in vitro i in vivo, což nazna-
čuje potenciální terapeutickou strategii 
pro CRC [4]. Nedávné studie ovšem od-
halují, že k represi PDLIM2 dochází také 
na posttranskripční úrovni pomocí mik-
roRNA (miRNA), které se váží na 3‘ nepře-
kládanou oblast PDLIM2  mRNA a  blo-
kují tak její translaci [13]. Konkrétně jde 
o miR- 221 a miR- 222, přičemž bylo zjiš-
těno, že hladiny těchto mikroRNA jsou 
u  CRC zvýšeny ve srovnání s  nenádo-
rovou tkání  [13]. Výsledky těchto stu-
dií podporují domněnky, že represe 
PDLIM2 je zásadní mechanizmus napo-
máhající vzniku CRC a  PDLIM2  je tedy 
důležitý supresor a potenciální terapeu-
tický cíl v onkogenezi CRC [4].

PDLIM2 a jeho tumor supresivní role 

u nádorů prsu

Tumor supresivní role proteinu PDLIM2 
byla popsána také u  buněk odvoze-
ných od karcinomu prsu  [14,15]. Bylo 
popsáno, že exprese PDLIM2  je epi-
geneticky reprimována u  estrogen re-
ceptor (ER) pozitivních (MCF- 7) i  ne-
gativních (MDA- MB- 231) buněčných 
linií nádorů prsu ve srovnání s  nená-
dorovými liniemi MCF- 10A (ER nega-

NF- κB dráhu, neboť jako E3 ubikvitin li-
gáza proteinu p65, hlavního transkripč-
ního faktoru kanonické NF- κB dráhy, 
navozuje jeho ubikvitinaci a  protea-
zomovou degradaci (obr.  2)  [9]. Studie 
nicméně odhalily, že protein PDLIM2 je 
u HTLV- 1 transformovaných buněčných 
linií reprimován a výrazné snížení hladin 
PDLIM2 bylo také detekováno u primár-
ních buněk pa cientů s ATL ve srovnání 
s  kontrolními zdravými buňkami  [10]. 
Ukazuje se, že represe PDLIM2 je důle-
žitý mechanizmus HTLV- 1 zprostředko-
vané tumorigeneze [10]. Bylo prokázáno, 
že represe PDLIM2 souvisí se zvýšenou 
aktivitou DNA metyltransferáz (DNMT), 
konkrétně DNMT1  a  DNMT3b, která 
vede k hypermetylaci promotorové ob-
lasti genu Mystique a  potlačení jeho 
transkripce [10]. Studie dále odhalují, že 
reaktivace hladin PDLIM2 pomocí hypo-
metylačního agens 5- aza- 2‘- deoxycyti-
dinu (5- aza- dC) je schopna navodit smrt 
HTLV- 1 transformovaných T buněk [10]. 
5- aza- dC účinkuje jako inhibitor DNA 
metyltransferáz a v roce 2006 byl schvá-
len americkou FDA (Food and Drug Ad-
ministration  –  Úřad pro kontrolu léčiv) 
pro léčbu myelodisplastického syn-
dromu [22]. Schopnost 5- aza- dC v závis-
losti na dávce reaktivovat PDLIM2 a na-
vodit smrt HTLV- 1  transfekovaných 
T buněk naznačuje potenciální terapeu-
tickou strategii pro ATL [10]. Je nutno říci, 
že 5- aza- dC reaktivuje i jiné geny, avšak 
samotná reaktivace PDLIM2  po trans-
fekci specifi ckým plazmidem je schopna 
navodit smrt HTLV- 1  transfekovaných 
T lymfocytů, což potvrzuje tumor supre-
sivní roli PDLIM2 v onkogenezi ATL [12].

PDLIM2 a jeho tumor supresivní role 

v kolorektálním karcinomu

Jednou z hlavních predispozic pro vznik 
a  vývoj kolorektálního karcinomu (co-
lorectal cancer –  CRC) jsou tzv. IBD (in-
flamatory bowel disease), tedy chro-
nická zánětlivá onemocnění zahrnující 
např. Crohnovu chorobu či ulcerózní 
kolitidu  [4]. Deregulace již zmiňova-
ných transkripčních faktorů NF- κB, jakož 
i  transkripčních faktorů rodiny STAT, 
hraje zásadní roli při vývoji IBD a s nimi 
asociovaných nádorů  [4,23]. Za fyzio-
logických podmínek je aktivita NF- κB 
i STAT velmi přísně regulována, přičemž 
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receptor (ER) pozitivních (MCF- 7) i  ne-
gativních (MDA- MB- 231) buněčných 
linií nádorů prsu ve srovnání s ER pozi-
tivními i  negativními nenádorovými li-
niemi MCF- 10A a HMT- 3522 S1 [14]. V ur-
čitém rozporu s tímto tvrzením jsou však 
výsledky deklarující výrazné zvýšení hla-
din PDLIM2 v nádorových buněčných li-
niích odvozených od metastatických ná-
dorů, včetně MDA- MB- 231, ve srovnání 
s liniemi odvozenými od nádorů neme-
tastatických  [6]. Bylo zjištěno, že hla-
diny PDLIM2 u linie MDA- MB- 231 (post 
EMT –  bazální subtyp) jsou srovnatelné 
s  hladinami detekovanými u  MCF- 10A 
a jsou výrazně vyšší ve srovnání s ER po-
zitivní linií MCF- 7  (luminální subtyp), 
a zdá se tedy, že refl ektují diferenciační 
status prsních nádorových buněk  [6]. 
Stabilní suprese PDLIM2  v  buňkách 
MDA- MB- 231  i  MCF- 7  vedla, podobně 
jako u  prostatických nádorových linií, 
k  potlačení jejich migračních schop-
ností, reverzi EMT a aktivaci COP9 signa-
lozomu a opět neměla vliv na bazální ak-
tivitu NF- κB [3,6]. Výsledky těchto studií 
jsou nicméně znovu v určitém rozporu 
s výsledky studie Qu et al [14] a také Va-
noirbeek  [15], jež deklarují, že zvýšení 
(reaktivace) hladin PDLIM2 v buněčných 
liniích MCF- 7 a MDA- MB- 231 zprostřed-
kovaná 5- aza- dC (event. vitaminem D3) 

teraguje a  tím aktivuje funkčně nejvý-
znamnější podjednotku COP9  signa-
lozomu, podjednotku 5 (CSN5) neboli 
Jab1  [7]. Zvýšené hladiny CSN5  a  s  tím 
související zvýšená aktivita COP9  jsou 
spojovány se vznikem a progresí různých 
typů nádorů, a regulace hladin CSN5 by 
tak mohla být potenciálním cílem v  te-
rapii nádorů  [30]. Všechna tato uve-
dená zjištění naznačují pro-tumorigenní 
funkci PDLIM2 [3]. V souvislosti s již výše 
deklarovanou tumor supresivní funkcí 
PDLIM2 se však dá předpokládat, že vztah 
tohoto proteinu k  onkogenezi nádorů 
je komplikovanější a  PDLIM2  by mohl 
fungovat jako protein s  duální funkcí 
(obr. 3) [7]. Zdá se, že v počátečních fázích 
tumorigeneze je represe PDLIM2 asocio-
vána s transformací buněk a růstem ná-
dorů, v pozdějších fázích je však patrně 
PDLIM2 reaktivován a jeho přítomnost je 
asociována s EMT, progresí nádoru a tvor-
bou metastáz  [7]. Reaktivace PDLIM2 je 
tedy pravděpodobně schopna potlačit 
tumorigenezi pouze v počátečním stadiu 
vzniku nádoru, v pozdějších fázích má ale 
efekt přesně opačný.

PDLIM2 jako onkoprotein ve vztahu 

k nádorům prsu

Již jsme se zmínili, že hladiny PDLIM2 jsou 
epigeneticky reprimovány u  estrogen 

hladiny tohoto proteinu ve srovnání s li-
niemi odvozenými od nádorů nemetasta-
zujících [7]. Bylo také zjištěno, že hladiny 
PDLIM2  jsou výrazně vyšší u  androgen 
nezávislých prostatických nádorových 
linií DU 145 a PC- 3 ve srovnání s androgen 
závislými liniemi PPC- 1 a Alva- 31 [3]. Sta-
bilní potlačení hladin PDLIM2 v buňkách 
DU 145 pak vedlo k výraznému snížení je-
jich migračních vlastností a také k zasta-
vení a reverzi epiteliálně mezenchymální 
tranzice (EMT) [7], tedy sledu molekulár-
ních a buněčných dějů hrajících velmi vý-
znamnou roli v progresi a metastazování 
nádorů [27]. Bylo publikováno, že potla-
čení hladin PDLIM2 nemá vliv na bazální 
aktivitu NF- κB [7], což je ovšem v rozporu 
s výsledky studií považujících PDLIM2 za 
nádorový supresor, které deklarují 
ústřední roli PDLIM2  v  regulaci aktivity 
NF- κB [4,14]. Vyšlo najevo, že PDLIM2 je 
schopen aktivovat COP9  signalozom 
(CSN), evolučně konzervovaný protei-
nový komplex složený z osmi podjedno-
tek (CSN1– 8) [28]. Tento proteinový kom-
plex reguluje ubikvitin konjugační dráhy 
a tím ovlivňuje degradaci buněčných pro-
teinů (zvýšená degradace p53, SMAD4/ 7, 
p27Kip1, stabilizace a aktivace c- myc, c- jun 
a dalších) a regulaci celé řady signálních 
drah a procesů včetně buněčného cyklu 
či tumorigeneze [29]. PDLIM2 přímo in-

Časné fáze onkogeneze Pozdní fáze onkogeneze

zdravé 
buňky

buňky primárního 
nádoru

bazální 
membrána

kapilára

céva

maligní transformace EMT, metastazování

PDLIM2 PDLIM2

Obr. 3. Duální role PDLIM2 v onkogenezi.

V počátečních fázích onkogeneze je PDLIM2 schopen reprimovat maligní transformaci buněk a růst nádorů, v pozdějších fázích onkoge-
neze pak bylo prokázáno, že zvýšení hladin PDLIM2 je asociováno s epiteliálně mezenchymální tranzicí (EMT), progresí nádoru a tvorbou 
metastáz [7], což naznačuje duální roli PDLIM2 v onkogenezi nádorů.
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regulaci hladin PDLIM2, resp. exprese 
genu Mystique. Již byl popsán přímý 
efekt vitaminu D3, jenž se váže na vita-
min D3  rozpoznávající oblast promotor 
genu Mystique a aktivuje tak jeho tran-
skripci  [15]. Jelikož byl rovněž popsán 
funkční antagonizmus mezi jednotli-
vými hormonálními receptory  [31], je 
možné, že aktivované androgenní či es-
trogenní receptory mohou určitým způ-
sobem ovlivňovat (blokovat) expresi My-
stique, a tedy i hladiny PDLIM2. Bylo totiž 
zjištěno, že androgen nezávislé prosta-
tické nádorové linie a ER negativní prsní 
nádorové linie vykazují vyšší mRNA 
i proteinové hladiny PDLIM2 ve srovnání 
s androgen závislými či ER pozitivními li-
niemi [3,6]. Přímý efekt androgenů či es-
trogenů na expresi Mystique nebyl dosud 
prozkoumán, ačkoli by si více pozornosti 
jistě zasloužil. Hlubší studium zasluhuje 
také vztah mezi PDLIM2 a COP9 signa-
lozomem, potažmo podjednotkou 5 
(CSN5) tohoto pro teinového komplexu. 
Ukazuje se totiž, že aktivace COP9, resp. 
CSN5 hraje důležitou roli v progresi růz-
ných typů nádorů a regulace této akti-
vity, např. prostřednictvím PDLIM2, by 
mohla být potenciálním cílem v terapii 
nádorů [30]. Detailnější popis vyžaduje 
jistě také vztah PDLIM2 k drahám NF- κB, 
které hrají významnou roli při vzniku 
a progresi celé řady nádorů [18]. Lze tedy 
říci, že PDLIM2 je velmi zajímavý protein 
s komplexní, avšak dosud ne zcela ob-
jasněnou funkcí v  onkogenezi nádorů, 
jehož represe v  určitých fázích vzniku 
a vývoje nádorů by mohla být účinnou 
terapeutickou strategií např. u ATL, CRC 
či nádorů prsu.

Literatura

1. Healy NC, O‘Connor R. Sequestration of PDLIM2 in the 

cytoplasm of monocytic/ macrophage cells is associated 

with adhesion and increased nuclear activity of NF- kappaB. 

J Leukoc Biol 2009; 85(3): 481– 490. doi: 10.1189/ jlb.0408238.

2. Torrado M, Senatorov VV, Trivedi R et al. Pdlim2, a novel 

PDZ- LIM domain protein, interacts with alpha- actinins 

and fi lamin A. Invest Ophthalmol Vis Sci 2004; 45(11): 

3955– 3963.

3. Loughran G, Healy NC, Kiely PA et al. Mystique is a new 

insulin-like growth factor- I- regulated PDZ- LIM domain 

protein that promotes cell attachment and migration and 

suppresses Anchorage- independent growth. Mol Biol 

Cell 2005; 16(4): 1811– 1822.

4. Qu Z, Yan P, Fu J et al. DNA methylation- depen-

dent repression of PDZ- LIM domain-containing pro-

tein 2 in colon cancer and its role as a potential thera-

peutic target. Cancer Res 2010; 70(5): 1766– 1772. doi: 

10.1158/ 0008- 5472.CAN- 09- 3263.

potlačuje tumorigenicitu těchto linií, 
tedy i  jejich migrační schopnosti, a  in-
hibuje aktivitu NF- κB  [14,15]. Možným 
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těchto studií by mohl být fakt, že jak 
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dukty těchto genů by event. mohly při-
spívat k potlačení tumorigenicity nádo-
rových buněčných linií či inhibici NF- κB. 
Rozpory ve výsledcích dosud prove-
dených studií u  prsních nádorových 
buněk opět nahrávají hypotéze o duální 
funkci PDLIM2  v  onkogenezi nádorů 
(obr. 3) [6,7]. U normálních epiteliálních 
buněk je PDLIM2  zřejmě důležitý pro 
udržení jejich fenotypu [6], což je v sou-
ladu s přítomností vysokých hladin to-
hoto proteinu v  nenádorových epite-
liálních prsních buňkách MCF- 10A či 
HMT- 3522 S1 [14]. Je pravděpodobné, že 
represe PDLIM2 v těchto buňkách vede 
k jejich maligní transformaci a následná 
reaktivace PDLIM2 v transformovaných 
buňkách pak aktivuje EMT, vede k pro-
gresi nádorů a  přispívá k  tvorbě me-
tastáz (obr. 3). Zdá se také, že u buněk 
sekundárních nádorů (metastáz) do-
chází k opětovné represi PDLIM2, která 
aktivuje tzv. mezenchymálně epiteliální 
tranzici, tedy děj opačný k  EMT, a  in-
dukuje proliferaci těchto buněk a  růst 
metastáz [7].

Závěr

Na první pohled rozporuplné výsledky 
dosud provedených studií, považují-
cích PDLIM2 někdy za nádorový supre-
sor, jindy pak za potenciální onkopro-
tein, naznačují možnou duální funkci 
proteinu PDLIM2 v onkogenezi nádorů. 
V počátečních fázích vzniku nádorů pů-
sobí pravděpodobně jako nádorový 
supresor, neboť je reprimován a reakti-
vace hladin PDLIM2 vede k inhibici ma-
ligní transformace buněk, v pozdějších 
fázích onkogeneze však zvýšení hladin 
PDLIM2  koreluje s  progresí a  metasta-
zováním nádorů [6,7]. Prohloubení zna-
lostí o  funkci PDLIM2 v onkogenezi by 
tak mohlo vést k nalezení „windows of 
opportunity“, ve kterých by reaktivace 
PDLIM2 byla schopna potlačit tumorige-
nezi a navodit smrt nádorových buněk. 
Výsledky dosud publikovaných stu-
dií také naznačují možnou hormonální 
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Profi l aktivace receptorových tyrozinkináz 

a mitogenem aktivovaných proteinkináz 

v terapii Maffucciho syndromu 

Profi le of Activation of Tyrosine Kinases and MAP Kinases 
in Th erapy of Maffucci Syndrome
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Souhrn
Východiska: Maff ucciho syndrom je vzácné kongenitální nehereditární onemocnění charak-
terizované přítomností mnohočetných hemangiomů a enchondromů s tendencí k malignímu 
zvratu. Kauzální terapie neexistuje a léčba je zaměřena na řešení komplikací. Stanovení vhod-
ného postupu je komplikované a často je nutná multioborová spolupráce v péči o tyto pa cienty. 
Případ: Autoři prezentují případ 20leté pa cientky s Maff ucciho syndromem. V průběhu života 
se u ní objevily mnohočetné enchondromy i progredující hemangiomy, které postupem času 
působily řadu komplikací jako např. omezení hybnosti, poruchy růstu, bolesti, fl uidothorax 
nebo ascites. Byl vyšetřen profi l fosforylace vybraných tyrozinových kináz a MAP kináz z pro-
gredujících ložisek hemangiomů, což vedlo ke změně léčebné strategie refl ektující výsledky 
vyšetření. Personalizovaná léčba nasazená na základě profi lu fosforylace kináz vedla ke klinicky 
významné léčebné odpovědi trvající šest měsíců.

Klíčová slova
enchondromatóza – hemangiom – protein-tyrozinkinázy – MAP kinázový signální systém – 
individualizovaná medicína – Maff ucciho syndrom

Summary
Background: Maff ucci syndrome is a rare congenital non-hereditary disease characterized by 
multiple hemangiomas and enchondromas, which may progress into malignancy. The causal 
therapy does not exist, and therapy is aimed at complications. The determination of appro-
priate therapy is complicated, and a multidisciplinary approach is often essential. Case: Authors 
are presenting the case of a 20-year- old patient with Maff ucci syndrome. During her life, multi-
ple enchondromas and progressing hemangiomas have been revealed and they have caused 
many complications, such as limited movement, growth failure, pain, fl uidothorax and ascites. 
A profi le of phosphorylation of selected tyrosine kinases and MAP kinases from progressing 
hemangioma was performed and with consideration of the result, it led to change of treatment 
strategy with encouraging clinical response lasting for six months.

Key words
enchondromatosis – hemangioma – receptor protein-tyrosine kinases – MAP kinases signaling 
system – individualized medicine – Maff ucci syndrome
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Úvod

Maff ucciho syndrom je vzácné konge-
nitální nehereditární onemocnění, které 
patří spolu s Ollierovou chorobou mezi 
enchondromatózy. Toto onemocnění je 
charakterizováno přítomností četných 
hemangiomů a  enchondromů, které 
mají tendenci k  malignímu zvratu až 
u 40 % pa cientů [1]. Standardní léčebná 
doporučení, která by ovlivňovala přiro-
zený průběh vzniku a progrese mnoho-
četných enchondromů a hemangiomů, 
nejsou k  dispozici a  doporučuje se jen 
symp tomatická a podpůrná léčba [2,3].

Případ

Dvacetiletá mladá žena byla sledována 
již od kojeneckého věku pro přítomnost 
mnohočetných enchondromů na konče-
tinách, genua vara a poruchu kostního 
růstu s  těžkou růstovou retardací. Její 
stav vyžadoval opakované korekční or-
topedické výkony. Ve dvou letech věku 

se u  ní objevil myelodysplastický syn-
drom, který se následně rozvinul do 
RAEB (refractory anemia with excess 
blasts) s nutností terapie dle protokolu 
pro akutní myeloidní leukemii zahrnující 
i alogenní transplantaci kostní dřeně.

Ve věku šesti let se u  ní začaly obje-
vovat postupně progredující heman-
giomy na rukou (obr. 1), proto bylo při 
podezření na Maff ucciho syndrom pro-
vedeno celkové přešetření. Výsledky 
potvrdily přítomnost chondromu/ en-
chondromu pravé sfenoidální kosti o ve-
likosti 3,4  ×  2,5  ×  1,7 cm. V  rámci zá-
kladní nemoci docházelo k  postupné 
progresi histologicky vřetenobuněč-
ných hemangiomů na pažích a  vzniku 
nových lézí na nohou i v parenchymo-
vých orgánech, proto bylo tři roky po 
transplantaci kostní dřeně doporučeno 
zahájit léčbu nízce dávkovanou che-
moterapií. Byla zvolena terapie vincris-
tin 1,5 mg/ m2/ týden  +  cyklofosfamid 

300 mg/ m2/ à 3 týdny, avšak vzhledem ke 
špatné toleranci již vysoce předléčené 
pa cientky bylo nutné tuto léčbu po šesti 
měsících přerušit.

Stav se postupně dále zhoršoval, ob-
jevilo se nové ložisko hemangiomu na 
játrech 4,8  ×  3,8 cm a  další ložiska na 
hrudníku a  horních končetinách. Pro-
běhl pokus o  ovlivnění těchto ložisek 
kortikoterapií, a to metylprednisolonem 
30 mg/ kg/ den D1, D3 a D5, 20 mg/ kg/ den 
D6  a  v  dávce 10 mg/ kg/ den D7  a  dále 
navázáno prednizonem 4 mg/ kg/ den 
po 2  týdny  [4]. Výsledkem této terapie 
byla v  nejlepším případě smíšená od-
pověď. V  průběhu léčby proběhly po-
kusy o  ovlivnění ložisek zářením, lase-
rem i chirurgickými korekcemi.

Od 18 let se pa cientka potýkala s opa-
kovaným chylózním fluidothoraxem 
a  přítomností chylózní ascitické teku-
tiny v  důsledku aktivity hemangiomů. 
Tento stav vyžadoval opakované punkce 

Obr. 1. Fotografi e levé ruky (zdroj: archiv KDO) a RTG snímek levé ruky (zdroj: archiv KDR).
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signálních molekul serin/ treoninových 
kináz Akt. Jedním z nejvíce fosforylova-
ných proteinů, jenž může být fosforylač-
ním cílem v  případě aktivace kináz ro-
diny p38 [8], byl HSP27 (graf 1B, D).

Diskuze

Maffucciho syndrom patří mezi velmi 
vzácná onemocnění a  manifestuje se 
v 78 % před začátkem puberty [9]. Je cha-
rakterizován přítomností enchondromů, 
mnohočetných hemangiomů a  vzácně 
také lymfangiomů. Standardní tera-
pie neexistuje a výběr vhodné strategie 
může být velmi svízelný. Enchondromy 
vznikají nejčastěji v  oblasti dlouhých 
kostí dolních končetin, nohy a ruky [9]. 
V  případě, že omezují funkčnost kon-
četiny, ovlivňují normální růst nebo pů-
sobí bolest, je přistoupeno k chirurgic-
kému řešení. Hemangiomy jsou benigní 
cévní tumory, které mohou vznikat prak-
ticky kdekoliv v těle, v rámci tohoto one-
mocnění mohou postupně progredovat 
a  výrazně omezovat kvalitu života po-
stiženého jedince. V  literatuře jsou po-
psány případy, u nichž bylo úspěšně vy-
užito antiangiogenní terapie k ovlivnění 
hemangiomů u těchto pa cientů [5].

V případě této pa cientky bylo těžké 
vybrat vhodnou léčebnou strategii, 
mimo jiné především z důvodu komor-
bidit a rozsahu jejího onemocnění. Bylo 
vyzkoušeno několik, dříve v  literatuře 
popsaných, léčebných modalit, avšak 
výsledky léčby byly dosti nepřesvěd-
čivé. V rámci snahy nalézt vhodný tera-
peutický cíl na úrovni proteinů, který by 
odrážel skutečnou aktivitu v patologic-
kých buňkách, byl vyšetřen profi l fos-
forylace RTK a  navazujících signálních 
drah. Tato dia gnostická metoda se jeví 
jako slibný prostředek, který by mohl 
umožnit podávání cílené bio logické 
léčby pa cientům s  prokázanou akti-
vací signální dráhy na úrovni proteinů. 
Tento postup by v konečném důsledku 
mohl zlepšit výsledky léčby, snížit množ-
ství komplikací a celkově snížit náklady 
na léčbu vlastního onemocnění, které 
mohou být při empirickém podávání ta-
kovýchto léků dosti vysoké.

Na základě výsledků naší analýzy byl 
do léčebného schématu přidán suniti-
nib v kombinaci s paclitaxelem. Sunitinib 
je multikinázový inhibitor, který cílí pře-

detekce spočívá v  nanesení proteino-
vého lyzátu na nitrocelulózovou mem-
bránu, na níž jsou ve dvojicích bodů 
imobilizovány specifi cké protilátky proti 
dané kináze. Fosforylované i nefosfory-
lované formy proteinu se na protilátku 
naváží v ekvimolárním poměru a v ná-
sledujícím kroku jsou pouze fosforylo-
vané formy proteinu označeny proti-
látkou proti fosforylovanému tyrozinu 
konjugovanou s  peroxidázou. Po apli-
kaci chemiluminiscenčního substrátu 
na membránu lze luminiscenci deteko-
vat na fi lmu nebo pomocí chemiluminis-
cenčního skeneru.

Fosforylační status MAP kináz a  vy-
braných serin/ treoninových kináz a dal-
ších signálních molekul byl analyzován 
pomocí Human Phospho- MAPK Array 
Kit (R&D Systems) umožňující současné 
stanovení fosforylace 26  kináz včetně 
zástupců tří hlavních rodin (ERK, JNK 
a p38). Princip metody je podobný jako 
v předchozím v případě, s tou výjimkou, 
že pro odlišení fosforylovaných a nefos-
forylovaných forem kináz je použito spe-
cifi ckých protilátek přímo proti fosfory-
lovaným formám kináz konjugovaných 
s  bio tinem. Na bio tin se následně na-
váže streptavidin konjugovaný s peroxi-
dázou, jež aktivuje chemiluminiscenční 
substrát.

Zmražený vzorek tkáně byl rozdělen 
na dvě části a  lyzáty pro obě analýzy 
byly připraveny dle pokynů výrobce, ná-
sledně bylo použito 300  μg celkového 
proteinu pro každou z analýz. Míra fos-
forylace jednotlivých proteinů byla den-
zitometricky kvantifi kována softwarem 
ImageJ, z duplikátů byl vypočítán prů-
měr a  od něj odečtena hodnota po-
zadí. Data byla normalizována vztaže-
ním k maximální hodnotě dosažené na 
každé z použitých membrán.

Fosforylace RTK byla výrazná přede-
vším u  receptoru pro epidermální růs-
tový faktor (EGFR), inzulinového recep-
toru (InsR) a obou variant receptoru pro 
růstový faktor krevních destiček (pla-
telet derived growth factor  –  PDGFRα 
a PRGFRβ) (graf 1A, C).

V rámci analýzy fosforylace MAP kináz 
byla zaznamenána vysoká míra fosfo-
rylace ERK1 a ERK2 a částečně i kinázy 
p38γ. Dále byla aktivována kináza Akt- 2, 
jež patří do rodiny nejvýznamnějších 

ascitu, v  průměru 2 l ascitické tekutiny 
každé dva týdny. Byl nasazen bevacizu-
mab 10 mg/ kg/ à 2  týdny, po osmi mě-
sících terapie bylo dosaženo pouze 
stacionárního stavu s  pokračující po-
třebou punkcí ascitu i  fluidothoraxu. 
V této době byla změněna léčba na siro-
limus 1 mg/ den a paclitaxel 12,5 mg/ m2/
/ à 1  týden  [5]. Tato terapie byla podá-
vána šest měsíců s  nutností redukce 
paclitaxelu na 50 % dávky pro hematolo-
gickou toxicitu. Výsledek byl pouze sta-
cionární stav.

Nově byl vyšetřen profi l fosforylace re-
ceptorových tyrozinkináz (RTK) a  MAP 
kináz (mitogen-activated protein kina-
ses) z  ložiska na patě a  dle těchto vý-
sledků byla terapie upravena na suniti-
nib 12,5 mg/ den a  taxol 5,5 mg/ týden. 
Mimo těchto léků měla dívka v  dlou-
hodobé medikaci také β-blokátory 
z  kardiologické indikace, u  nichž ně-
kte ré práce poukazují na jejich anti-
neoplastický potenciál  [6]. Po nasazení 
této personalizované terapie došlo po-
stupně k prodlužování intervalů pro eva-
kuace ascitu či chylothoraxu, s  perio-
dou čtyř měsíců bez potřeby evakuace, 
což mělo významný dopad na kvalitu ži-
vota pa cientky. Po čtyřech měsících od 
poslední evakuace ascitu se i přes nasa-
zenou léčbu obnovila potřeba evakuace 
chylothoraxu s potřebou opakovaných 
chirurgických intervencí a tedy i s přeru-
šováním, až vysazením antineoplastické 
medikace na dobu téměř tří měsíců. 
V průběhu významně redukované či vy-
sazené antineoplastické léčby progredo-
vala potřeba chirurgické derivace chylu 
charakteru jahodového mléka. Pa cientka 
zemřela náhlou smrtí na akutní krvácení 
do dutiny břišní v  důsledku spontánní 
ruptury jaterního hemangioendothe-
liomu tři měsíce po deeskalaci antineo-
plastické terapie, devět měsíců po zahá-
jení personalizované terapie.

Metodika a výsledky

Pro detekci fosforylace RTK byl použit 
Human Phospho- RTK Array Kit (R&D Sys-
tems) umožňující současné stanovení 
fosforylace 49 kináz z 16 receptorových 
rodin, přičemž u člověka bylo zatím po-
psáno 58 RTK rozdělených do 20 rodin 
v  závislosti na podobnosti proteinové 
struktury receptorů [7]. Princip metody 
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šina poznatků o  takových stavech je 
známa pouze z kazuistik. Velké randomi-
zované klinické studie fáze III zde nikdy 
nebudou k dispozici, přestože je systém 
registrací a  úhrad zdravotních pojiš-
ťoven vyžaduje i  v  těchto případech. 
Vyšetření signálních drah aktivovaných 
RTK by mohlo do budoucna přispět 
k  sestavování individualizované léčby 
tam, kde standardní léčba není známa 
anebo není dostatečně účinná, jako jsou 
vzácná, refrakterní nebo ně kte rá pokro-
čilá nádorová onemocnění dětského 

ténka a  je používán pro léčbu řady ma-
lignit. Při metronomickém dávkování 
a v kombinaci s dalšími léky prokázal vý-
znamný antiangiogenní potenciál  [10]. 
Prezentovaná kazuistika dokumentuje 
obtížnost péče o  pa cienty s  Maff ucciho 
syndromem, kdy interpretace klinického 
průběhu posledních týdnů a  vysvětlení 
úmrtí pa cientky zůstává spekulativní.

Závěr

Terapie vzácných onemocnění je ne-
snadná. Neexistují ověřené postupy a vět-

devším proti receptoru pro růstový fak-
tor krevních destiček (PDGFR) a proti re-
ceptoru pro cévní endoteliální růstový 
faktor (vascular endothelial growth fac-
tor –  VEGFR), čímž ovlivňuje angiogenezi 
a  buněčnou proliferaci. FDA (Food and 
Drug Administration –  Úřad pro kontrolu 
léčiv) jej ofi ciálně schválila k léčbě GIST, re-
nálního karcinomu a neuroendokrinních 
tumorů pankreatu, avšak pro silný antian-
giogenní potenciál byl výhodný i pro naše 
účely. Paclitaxel je alkaloid, který blokuje 
depolymerizaci mikrotubulů dělícího vře-

A

B C

D

Graf 1. Profi l fosforylace receptorových tyrozinkináz (RTK), MAP kináz a vybraných cytoplazmatických proteinů ve vzorku heman-

giomu odebraného pacientce s Maff ucciho syndromem. 

A. Denzitometrická analýza fosforylace RTK. B. Denzitometrická analýza fosforylace MAPK a vybraných cytoplazmatických proteinů. 
C. Proteinová array s označenými RTK, jež vykazují nejvyšší hodnotu denzity. D. Proteinová array s označenými MAPK a vybranými cyto-
plazmatickými proteiny, jež vykazují nejvyšší hodnotu denzity.
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Rekombinantní protilátky a jejich využití 

v protinádorové terapii

Recombinant Antibodies and Th eir Employment in Cancer Th erapy

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

Souhrn
Vývoj rekombinantních terapeutických protilátek je v poslední době jednou z nejrychleji se 
rozvíjejících disciplín aplikovaného bio medicínského výzkumu. Rekombinantní monoklonální 
protilátky nalézají stále větší uplatnění v bio logické terapii řady závažných lidských chorob 
a  jsou v  současné době nenahraditelnou součástí komplexní protinádorové terapie. Tera-
peutické protilátky využívané v klinické praxi prošly značným vývojem. Z prvních protilátek 
produkovaných v myších, které jako vedlejší účinek indukovaly silnou imunitní odpověď, byly 
metodami rekombinantní DNA a genové manipulace vyvinuty plně lidské protilátky s výrazně 
omezenými vedlejšími účinky a zároveň se zvýšenou specifi tou a efektivitou. V této práci jsou 
shrnuty základní poznatky o  terapeutických monoklonálních protilátkách, jejich historický 
vývoj a přehled metodických přístupů vedoucích k vývoji účinnějších, ale také bezpečnějších 
protilátek.

Klíčová slova
protinádorová léčiva – imunoglobuliny – humanizované monoklonální protilátky – terapeu-
tické protilátky – rekombinantní protilátky

Summary
Development of recombinant therapeutic antibodies is recently one of the fastest growing 
disciplines of applied bio medical research. Recombinant monoclonal antibodies are increas-
ingly applied in bio logical therapy of many serious human diseases and are currently an 
irreplace able part of a comprehensive cancer therapy. First mouse therapeutic antibodies had 
only limited applicability due to the strong immune response; however, technological advan-
ces enabled engineering of antibodies with increased specifi city and effi  cacy, and on the other 
hand with reduced adverse eff ects due to lower antigenicity. This review provides a summary 
of knowledge about recombinant therapeutic antibodies, their mechanism of action and ap-
proaches how to improve their effi  cacy.

Key words
antineoplastic agents – immunoglobulins – humanized monoclonal antibodies – therapeutic 
antibodies – recombinant antibodies
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Úvod

O využití monoklonálních protilátek 
k léčbě nádorových onemocnění se za-
čalo uvažovat teprve nedávno, přesto 
patří v dnešní době mezi úspěšné stra-
tegie léčby onkologických onemocnění 
(hematologických malignit i  solidních 
nádorů). Mechanizmus jejich působení 
je založen na specifické vazbě na po-
vrchové antigeny nádorových buněk. 
Byla popsána řada molekul, které jsou 
u  nádorových buněk mutovány nebo 
nadměrně či aberantně exprimovány 
a následně byly identifi kovány jako po-
tenciální cíle terapeutických protilátek. 
Tyto antigeny se dělí na antigeny speci-

fi cké pro nádory (tumor specifi c antigen) 
a antigeny asociované s nádory (tumor 
associated antigen). Nejčastějšími cílo-
vými molekulami terapeutických proti-
látek jsou CD (cluster of diff erentiation) 
antigeny (např. CD20, CD30  a  CD52), 
receptory růstových faktorů (např. 
HER2/ neu, EGFR, MET), růstové faktory 
(např. VEGF), adhezivní molekuly (např. 
EpCAM a  alfa4- integrin) nebo imuno-
modulační receptory (CTLA- 4  a  PD- 1). 
Mezi způsoby, jak terapeutickými proti-
látkami ovlivnit nádorovou buňku, patří 
inhibice funkce antigenu (např. recep-
toru), přivedení specifi cké toxické látky 
konjugované s  protilátkou (např. cy-

tostatika, radioizotopu) nebo aktivace 
imunitního systému [1].

Protilátky –  struktura a funkce

Protilátky, imunoglobuliny (Ig), jsou 
molekuly produkované B lymfocyty, 
které mohou v organizmu volně cirku-
lovat v  rozpustné formě nebo mohou 
být vázány na cytoplazmatickou mem-
bránu B lymfocytů jako součást B bu-
něčného receptoru (B cell receptor  –  
BCR). U  savců jsou imunoglobuliny 
podle vlastností těžkých řetězců rozdě-
leny do pěti izotypových tříd, a to IgM, 
IgD, IgA, IgE, IgG. Jednotlivé třídy izo-
typů mají odlišné funkce a  jsou produ-
kovány v  různých fázích imunitní od-
povědi. Primární imunitní odpověď je 
zprostředkována sekretovanými proti-
látkami IgM tvořícími multivalentní mo-
lekulu pěti nebo šesti protilátek, které 
aktivací komplementu napomáhají fa-
gocytóze. IgD jsou exprimovány na na-
ivních B buňkách. Sekretované IgA tvoří 
dimer a nachází se ve slinách, slzách, ko-
lostru a mateřském mléce. IgE se nachází 
zejména v  plicích a  kůži a  hrají důleži-
tou roli při hypersenzitivních a alergic-
kých reakcích. IgG jsou nejhojnějším izo-
typem protilátek v lidském těle a účastní 
se sekundární fáze imunitní odpovědi. 
Lidské IgG se dále dělí na čtyři podtřídy, 
IgG1–IgG4, lišící se množstvím v  séru 
a vazebnou afi nitou k Fc (fragment crys-
tallizable) receptorům na buňkách imu-
nitního systému  [2]. Protilátky izotypu 
IgG mají nejdelší bio logický poločas (při-
bližně 21 dnů), protože se váží na recep-
tor FcRn (neonatal Fc receptor), který se 
nachází v endozomech a podílí se na re-
cyklaci imunoglobulinů pohlcených pi-
nocytózou. Proto je tato třída imunoglo-
bulinů nejčastěji využívána k  produkci 
terapeutických protilátek [3].

Molekuly imunoglobulinů jsou slo-
ženy ze dvou těžkých (H) a  dvou leh-
kých (L) polypeptidových řetězců kova-
lentně spojených disulfi dickými můstky 
do charakteristické struktury ve tvaru 
písmene Y (obr.  1A). Těžké řetězce se 
skládají ze čtyř až pěti a lehké řetězce ze 
dvou strukturně podobných imunoglo-
bulinových domén. Domény na N- konci 
těžkých i lehkých řetězců se označují jako 
variabilní (VH, VL), přičemž každá doména 
obsahuje tři hypervariabilní oblasti CDR 

A

B

CH2

CH3

těžký řetězec

lehký řetězec

variabilní 
domény

L + H

konstantní 
domény

L + H

NH2

NH2

COOHHOOC

CDR

CDR

pantová 
oblast

Ig                 F(ab´)2 Fab´ Fab Fv         Fc

Obr. 1A. Schematické znázornění struktury molekuly imunoglobulinu. 

B. Fragmenty protilátek vytvořené proteolytickým štěpením.
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27 D (diversity) segmentů, 6 J (joining) 
segmentů a  geny pro konstantní části 
těžkého řetězce. Struktura genových 
komplexů kódujících lehké řetězce κ a λ 
je podobná, ale obsahuje menší počet 
V  a  J  segmentů a  D segmenty chybí 
úplně (obr.  2). V  progenitorech B lym-
focytů (proB) dochází k D- J přeskupení, 
při němž je vyštěpen úsek mezi náhod-
nými D a J segmenty. Následně je vyště-
pen úsek mezi ně kte rým z V segmentů 
a DJ segmentem vzniklým v předchozím 
kroku (V- D přeskupení). Pokud je pře-
skupením vytvořen produkt, ze kterého 
je syntetizován funkční H polypeptid, je 
další přeskupování na druhém chromo-
zomu zastaveno (jedná se o  alelickou 
exkluzi) a z buňky se stává pre-B lymfo-
cyt. Tato událost dává buňce signál k za-
hájení přeskupování genů pro lehké ře-
tězce, nejprve řetězců κ  a  v  případě 
neúspěchu dochází k přeskupování ře-
tězců λ. Po vytvoření povrchového IgM 
se buňka stává nezralým B lymfocytem 
a po současné expresi IgM a IgD zralým 
B lymfocytem. Již kombinací VDJ  seg-
mentů vzniká značná diverzita, která 
je znásobena nepřesnostmi ve spojo-

cifi ckého proteinu. Fv fragmenty (frag-
ment variable) jsou nejmenší fragmenty 
obsahující kompletní vazebné místo pro 
antigen a jsou tvořeny pouze doménami 
VH a  VL, které jsou drženy nekovalent-
ními interakcemi. Fragmenty protilátek 
nachází díky své menší velikosti využití 
v určitých imunochemických technikách 
a experimentálních aplikacích, kdy např. 
protilátky účinněji pronikají do prepa-
rátu při imunohistochemickém bar-
vení, jsou minimalizována sterická ome-
zení pro vazbu epitopu a dále absence 
Fc  fragmentu omezuje nespecifi cké in-
terakce a snižuje imunogenicitu protilá-
tek při in vivo experimentech [4].

Genetika protilátek

Široké spektrum protilátek schopných 
rozlišit jakýkoli potenciální antigen není 
kódováno přímo v zárodečné linii, této 
diverzity je dosaženo procesem soma-
tické VDJ rekombinace během vývoje 
lymfocytů. Geny kódující řetězce imuno-
globulinů jsou složeny z několika skupin 
sekvenčně příbuzných segmentů, v lid-
ském lokusu pro těžké řetězce se nachází 
přibližně 50  V  (variability) segmentů, 

(complementarity determining region) 
tvořící jedinečnou prostorovou struk-
turu, do které se specificky váže anti-
gen. Variabilní oblasti jednotlivých klonů 
B lymfocytů jsou unikátní. Zbývající do-
mény jsou v rámci daného typu těžkých 
i lehkých řetězců identické a označují se 
jako konstantní (CH1– CH4, CL) [2].

Proteolytickým štěpením imuno-
globulinů je možné získat specifické 
fragmenty (obr.  1B). Pomocí papainu 
vznikají dva identické Fab fragmenty 
(fragment antigen binding), které jsou 
monovalentní a  každý obsahuje jedno 
vazebné místo pro antigen, a  jeden Fc 
fragment, který je tvořen konstantními 
oblastmi těžkých řetězců. Fab jsou tvo-
řeny doménami VH, CH1, VL a  CL, které 
jsou spojeny intramolekulární disulfi dic-
kou vazbou. Štěpení pepsinem, jehož 
rozpoznávací místo se nachází za pan-
tovou oblastí, vede ke vzniku bivalent-
ního fragmentu F(ab’)2, který navíc obsa-
huje krátký úsek Fc fragmentu. Redukcí 
disulfi dových můstků vznikají Fab’ frag-
menty obsahující volnou sulfhydrylovou 
skupinu, která může být využita ke kon-
jugaci enzymu, toxinu nebo jiného spe-

V, D, J sekvence těžkého řetězce                                                                                       V, J sekvence lehkého řetězce

přeskupená DNA

variabilní sekvence lehkého 
a těžkého řetězce tvořící 

vazebné místo pro antigen

Obr. 2. Schematické znázornění VDJ přesmyku genomové DNA těžkého (H) a lehkého (L) řetězce imunoglobulinu.

Znázorněny jsou také oblasti molekuly imunoglobulinu, které odpovídají přeskupeným řetězcům.
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který má k  Fc oblasti připojen recep-
tor pro TNF, a  inhibuje tudíž signalizaci 
TNF-α. Tato protilátka se využívá k léčbě 
autoimunitních onemocnění [12].

Mezi objevem nových technologií 
a  schválením a  uvedením na trh prv-
ních protilátek vytvořených danou tech-
nologií bývá průměrně 9– 13  let pro-
dleva, což je vzhledem k  mnoha fázím 
procesu registrace nového léčiva (pre-
klinického vývoje, preklinických toxi-
kologických testování a  klinických stu-
dií) standardní doba odpovídající jiným 
typům léčiv [13].

Mechanizmy působení 

terapeutických monoklonálních 

protilátek

Terapeutické protilátky mohou působit 
na nádorové buňky různými způsoby 
buď přímo, nebo nepřímo. Přímé účinky 
spočívají v ovlivnění membránových re-
ceptorů nebo proteinů vázaných na bu-
něčném povrchu, růstových faktorů či 
cirkulujících proteinů. Přímé účinky pro-
tilátek mohou být také zprostředkovány 
pomocí toxinů, radioizotopů nebo cy-
tokinů, které jsou kovalentně navázány 
na molekulu imunoglobulinu (imuno-
konjugace). Nepřímé účinky protilátek 
jsou zprostředkovány Fc oblastí protilá-
tek, kdy protilátky po navázání na cílo-
vou buňku aktivují komplement (com-
plement- dependent cytotoxicity –  CDC), 
stimulují efektorové buňky imunitního 
systému (antibody- dependent cyto-
toxicity –  ADCC) nebo regulují aktivitu 
T lymfocytů  [1]. Převážná většina tera-
peutických protilátek schválených ke 
klinickému použití jsou klasické pro-
tilátky první generace, jako např. tras-
tuzumab (Herceptin®, anti-HER2  pro 
léčbu karcinomu prsu), cetuximab 
(Erbitux®, anti-EGFR pro léčbu kolo-
rektálního karcinomu), panitumumab 
(Vectibix®, anti-EGFR) nebo bevacizu-
mab (Avastin®, anti-VEGF pro léčbu ko-
lorektálního karcinomu). Méně často se 
využívají konjugované protilátky, které 
umožňují specifi cké doručení terapeu-
tických látek přímo k  nádorovým buň-
kám, čímž dochází ke zvýšení koncent-
race léčiva v cílové oblasti a zároveň se 
minimalizují vedlejší účinky na zdravé 
tkáně [1]. Přehled monoklonálních tera-
peutických protilátek schválených FDA 

zachovány myší variabilní řetězce, za-
tímco konstantní řetězce jsou nahrazeny 
lidskými [6]. První chimérická protilátka 
abciximab (ReoPro®, k inhibici agregace 
krevních destiček), která je Fab fragmen-
tem, byla na trh v USA uvedena v roce 
1994. Poté byly vyvinuty humanizované 
protilátky, které mají myší sekvence za-
chovány pouze v  hypervariabilní ob-
lasti CDR odpovědné za vazbu antigenu. 
Tato technika se nazývá CDR grafting [7]. 
První humanizovaná protilátka daclizu-
mab (Zenapax®, k  prevenci odmítnutí 
orgánu po transplantaci) byla schvá-
lena v roce 1997. Roky 1997 a 1998 byly 
v historii vývoje terapeutických protilá-
tek přelomem, na trh bylo uvedeno pět 
protilátek a zájem o tuto oblast výzkumu 
prudce vzrostl. V roce 1997 byla schvá-
lena i  první protilátka k  léčbě nádoro-
vého onemocnění rituximab (Rituxan®, 
anti-CD20 protilátka k léčbě hematolo-
gických malignit). Dalším milníkem bylo 
vytvoření plně lidských monoklonálních 
protilátek. K  jejich vývoji bylo potřeba 
vyvinout alternativní strategie, neboť 
imunizace lidí nepřichází z etického hle-
diska v úvahu a dále nebyla k dispozici 
stabilní lidská myelomová linie vhodná 
k vytvoření hybridomu. K pokroku došlo 
teprve s rozvojem metod založených na 
klonování variabilních sekvencí protilá-
tek a jejich selekci prostřednictvím bak-
teriofágů  [8] a  později také přípravou 
trans genních myší (tzv. humanizované 
myši), které mají myší geny pro imu-
noglobuliny nahrazeny lidskými  [9,10]. 
První plně humánní protilátkou uvede-
nou na trh v USA byl v roce 2002 adalimu-
mab (Humira®, inhibitor TNF-α pro léčbu 
revmatoidní artritidy) vytvořený pomocí 
technologie „phage display“, která vyu-
žívá exprese variabilních řetězců na po-
vrchu bakteriofága. Následně schválené 
protilátky panitumumab (Vec tibix®, in-
hibitor EGFR pro léčbu kolorektálního 
karcinomu) v  roce 2006 nebo ipilimu-
mab (Yervoy®, anti-CTLA4  protilátka 
pro léčbu metastatického melanomu) 
v  roce 2011  byly vytvořeny s  využitím 
transgenních myší. Významnou tech-
nologií, jak upravit vlastnosti protilátek, 
je modifi kace Fc fragmentů připojením 
proteinů nebo jejich domén [11]. První 
schválenou fúzní terapeutickou protilát-
kou byl v roce 1998 etanercept (Enbrel®), 

vání jednotlivých segmentů (tzv. spo-
jovací variabilita) a působením enzymu 
terminální transferázy, jež prodlužuje 
konce přeskupených segmentů o krátké 
náhodné N- sekvence. V-D a  D- J  spo-
jení odpovídá hypervariabilní oblasti 
CDR3, která vykazuje nejvyšší diverzitu 
v rámci spektra protilátek. Po styku zra-
lého B  lymfocytu s  antigenem dochází 
k mutacím V segmentů, které dále zvy-
šují variabilitu imunoglobulinů. Všechny 
procesy vedoucí ke vzniku imunoglobu-
linů jsou důsledně kontrolovány a B lym-
focyty produkující nefunkční, nesta-
bilní nebo autoreaktivní protilátky jsou 
odstraněny.

Během terminální diferenciace B lym-
focytu po aktivaci antigenem dochází 
k další rekombinační události, izotypo-

vému přesmyku (class switching), při 
kterém jsou vyštěpovány konstantní 
úseky těžkých řetězců. Izotypové pře-
smyky mohou v  dané buňce probíhat 
několikrát za sebou, dokud jsou pří-
tomny sekvence, které lze eliminovat. 
Typ přesmyku a  výsledný izotyp proti-
látky, který bude buňka produkovat, je 
regulován cytokiny [2].

Monoklonální terapeutické 

protilátky –  historický vývoj

Monoklonální protilátky jsou získá-
vány hybridomovou technologií, kdy 
jsou fúzovány B lymfocyty izolované 
ze sleziny imunizovaných myší a  ne-
smrtelné myší myelomové buňky  [5]. 
Takto vytvořené myší monoklonální 
protilátky se staly významným nástro-
jem pro základní i  aplikovaný výzkum 
a  klinickou dia gnostiku. Brzy se začalo 
uvažovat také o jejich terapeutickém vy-
užití a  první terapeutickou protilátkou 
schválenou FDA (Food and Drug Ad-
ministration  –  Úřad pro kontrolu léčiv) 
v  USA se stal v  roce 1986  muromo-
nab- CD3 (Orthoclone OKT3®, k prevenci 
odmítnutí orgánu po transplantaci). Kli-
nická praxe však ukázala, že podávání 
čistě myších protilátek vyvolává silnou 
imunitní odpověď organizmu, což za-
bránilo jejich širšímu využití. Vývoj no-
vých generací terapeutických protilátek 
byl umožněn výraznými pokroky v tech-
nologiích genového inženýrství a  re-
kombinantní DNA. Nejdříve byly vytvo-
řeny chimérické protilátky, které mají 

ko_2015_S2.indb   55 7.9.2015   9:33:06



2S56

REKOMBINANTNÍ PROTILÁTKY A JEJICH VYUŽITÍ V PROTINÁDOROVÉ TERAPII

Klin Onkol 2015; 28 (Suppl 2): 2S52–2S59

tilátkou konjugován enzym konvertující 
netoxickou látku v  látku cytotoxickou. 
Po podání netoxické látky dochází k její 
konverzi specifi cky v oblasti nádoru [20].

Protilátky druhé generace s  cíleně 
změněnou glykosylací v oblasti Fc frag-
mentu byly připraveny genovou mani-
pulací za účelem posílení ADCC. První 
schválenou protilátkou je obinutuzumab 
(Gazyva®, anti-CD20  protilátka k  léčbě 
chronické lymfatické leukemie) [21].

Během procesu přípravy těchto tera-
peutických protilátek často dochází ke 
změnám farmakokinetiky, funkce efek-
toru, velikosti a imunogenicity. Z tohoto 
důvodu je důležité věnovat pozornost 

CD20 [17]. Bispecifi cké protilátky jsou 
protilátky obsahující dva různé Fv frag-
menty rozpoznávající dva různé anti-
geny, např. catumaxomab (Removab®) 
váže CD3 a EpCAM (epithelial cell adhe-
sion molecule)  [18]. Potenciálně využi-
telné jsou také imunotoxiny, kdy jsou 
protilátky fúzovány s  bakteriálními to-
xiny Pseudomonas exotoxin A, Diphte-
ria toxin nebo rostlinnými toxiny gelo-
nin a ricin, které zprostředkovávají smrt 
nádorové buňky inhibicí proteosyntézy, 
a  proto je tento mechanizmus účinný 
také v případě nedělících se buněk [19]. 
Antibody directed enzyme prodrug 

therapy (ADEPT) je přístup, kdy je s pro-

k  léčbě onkologických onemocnění je 
uveden v tab. 1 [14,15].

ADC (antibody drug conjugate) jsou 
monoklonální protilátky chemicky kon-
jugované s  cytotoxickými látkami, ze-
jména látkami inhibujícími organizaci 
mikrotubulů. V současné době jsou re-
gistrovány dvě protilátky  –  brentuxi-
mab vedotin (Adcetris®) a trastuzumab 
emtansine (Kadcyla®), obě konjugované 
s toxiny mikrotubulů [16]. Další varian-
tou jsou monoklonální protilátky kon-

jugované s  radioaktivními izotopy. 
Registrovány jsou protilátky ibritumo-
mab tiuxetan (Zevalin®) a  tositumo-
mab- 131I (Bexxar®), které jsou cíleny na 

Tab. 1. Přehled terapeutických protilátek využívaných v terapii onkologických onemocnění schválených FDA. Převzato z [14,15].

Název protilátky Obchodní název Antigen Indikace Formát protilátky
Rok 

schválení

dinutuximab Unituxin™ GD2 neuroblastom chimérická, IgG1 2015

nivolumab Opdivo® PD1 melanom lidská, IgG4 2014

blinatumomab Blincyto® CD19, CD3 akutní lymfatická leukemie myší bispecifi cký tandemový 
fragment scFv 2014

pembrolizumab Keytruda® PD1 melanom humanizovaná, IgG4 2014

ramucirumab Cyramza® VEGFR2 rakovina žaludku lidská, IgG1 2014

siltuximab Sylvant™ IL-6 Castlemanova choroba chimérická, IgG1 2014

obinutuzumab Gazyva® CD20 chronická lymfocytární 
leukemie 

humanizovaná, IgG1, 
modifi kovaná glykosylace 2013

ado-trastuzumab 
emtanzin Kadcyla® HER2 karcinom prsu humanizovaná, IgG1, 

imunokonjugát toxinu 2013

pertuzumab Perjeta® HER2 karcinom prsu humanizovaná, IgG1 2012

brentuximab 
vedotin Adcetris® CD30 Hodgkinův lymfom, anaplas-

tický velkobuněčný lymfom
chimérická, IgG1, 

imunokonjugát toxinu 2011

ipilimumab Yervoy® CTLA-4 metastatický melanom lidská, IgG1 2011

ofatumumab Arzerra® CD20 chronická lymfocytární 
leukemie lidská, IgG1 2009

panitumumab Vectibix® EGFR kolorektální karcinom lidská, IgG2 2006

bevacizumab Avastin® VEGF kolorektální karcinom humanizovaná, IgG1 2004

cetuximab Erbitux® EGFR kolorektální karcinom chimérická, IgG1 2004

ibritumomab 
tiuxetan Zevalin® CD20 nehodgkinské lymfomy myší, IgG1, imunokonjugát 

radioizotopu 2002

alemtuzumab
MabCampath®, 
Campath-1H®

Lemtrada®
CD52

chronická myeloidní 
leukemie*

roztroušená skleróza
humanizovaná, IgG1

  2001*

2014

trastuzumab Herceptin® HER2 karcinom prsu humanizovaná, IgG1 1998

rituximab MabThera®, Rituxan® CD20 nehodgkinské lymfomy chimérická, IgG1 1997

*MabCampath® pro indikaci CML stažen z trhu a distribuován jako Lemtrada® pro léčbu roztroušené sklerózy.

ko_2015_S2.indb   56 7.9.2015   9:33:07



REKOMBINANTNÍ PROTILÁTKY A JEJICH VYUŽITÍ V PROTINÁDOROVÉ TERAPII

Klin Onkol 2015; 28 (Suppl 2): 2S52–2S59 2S57

riofág M13, přičemž kódující sekvence 
protilátek jsou fúzovány s  genem pro 
plášťový protein pIII a fragmenty protilá-
tek jsou tak vystaveny na povrchu bakte-
riofága. Tímto způsobem je propojen fe-
notypový projev, fragment protilátky na 
povrchu bakteriofága, s genotypem, nuk-
leotidovou sekvencí kódující protilátku.

První krok k přípravě knihovny je izo-
lace kvalitní RNA z  vybraných buněk 

využívaná k produkci protilátek s defi no-
vanou specifi tou k  jakémukoli antigenu. 
Tato technologie se rozšířila díky zavedení 
metody phage display, která umožňuje 
vystavit peptidové sekvence na povrchu 
bakteriofágů a podrobit je opakované se-
lekci vůči specifi ckému antigenu (obr. 3). 
Phage display je tak analogií přirozené se-
lekce protilátek in vivo  [8]. Pro účely se-
lekce protilátek je nejvhodnější bakte-

výběru cílových antigenů i optimálních 
protilátek, včetně typu konstruktu re-
kombinantní protilátky a  terapeutic-
kého přístupu.

Klonování protilátek –  knihovny 

protilátek

Příprava knihoven lidských protilátek 
z přirozeně variabilních (naivních) zdrojů 
je v současné době zavedená technologie 

VH fragmenty VL fragmenty

selekce fágů exprimujících scFv
s vysokou afinitou k antigenu

navázání scFv
k imobilizovanému 

antigenu

amplifikace v E. coli 
a opakovaná selekce

selektované VH a VL fragmenty 

 kódující scFv specifické k antigenu  

populace B lymfocytů

PCR amplifikace

ligace fragmentů do 
vektoru a produkce fágů

Obr. 3. Schéma postupu přípravy protilátek metodou phage display.
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sníženy jejich vedlejší účinky, a naopak 
novými technologiemi byl zesílen jejich 
terapeutický potenciál. Další rozvoj te-
rapeutických protilátek bude souviset 
s identifi kací nových specifi ckých nádo-
rových antigenů, selekcí účinných proti-
látek a prohloubením znalostí o kontrole 
nádorové transformace imunitním sys-
témem s cílem vyvinout nové strategie, 
které povedou ke klinickému prospěchu 
u onkologických pa cientů.
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afinitou a  velmi nízkou imunogenici-
tou přímo po imunizaci cílovou moleku-
lou. Klinické testy ukazují, že takto pro-
dukované terapeutické protilátky jsou 
velmi dobře tolerovány a  jsou klinicky 
aktivní. Těchto úspěchů bylo dosaženo 
díky pokrokům v  technikách genové 
manipulace s buňkami savčích embryí. 
Pro úspěšnou expresi lidských protilátek 
v transgenních myších je nezbytné, aby 
vložené lidské sekvence funkčně nahra-
dily endogenní imunoglobulinové sek-
vence v B lymfocytech a podléhaly všem 
procesům v průběhu vývoje lymfocytů, 
jako jsou VDJ  rekombinace, somatické 
mutace a  přesmyk izotypových tříd, 
a  zároveň ovlivňovaly funkci, diferen-
ciaci a  přežití B lymfocytů. První trans-
genní myši měly do svého genomu vlo-
ženu pouze malou část VDJ segmentů, 
a  přesto produkovaly funkční a  speci-
fické protilátky proti antigenům, kte-
rými byly imunizovány [9,10]. Následně 
bylo vyvinuto mnoho kmenů transgen-
ních myší s rozšířeným spektrem varia-
bilních genových segmentů a nedávno 
bylo publikováno vytvoření transgen-
ních myší s kompletně humanizovanými 
variabilními sekvencemi, kdy bylo do 
těchto myší vloženo až šest milionů bází 
DNA [28,29].

Produkce terapeutických protilátek 
probíhá ve velkoobjemových zařízeních, 
ve kterých je nutno dodržovat specifi cké 
postupy, aby byla zajištěna vysoká kva-
lita vyhovující standardům pro výrobu 
léčiv. Využívají se zejména tkáňové kul-
tury savčích buněk, např. CHO (chinese 
hamster ovary) nebo hybridomové linie. 
Fragmenty protilátek mohou být s úspě-
chem produkovány v bakteriálních kul-
turách. Výzkum se zaměřuje také na 
využití kvasinkových systémů Pichia pas-
toris, transgenních rostlin, mléka nebo 
vajec transgenních živočichů.

Závěr

Vývoj monoklonálních protilátek k léčbě 
nádorových onemocnění je jedním z vě-
deckých úspěchů uplynulých let a vyu-
žití terapeutických protilátek patří mezi 
nejrychleji se rozvíjející oblasti protiná-
dorové léčby. Terapeutické protilátky 
prošly výraznou evolucí, jejich transfor-
mací z myších protilátek přes chimérické 
a humanizované až k plně lidským byly 

(např. mononukleární buňky z periferní 
krve). Tato RNA je reverzní transkriptá-
zou přepsána do cDNA, která je použita 
jako templát pro PCR amplifi kaci VH a VL 
řetězců s využitím primerů specifi ckých 
pro konstantní oblasti VH a VL řetězců. 
Takto jsou amplifikovány přeskupené 
variabilní oblasti celého repertoáru imu-
noglobulinů, které odráží specifi tu všech 
protilátek daného jedince. PCR produkty 
jsou ligovány do vektorů, které umožňují 
exprimovat VH a VL řetězce jako scFv (sin-
gle chain fragment variable) fúzované ke 
kapsidovému proteinu pIII. Takto lze při-
pravit knihovny tvořené 108– 1011  uni-
kátními klony, které jsou podrobeny 
3– 4 cyklům selekce a amplifi kace, při níž 
jsou selektovány klony s vysokou specifi -
tou a afi nitou k antigenu. Zvolené klony 
mohou být podrobeny analýze vazeb-
ných vlastností a geny kódující VH a VL ře-
tězce sekvenovány. Solubilní scFv frag-
menty mohou být snadno exprimovány 
v bakteriích a purifi kovány.

Screening knihoven umožňuje pří-
pravu protilátek specifi ckých k  jakým-
koli antigenům, včetně toxinů nebo pro-
teinů, které jsou konzervovány v rámci 
savčích buněk a  lze je obtížně připra-
vit imunizací. Během selekce je možné 
navíc získat množství různých protilá-
tek pokrývajících široké spektrum epi-
topů. Syntetické monoklonální pro-
tilátky mají relativně nízkou afinitu 
k  antigenu, a  proto byly vyvinuty me-
tody napodobující proces zvyšování 
afi nity (affi  nity maturation), jejichž vý-
sledkem jsou kompletní syntetické 
protilátky [22,23].

Phage display není jediná metoda se-
lekce protilátek. Alternativní metody 
jsou mRNA display  [24] a  ribozomový 
display scFv fragmentů [25], kdy selekce 
probíhá při in vitro translaci nebo vysta-
vení scFv a  Fab fragmentů na povrchu 
bakterií [26] či kvasinek [27].

Transgenní myši

Transgenní myši mají do svého genomu 
včleněny geny pro lidské imunoglobu-
liny, zatímco endogenní lokusy jsou inak-
tivovány. Tyto transgenní myši produkují 
celou škálu protilátek syntetizovaných 
z  lidských genových sekvencí, a  proto 
mohou být využity k získávání lidských 
monoklonálních protilátek s  vysokou 
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Souhrn
γδ T lymfocyty představují menšinovou populaci T lymfocytů, která se v základu liší konstrukcí 
TCR receptoru. Unikátní vlastnosti γδ TCR dávají pak těmto buňkám jedinečné efektorové 
funkce a specifi ckou roli (nejen) v protinádorové imunitní odpovědi. V tomto článku popisu-
jeme základní charakteristiku těchto buněk ve vztahu k onkologickým onemocněním. V ex-
perimentální části je pak provedena exploratorní analýza zastoupení γδ T lymfocytů v běžné 
populaci a srovnání těchto hodnot s hodnotami pa cientů s melanomem a karcinomem prsu. 
Medián procentuálního zastoupení γδ ze všech lymfocytů byl 2,9 % (interkvartilové rozpětí – 
IQR 1,7– 4 %). Medián absolutních počtů γδ buněk v litru krve byl 5,05 × 107 (IQR 2,9– 7,84 × 107). 
Medián procentuálního zastoupení γδ buněk mezi T lymfocyty byl 3,9 % (IQR 2,3– 5,6 %). V re-
ferenční populaci nebyla prokázána závislost kvantitativních parametrů γδ buněk na pohlaví 
či věku. Dále proběhla detailní imunofenotypizace popisující zastoupení paměťových subpo-
pulací (pomocí značení CD45RO a CD27) a výskyt povrchových markerů HLA-Dr, CD69, CD25, 
CD28, CCR7, CTLA- 4, ICOS, PD- 1L a PD- 1 mezi γδ T lymfocyty u kontrol a pa cientek s karcino-
mem prsu. Z této analýzy je patrné, že γδ buňky netvoří uniformní populaci, ale mohou se ve 
svých povrchových markerech lišit, stejně jako se pak liší v efektorových funkcích.

Klíčová slova
γδ T lymfocyty –  nádorová onemocnění –  imunitní systém –  periferní krev –  imunoterapie –  
T lymfocyty

Summary
γδ T cells present a minor population of the T cell family which basically diff ers in construction 
of their T cell receptor (TCR). Thanks to the features of γδ TCR, these cells can acquire unique 
eff ector functions and play a specifi c role (not only) in anti-tumor immune response. In this 
article, we describe the basic characteristics of this cell population and their connection to 
cancer. In the experimental part we performed exploratory analysis of circulating γδ T cells in 
reference population and comparison with melanoma and breast carcinoma patients. The me-
dian percentage of γδ T cells from all lymphocytes was 2.9% (interquartile range – IQR 1.7– 4%). 
The median absolute numbers of γδ cells per liter of blood was 5.05 × 107 (IQR 2.9– 7.84 × 107). 
The median percentage of γδ cells between all CD3 T cells was 3.9% (IQR 2.3– 5.6%). No cor-
relation between γδ T cells levels and gender or age was observed in reference population. 
Detailed immunophenotyping was also conducted describing representation of memory sub-
sets (using CD45RO and CD27 markers) and presence of surface markers HLA-Dr, CD69, CD25, 
CD28, CCR7, CTLA- 4, ICOS, PD- 1L and PD- 1 between γδ T cells of the controls and breast carci-
noma patients. From this analysis, it is evident that γδ T cells do not represent a uniform popu-
lation but they diff er in surface markers as well as in their eff ector functions.

Key words
γδ T cells –  cancer –  immune system –  peripheral blood –  immunotherapy –  T lymfocytes
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Úvod

Základní povrchovou strukturou T lym-
focytů je tzv. T- cell receptor (TCR). 
Pomocí tohoto receptoru a kostimulač-
ních molekul pak T lymfocyty rozpozná-
vají antigenní peptidy, ve většině případů 
prezentované pomocí hlavního histo-
kompatibilního komplexu (major histo-
kompatibility complex  –  MHC) anti gen 
prezentujících buněk (antigen presenting 
cells –  APC). TCR je transmembránový he-
terodimer složený ze dvou řetězců, buďto 
α a β nebo γ a δ. Každý řetězec sestává 
z  intracelulární, transmembránové a ex-
tracelulární domény, jejíž variabilní do-
ména je odpovědná za rozpoznání anti-
genního komplexu. Zatímco TCR receptor 
konvenčních αβ T  lymfocytů interaguje 
pouze s peptidy navázanými na molekuly 
MHC třídy I nebo II, γδ TCR je schopen roz-
poznat širokou škálu vlastních a cizích an-
tigenů, např. malých peptidů, solubilních 
či membránových proteinů, fosfolipidů 
apod., bez prezentace prostřednictvím 
MHC [1], díky čemuž je jejich role v rámci 
imunitního systému spíše vrozená než 
adaptivní.

Mezi efektorové funkce γδ T lymfocytů 
patří produkce cytokinů (INF-γ, TNF-α) 
a chemokinů (MIP-1α/ β, RANTES), stejně 
jako přímá cytotoxicita (perforin, gran-
zym) a  buněčná cytotoxicita závislá na 
protilátkách (antibody dependent cel lular 
cytotoxicity –  ADCC) [2]. U člověka a myši 
představují γδ T lymfocyty méně než 5 % 
všech cirkulujících lymfocytů [3], naopak 
u  přežvýkavců se jejich zastoupení po-
hybuje mezi 15 a 60 % a zde γδ T lymfo-
cyty mají roli spíše regulační než cytoto-
xickou  [4]. Mimo cirkulaci a  lymfatické 
orgány se γδ T lymfocyty u  člověka na-
cházejí také v epitelu. Přesné typy γδ TCR 
receptoru jsou tkáňově specifi cké. Kon-
krétně Vγ9Vδ2  TCR je exprimován na 
50– 95 % γδ buněk v periferní krvi [5], za-
tímco TCR složené z jiných Vδ elementů se 
vyskytují na γδ buňkách ve vnitřních or-
gánech (Vδ1 a Vδ3 ) nebo kůži (Vδ1) [6].

Cílem tohoto sdělení je shrnout lite-
rární data o úloze γδ buněk u onkologic-
kých onemocnění. Cílem experimentální 
části je popsat: a) hladiny cirkulujících 
γδ T lymfocytů v  krvi jedinců z  běžné 
populace a  provést exploratorní ana-
lýzu; b) hodnoty cirkulujících γδ T lym-
focytů u  pa cientů s  maligním melano-

mem a karcinomem prsu a c) detailního 
imunofenotypu.

Patofyziologická úloha 

γδ T lymfocytů

Vzhledem k tomu, že aktivace γδ buněk 
nevyžaduje zpracování a  prezentování 
antigenu antigen- prezentující buňkou, 
mohou být γδ buňky velmi rychle aktivo-
vány a sloužit tak jako součást časné fáze 
imunitní odpovědi. Stejně jako NK buňky, 
i  γδ T lymfocyty reagují na stimulaci li-
gandy indukovanými infekcí nebo stre-
sem, kterými jsou u  lidí např. MICA/ B 
nebo ULBP [7]. Tyto ligandy jsou obyčejně 
exprimovány slabě či vůbec a  k  jejich 
upregulaci dochází pouze za přítomnosti 
stresu (poškození DNA, teplotní stres) 
nebo infekce. K aktivaci γδ buněk pak do-
chází prostřednictvím jejich receptoru 
NKG2D [8,9], v ně kte rých případech přímo 
prostřednictvím γδ TCR receptoru  [10]. 
Lidské γδ T buňky navíc exprimují recep-
tory rozpoznávající molekulární vzorce 
(pattern recognizing receptors  –  PRR) 
jako např. toll-like receptory (TLR), které 
modulují jejich aktivaci [11]. Historicky je 
známa především schopnost mykobakte-
rií reaktivovat γδ T lymfocyty [12]. 

Studie ukázaly, že Vγ9Vδ2 buňky lidské 
periferní krve dokážou po aktivaci fos-
foantigenem vyvolat imunitní odpověď 
typu Th1 [13], která je charakterizována 
produkcí cytokinů TNF-α a  IFN- γ a  cy-
totoxickou aktivitou  [14]. Tato diferen-
ciace Vγ9Vδ2 buněk cestou Th1 pravdě-
podobně probíhá během jejich periferní 
expanze po vystavení environmentál-
ním mikrobiálním antigenům. Novo-
rozenecké γδ buňky produkují IFN-γ, 
schopnost produkovat TNF-α získávají 
po jednom měsíci od vystavení antige-
nům prostředí po porodu [15]. V in vitro 
podmínkách je ale v závislosti na přítom-
ných cytokinech a stimulech TCR recep-
toru možno diferencovat γδ buňky do 
fenotypů připomínajících Th2, Th17, foli-
kulární pomocné T buňky (Tfh) nebo re-
gulační T buňky (Treg) [16,17].

γδ T lymfocyty a onkologická 

onemocnění

Mechanizmus rozpoznání 

nádorové buňky

Aktivace a získání efektorových funkcí je 
u γδ buněk, stejně jako u ostatních po-

pulací T lymfocytů, podmíněno stimu-
lací TCR receptoru. Ten u γδ T lymfocytů 
specificky rozeznává molekuly, jejichž 
exprese je zvýšená ve stresových pod-
mínkách. V  případě normální buňky je 
koncentrace izoprenoidních metabolitů 
(jako např. izopentyl pyrofosfát  –  IPP) 
příliš malá na to, aby byla rozpoznána 
Vγ9Vδ2 buňkami jakožto varovný signál. 
Deregulace izoprenoidního metaboli-
zmu má u  ně kte rých nádorů za násle-
dek nadprodukci IPP, které je pak dete-
kováno Vγ9Vδ2 buňkami jako nádorový 
antigen  [18]. K  akumulaci IPP dochází 
např. při zablokování metabolizmu ky-
seliny mevalonové pomocí aminobisfos-
fonátů. Stimulace NKR exprimovaného 
γδ buňkami a  částečně také receptoru 
NKG2D může rovněž efektivně spus-
tit protinádorové funkce těchto buněk. 
NKG2D je exprimován Vγ9Vδ2 buňkami 
a váže se na nekonvenční MHC molekuly 
typu MIC nebo ULBP, které jsou exprimo-
vány nádorovými buňkami [8,9].

Vliv na aktivitu jiných 

imunokompetentních buněk

Kromě přímého cytotoxického efektu 
se γδ buňky podílí na protinádorové 
imunitní odpovědi také nepřímo pro-
střednictvím aktivace jiných buněčných 
typů, jako např. dendritických buněk, 
NK buněk a  efektorových T lymfocytů 
(obr. 1). Při kontaktu s nádorovou buň-
kou nebo po stimulaci TCR, NKG2D či 
za působení cytokinů jako IL-12  nebo 
IL-18  produkují lidské γδ T lymfocyty 
IFN-γ a TNF-α  [8,19]. Tyto dva cytokiny 
mohou potlačovat růst nádoru několika 
možnými způsoby, především však ini-
ciací protinádorové aktivity CD8 buněk 
(obr. 1A) a inhibicí angiogeneze [20].

Pro-nádorová aktivita γδ T lymfocytů

Imunosupresivní schopnosti lidských 
Vγ9Vδ2  buněk mohou také hrát dů-
ležitou roli. Tyto buňky dokáží po ak-
tivaci produkovat cytokiny jako IL-4, 
IL-10 nebo TGF-β, potlačovat proliferaci 
T lymfocytů a tím vytvořit regulační me-
chanizmus, který může výrazně potlačit 
protinádorovou imunitní odpověď [21]. 
Vše rozhodně závisí na kontextu, jelikož 
Vγ9Vδ2 buňky mohou vykazovat funkce 
Th1, Th2, Th17  i  Th1/ reg-like funkce 
a syntetizovat jak IFN- γ, IL-4 a IL-17, tak 
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Materiál a metody

Biologický materiál

Při této studii byly průtokovou cytomet-
rií vyšetřovány vzorky krve odebrané do 
K3EDTA. Vzorky byly analyzovány v den 
odběru nebo uchovány v  lednici po 
dobu max. 48 hod. Celkem bylo analyzo-
váno 50 vzorků pa cientů s maligním me-
lanomem, 50  vzorků pa cientek s  karci-
nomem prsu a 50 kontrol, pro které byly 
použity vzorky z preventivních vyšetření. 
Vzorky pa cientů byly vybrány na základě 
dia gnózy C43, resp. C50  v  elektronické 

in vitro expanzi, tj. aplikace bisfosfo-
nátů a  IL-2  [33,34]. Při léčbě hormo-
nálně refrakterního karcinomu prostaty 
bylo dosaženo lepší léčebné odpovědi 
ve skupině léčených IL-2  a  zoledroná-
tem oproti skupině se zoledronátem sa-
motným  [35]. Stimulace protinádoro-
vého efektu γδ T lymfocytů může být 
také jedním z efektů imunoterapie pro-
střednictvím vakcinace mykobakteriál-
ním preparátem  [36,37], což je v  sou-
časné době také předmětem klinických 
zkoušek [38].

IL-10 nebo TGF-β. Poslední dva jmeno-
vané cytokiny mají imunosupresivní 
funkce a  mohou být tím pádem zapo-
jeny do pro-nádorových aktivit γδ T lym-
focytů. TGF-β hraje klíčovou roli v rozvoji 
nádoru díky schopnosti posílit invazivitu 
nádorových buněk a  tvorbu metastáz 
prostřednictvím modulace imunitního 
prostředí v oblasti nádoru. Nejvýznam-
nější mechanizmy podpory progrese 
nádoru spojené s  TGF-β jsou epite-
liálně-mezenchymální tranzice, únik 
imunitnímu systému a  podpora proli-
ferace nádorových buněk [22]. Exprese 
IL-10 a TGF-β je u různých typů nádorů 
často zvýšená. IL-10  přímo ovlivňuje 
funkce antigen prezentujících buněk 
prostřednictvím potlačení exprese MHC 
a kostimulačních molekul, což má za ná-
sledek potlačení imunitní odpovědi, pří-
padně nastolení tolerance. IL-10  navíc 
potlačuje produkci Th1 cytokinů a pod-
poruje T- regulační mechanizmy.

γδ T lymfocyty v protinádorové 

imunoterapii

γδ buňky vykazují lytickou aktivitu ne-
závislou na MHC vůči nádorovým buň-
kám in vitro [23] a byla prokázána jejich 
schopnost infi ltrovat různé typy nádo-
rových tkání včetně karcinomu plic [24], 
karcinomu ledvin [25] a maligního me-
lanomu [26]. Z tohoto důvodu se lidské 
Vγ9Vδ2 T lymfocyty jeví jako atraktivní 
cíl pro protinádorové terapie. Existují dva 
základní přístupy využití γδ T lymfocytů 
v protinádorové terapii: 1. imunomodu-
lace vedoucí k in vivo stimulaci γδ buněk 
a jejich protinádorové aktivitě, 2. in vitro 
expanze a přímé podání γδ T lymfocytů 
onkologickým pa cientům.

γδ lymfocyty jsou expandovatelné pů-
sobením IL-2, a aminobisfosfonátů nebo 
fosfoantigenů in vitro  [24,27], kde byla 
také prokázána jejich cytolytická aktivita 
vůči nádorovým buňkám [27]. Adoptivní 
transfer expandovaných γδ T lymfocytů 
byl proveden u  pa cientů s  metastatic-
kým renálním karcinomem, mnohočet-
ným myelomem a  nemalobuněčným 
karcinomem plic  [2,28– 32]. Podání 
γδ T  lymfocytů bylo dobře tolerováno 
a  u  ně kte rých pa cientů bylo dosaženo 
objektivní odpovědi.

K in vivo expanzi γδ lymfocytů může 
být využit podobný přístup jako při 

Obr. 1. Mechanizmy protinádorové imunitní odpovědi prostřednictvím γδ T lymfocytů. 

A. Aktivace γδ buněk vede k produkci TNF-α a IFN-γ a expresi CD40L. To napomáhá matu-
raci dendritických buněk a diferenciaci T lymfocytů do buněk Th1. γδ Th17 buňky produ-
kují IL-17 podporující vývoj efektorových Th17 buněk. Buňky Th1 a Th17 vykazují protiná-
dorové funkce.

B. Aktivované γδ buňky dokáží prostřednictví trogocytózy získat a exprimovat molekulu 
CD1d a podporovat aktivaci iNKT buněk. Stejně tak vykazují funkce antigen prezentujících 
buněk (MHC I a II, CD40, CD83, CD86) a aktivují naivní i efektorové T lymfocyty s protiná-
dorovou cytotoxickou aktivitou.

C. Aktivované γδ buňky mohou poskytnout kostimulační signál NK buňkám prostřednic-
tvím exprese molekuly CD137.

Adaptováno dle [19].
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Obr. 2. Kvantifi kace γδ T lymfocytů (GD) ve vzorcích periferní krve mužů a žen v referenční populaci.
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nání hladiny γδ T lymfocytů ve dvou sku-
pinách byl použit neparametrický Man-
nův- Whitneyho test. Vztah mezi věkem 
a  hladiny γδ T lymfocytů byl stanoven 
pomocí Spearmanova koefi cientu kore-
lace a  jeho významnost byla testována 
příslušným testem. Všechny statistické 
testy byly oboustranné a byly provedeny 
na 5% hladině významnosti.

Výsledky

Hladiny γδ T lymfocytů 

v periferní krvi jedinců 

bez onkologické dia gnózy

U kontrolní populace nebyla u  kvan-
titativních parametrů γδ T lymfocytů 
pozorována statisticky významná zá-
vislost na pohlaví či věku (obr.  2). 
Medián procentuálního zastoupení γδ 

anti-CD279 PC7, anti-CD274 APC a anti-
-CD197 PE (vše Beckman Coulter). Nej-
dříve proběhla inkubace 50  μl krve se 
směsí protilátek po dobu 15 min ve tmě 
a  při pokojové teplotě, poté bylo při-
dáno 600  μl lyzačního roztoku Versa-
Lyse (Beckman Coulter) a  ponecháno 
dalších 15 min ve stejných podmínkách. 
Takto připravené vzorky byly analyzo-
vány fl owcytometricky na přístroji Navios 
(Beckman Coulter). Absolutní počet 
γδ T  lymfocytů byl stanoven výpočtem 
z  celkového počtu lymfocytů, který byl 
stanoven na hematologickém analyzá-
toru Sysmex XT- 5000.

Statistická analýza

Statistické zhodnocení bylo provedeno 
v  programu R (verze 3.0.2). Pro porov-

zdravotnické dokumentaci pa cienta (NIS 
Grey Fox) a vzorky pa cientů s nádorovou 
multiplicitou nebyly z analýzy vyloučeny. 
Věk kontrolních jedinců bez onkologické 
dia gnózy se pohyboval od 24 do 78 let 
s mediánem 56 let. U pa cientů s melano-
mem byl věkový rozptyl od 37 do 83 let 
s mediánem 67,5  let, u karcinomu prsu 
pak od 36 do 91 let s mediánem 61 let.

Průtoková cytometrie

Flowcytometrická analýza γδ T lymfo-
cytů byla provedena za použití značení 
protilátkami anti-CD3  PC5, anti-CD4 
PC7 a anti-γδTCR FITC a pro detailní imuno-
fenotyp anti-CD45RO ECD, anti-CD27 PE, 
anti-HLA-Dr  PC5, anti-CD69  PC5, anti-
-CD25 PC5, anti-CD278 APC, anti-CD152 
PE, anti-CD28 APC- Alexa fluor 750, 
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Obr. 3. Kvantifi kace cirkulujících γδ lymfocytů u pacientů s maligním melanomem (M) a karcinomem prsu (P) ve srovnání s kontrolní 

populací (Z).
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de Gramont. Radioterapie ukončena 
plánovaně v lednu 2015. Nadále se po-
kračuje chemoterapií. Aktuálně podána 
7. série.

 Případ D. Pa cient, ročník 1935, s dise-
minací maligního melanomu. Primární 
ložisko melanomu dia gnostikováno 
a  excidováno v  9/ 2011. Mikroskopický 
nález ukázal na neúplnosti excize, proto 
reexcidováno v říjnu 2011. Pa cient dále 
sledován. V  11/ 2014  se objevily me-
tastázy v  kalvě a  v  plicích, B RAF nega-
tivní. V 2/ 2015 zahájena 1. linie chemo-
terapie DTIC, nyní 3. série.

Pa cientky s karcinomem prsu s nejvyš-
ším absolutním i procentuálním zastou-
pením  γδ T lymfocytů jsou:

Případ A. Pa cientka, ročník 1969, 
s  dia gnózou karcinom prsu vpravo, 
dg.  7/ 2012, HER2  1+, stav po parciální 
mastektomii a  adjuvantní radioterapii 
(ukončena 6/ 2013) a hormonální adju-
vantní terapii tamoxifenem. Nyní po-
radiační fibróza v  pravém prsu, bez 
nálezu metastáz a  bez známek reci-
divy. Nadále hormonoterapie tamoxi-
fenem a 6/ 2014 a 12/ 2014 podány dvě 
dávky imunoterapie s  nelipepimut- S 
(NeuVax™) v rámci studie PRESENT.

Případ B. Pa cientka, ročník 1957, s dia-
gnózou karcinom prsu vpravo z 9/ 2007. 
Histologicky se jedná o  invazivní duk-
tální karcinom, ER 80 %, PR 20 %, HER 3+, 
HER 2+ (FISH), T4b N2 M0, klinické sta-
dium IIIB. Indikována chemoterapie a cí-
lená léčba: 4krát AC, následně 4krát taxo-
tere 3w a trastuzumab (1/ 2008– 6/ 2009) 
s  efektem dočasné regrese nádoru. 
Dále udržovací terapie letrozolem. Pro-
grese onemocnění 9/ 2014, paliativní 
chemoterapie docetaxel a  trastuzu-
mab s progresí onemocnění v 12/ 2014, 
dále pokračováno eribulinem. Nyní me-
tastázy v nadklíčku, podklíčku, na hrud-
níku vlevo a lehce i vpravo, v levé axile 
a v levém prsu –  další progrese ve srov-
nání s  12/ 2014, progredující fluidoto-
rax vlevo. Zahájena léčba s trastuzumab 
emtansin.

Případ C. Pa cientka, ročník 1924, s dia-
gnózou karcinom prsu vlevo 1/ 2015. 
Resekce v 2/ 2015, histologicky invazivní 
karcinom málo diferencovaný (G3). Bez 
nálezu metastáz, bez nálezu postižení 
uzlin (cT2 N0 M0). Od 3/ 2015 adjuvantní 

gnostikován v 4/ 2013, T4b Nx Mx (LAP 
v  dx třísle), inoperabilní, paliativní sig-
moideostomie, 1. linie chemoterapie 
FOLFOX a  konkomitantně radiotera-
pie na oblast pánve, celkem absolvoval 
10 sérií chemoterapie bez závažnějších 
nežádoucích účinků (NÚ), radioterapie 
ukončena předčasně pro rozvoj kožní to-
xicity. V 3/ 2014 onemocnění operabilní 
a  v  4/ 2014  byla provedena exenterace 
pánve s ureteroileostomií. Vedlejším ná-
lezem adenokarcinom prostaty, Gleason 
skóre 3 + 4, pT2c, L0 V0. Pa cient dále sle-
dován a  léčen pro komplikace spojené 
s  ureteroileostomií. Onkologické one-
mocnění se nyní jeví bez známek dise-
minace a bez lokální recidivy.

 Případ B. Pa cient, ročník 1968, s pri-
márně metastatickým (lymfatické uz-
liny v proximální části stehna) maligním 
melanomem dg. 2/ 2011. Po rozšířené 
disekci uzlin ilioinguinální krajiny adju-
vantní imunoterapie IFN- α, ukončena 
pro toxicitu v 6/ 2011. V 1/ 2012  lokore-
gionální recidiva a  v  6/ 2012  vícečetné 
podkožní metastázy bez vzdálené dise-
minace, v 8/ 2012 provedena izolovaná 
hypertermická chemoperfuze levé dolní 
končetiny, v 10/ 2012 generalizace mela-
nomu –  podkožní metastázy levé dolní 
končetiny, metastázy lymfatických uzlin 
v  pánvi a  retroperitoneu, susp. jaterní 
metastázy. V  11/ 2012  zahájena léčba 
vemurafenibem v  rámci klinické stu-
die s efektem regrese kožních metastáz. 
Efekt léčby trvá a  terapie vemurafeni-
bem pokračuje.

Případ C. Pa cient, ročník 1940, s on-
kologickou duplicitou  –  maligním me-
lanomem a adenokarcinomem žaludku. 
Melanom dia gnostikován v 1986. Řešen 
širokou excizí s disekcí levé axily. Po chi-
rurgickém zákroku v  kompletní remisi. 
Adenokarcinom žaludku dg. v  2009. 
Vzhledem k lokálnímu rozsahu onemoc-
nění následovalo radikální odstranění 
tumoru s gastrektomií a omentektomií. 
Po resekci tumoru byl pa cient sledován 
bez adjuvantní terapie. Relaps onemoc-
nění nastal v 7/ 2014. Na CT objevena so-
litární metastáza v játrech. V 9/ 2014 byla 
odoperována metastatická část jater 
a  horní okraj pankreatu. Pro histolo-
gicky pozitivní resekční okraje následo-
vala konkomitantně pooperační radio-
terapie a chemoterapie v režimu FU/ FA 

ze všech lymfocytů byl 2,85 % (interkvar-
tilové rozpětí  –  IQR 1,7– 4  %), z  toho 
u  žen 3,2  %  (IQR 1,7– 3,9  %) a  u  mužů 
2,7 % (IQR 1,7– 4,5 %) (obr. 2A). Medián 
absolutních počtů γδ buněk v litru krve 
byl 5,05 × 107 (IQR 2,9– 7,84 × 107), z toho 
u  žen 5,92  ×  107  (IQR 3,8– 8,02  ×  107) 
a u mužů 4,37 × 107 (IQR 2,41– 6,84 × 107) 
(obr. 2B). Co se týče procentuálního za-
stoupení γδ buněk mezi T lymfocyty, 
medián byl 3,9 % (IQR 2,3– 5,6 %), z toho 
u žen 4,2 % (IQR 2,3– 5,3 %), u mužů pak 
3,6 % (IQR 2,3– 6,1 %) (obr. 2C). 

Hladiny γδ T lymfocytů v periferní 

krvi nemocných s maligním 

melanomem a karcinomem prsu

Procentuální zastoupení cirkulujících 
γδ  T  lym focytů jak mezi T lymfocyty, 
tak mezi celkovými lymfocyty se neliší 
u pa cientů s maligním melanomem a kar-
cinomem prsu oproti zdravým kontrolám 
(obr. 3A, C). Absolutní počet γδ T lymfo-
cytů byl v periferní krvi pa cientů s ma-
ligním melanomem nižší než u zdravých 
kontrol (obr.  3B). Mediány analyzova-
ných hodnot byly následující: procen-
tuální zastoupení γδ buněk ze všech lym-
focytů u melanomu 2 % (IQR 1,4– 3,6 %), 
u karcinomu prsu 2,1 % (IQR 1,1– 3,4 %) 
a  u  kontrol 2,9  %  (viz výše). Absolutní 
počet γδ buněk v litru krve u melanomu 
2,9 × 107  (IQR 1,69– 5,56 × 107), u karci-
nomu prsu 3,6 × 107 (IQR 2,59– 6,13 × 107) 
a u kontrol 5 × 107 (viz výše). Procentuální 
zastoupení γδ buněk mezi CD3  lymfo-
cyty u  melanomu 3  %  (IQR 2,5– 5,6  %), 
u karcinomu prsu 2,7 % (IQR 1,5– 5,5 %) 
a u kontrol 3,9 % (viz výše).

V rámci pilotní analýzy byl proveden 
souhrn klinických dat pa cientů s malig-
ním melanomem i karcinomem prsu, je-
jichž hodnoty γδ T lymfocytů byly vý-
razně vyšší než ostatní výsledky ze 
skupiny. Klinické údaje jsou aktuální 
k 4/ 2015. Čtyři pa cienti s maligním me-
lanomem s nejvyšší hodnotou procen-
tuálního zastoupení γδ T lymfocytů jsou:

 Případ A. Pa cient, ročník 1955, s on-
kologickou triplicitou  –  adenokarcino-
mem rekta, adenokarcinomem prostaty 
a maligním melanomem v bederní kra-
jině. Dia gnóza melanomu v  8/ 2013. 
Ložisko kompletně excidováno, his-
tologická klasifi kace pT4b pNX, v kom-
pletní remisi. Adenokarcinom rekta dia-
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Vnitřní panel: diferenciace paměťových subpopulací probíhá od fenotypu CD45RO–CD27+ (modrý) dále po směru hodinových ručiček.

ko_2015_S2.indb   66 7.9.2015   9:33:10



IMUNOLOGICKÉ ASPEKTY V ONKOLOGII  CIRKULUJÍCÍ γδ T LYMFOCYTY

Klin Onkol 2015; 28 (Suppl 2): 2S60–2S68 2S67

zvýšenou expresi znaků ICOS, CTLA- 4, 
CD28, PD- L1 a CCR- 7. Exprese PD- 1 byla 
naopak menší než u pa cientů P2 a P3. Již 
dříve bylo zjištěno, že s aktivací γδ buněk 
přichází zvýšení exprese CTLA-  4, 
CD28, PD- 1  a  PD- L1. Přičemž exprese 
PD- L1 byla po aktivaci vyšší než exprese 
PD- 1, přestože před aktivací byla nižší 
než PD- 1 [44]. V kontextu tohoto nálezu 
bychom mohli usuzovat, že u pa cienta P1
proběhla stimulace γδ T lymfocytů. Při-
čemž o aktivaci γδ T lymfocytů u P1 vy-
povídá také zvýšená exprese znaků 
ICOS, CCR- 7, HLA-Dr a  CD69  v  porov-
nání s  ostatními testovanými vzorky. 
Ve vzorku P1  jsme též zachytili malou 
subpopulaci γδ buněk, které exprimují 
zároveň markery CTLA- 4, PD- L1 a CD25, 
a tedy se imunofenotypem blíží γδ regu-
lačním T lymfocytům [45].

Z preklinického i  klinického výzkumu 
vyplývá, že γδ buňky v závislosti na přes-
ném fenotypu hrají určitou roli jak při in-
dukci imunitní odpovědi, tak i potlačení 
jeho funkce. V závislosti na kontextu tak 
mohou v  případě onkologických one-
mocnění nejen inhibovat, ale do jisté míry 
i  podporovat progresi patofyziologic-
kých jevů. Naše studie ukazuje, že i když 
γδ buňky tvoří jen minoritní část všech 
CD3+ T lymfocytů, existuje ještě mnoho 
podskupin, na které je možno tuto sub-
populaci rozdělit a které se významně liší 
ve svých funkcích. Pro detailní charakteris-
tiku a analýzu efektorových a regulačních 
funkcí γδ T lymfocytů je potřeba provést 
další experimenty, korelovat nález v peri-
ferní krvi s nálezem v nádorové tkáni a kli-
nickými údaji, jako je typ subtyp malig-
ního onemocnění, druh léčby, efekt léčby.
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imunitního systému při onkologickém 
onemocnění ve smyslu reaktantu akutní 
fáze. Otázkou je pochopitelně vliv pro-
tinádorové terapie na potlačení tvorby 
a vývoje γδ T lymfocytů. Zvýšené počty 
γδ buněk u ně kte rých pa cientů jak s ma-
ligním melanomem, tak s  karcinomem 
prsu pozorované v této práci jsou nyní 
v rovině kazuistik a nelze je jednoznačně 
interpretovat. Zajímavostí nicméně je 
elevace γδ buněk u  pa cientky na imu-
noterapii nonapeptidem nelipepimut- S 
a  u  pa cienta s  primárně metastatic-
kým maligním melanomem s  dlouho-
dobým efektem léčby vemurafenibem, 
v současné době více než čtyři roky od 
dia gnózy.

Ve studii s expandovanými γδ T lym-
focyty, kde autoři defi novali paměťový 
imunofenotyp absencí znaku CD45RA, 
byl dominantní imunofenotyp naivní 
CD27+CD45RA+ nebo CD27+CD45RA–  
paměťový, zatímco expandované buňky 
měly IF CD27– CD45RA–  efektorový pa-
měťový imunofenotyp  [2]. Naše explo-
ratorní analýza definující paměťový 
imunofenotyp jako CD45RO+  ukázala, 
že imunofenotyp v  rámci kontrolní 
skupiny zdravých jedinců je varia-
bilní. Zatímco u  kontroly Z1  převažo-
valy pozdní paměťové CD27– CD45RO–  
buňky, u  kontroly Z2  převažovaly 
efektorové CD27– CD45RO+ buňky 
a  u  kontroly Z3  dominoval pamě-
ťový CD27+CD45RO+ a  efektorový 
CD27– CD45RO+ imunofenotyp po-
dobně jako ve studii  [2]. U  pa cientek 
s  karcinomem prsu, které měly nízké 
zastoupení γδ T lymfocytů, domino-
val paměťový CD27+CD45RO+ imu-
nofenotyp u pa cientky P3 s vyšším po-
čtem γδ T lymfocytů v periferní krvi, byla 
většina γδ T lymfocytů pozdní pamě-
ťová CD27– CD45RO–  nebo efektorová 
CD27– CD45RO+. Exprese CD69  zcela 
chyběla u naivních buněk a byla rovno-
měrně rozložena mezi paměťové, efek-
torové a pozdní paměťové subpopulace. 
Vzhledem k expresi HLA-Dr je zřejmé, že 
γδ T lymfocyty mají schopnost prezento-
vat antigen. V naší studii exprese HLA-Dr 
korelovala se zastoupením efektorových 
buněk CD27– CD45RO+ podobně jako 
v práci [43], kde efektorové γδ T lymfo-
cyty sekretovaly nejen IFN- γ, ale také 
IL-17. U  pa cienta P1  jsme pozorovali 

hormonální terapie anastrozol s dobrou 
tolerancí.

Imunofenotyp γδ T lymfocytů 

V rámci imunofenotypizace γδ buněk 
byly analyzovány tři kontrolní vzorky u tří 
pa cientek s karcinomem prsu. Byl sledo-
ván výskyt znaků CD45RO a  CD27  (je-
jich kombinace defi nuje rozdělení T lym-
focytů na naivní, paměťové, efektorové 
a  pozdní paměťové), HLA-Dr (MHCII), 
CD69 (transmembránový lektinový pro-
tein vyskytující se na aktivovaných T lym-
focytech a NK buňkách), CD25 (α- řetězec 
receptoru pro IL-2, vyskytuje se na akti-
vovaných a regulačních T lymfocytech), 
CD278 (kostimulační molekula z rodiny 
CD28  –  ICOS, vyskytující se na aktivo-
vaných T lymfocytech), CD152 (CTLA- 4, 
receptor na povrchu T lymfocytů, který 
je afi nitní k  molekulám B7  a  hraje vý-
znamnou roli v potlačení aktivace imu-
nitního systému), CD28 (kostimulační re-
ceptor, který se společně s TCR podílí na 
aktivaci T lymfocytů), CD279 (program-
med cell death protein –  1PD- 1, recep-
tor důležitý pro regulaci imunitního 
systému, zároveň indukuje apoptózu 
antigen- specifi ckých T lymfocytů a  in-
hibuje apoptózu regulačních T lymfo-
cytů), CD274 (PD- L1 –  jeden ze dvou li-
gandů pro PD- 1) a CD197 (chemokinový 
receptor 7 –  CCR- 7, podílí se na kontrole 
migrace paměťových T lymfocytů a sti-
mulaci maturace dendritických buněk). 
Výsledky jsou uvedeny v obr. 4.

Diskuze

Medián procentuálního zastoupení 
γδ buněk mezi všemi cirkulujícími T lym-
focyty byl u referenční populace 3,87 %, 
což je mírně nižší hodnota než v  ji-
ných studiích, kde se pohybuje okolo 
5  %  [39,40]. U  pa cientů s  melanomem 
byl již dříve pozorován pokles cirkulu-
jících γδ buněk [41], což souhlasí i s na-
šimi výsledky. V dřívější studii však autoři 
poukazují na jev opačný –  zvýšení počtu 
cirkulujících cytotoxických γδ buněk 
u  pa cientů s  melanomem  [42]. V  této 
oblasti je třeba provést důkladnou ana-
lýzu s větším důrazem na stadium one-
mocnění a typ probíhající léčby. Celkově 
jsme nicméně nepozorovali u  onkolo-
gických pa cientů elevaci γδ buněk, která 
by mohla být prostým odrazem aktivace 
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Cirkulující nádorová DNA v krvi a její využití 

jako potenciálního bio markeru nádorových 

onemocnění

Circulating Tumor DNA in Blood and Its Utilization 
as a Potential Biomarker for Cancer

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

Souhrn
Nalezení dostatečně citlivé metody pro detekci a monitorování onkologických onemocnění, 
která by zároveň nepředstavovala zbytečnou zátěž pro pa cienta, je dlouholetou výzvou v ná-
dorové dia gnostice. Ideálním cílem jsou neinvazivní bio markery –  bio logické molekuly, které 
by bylo možné detekovat z krve, a které by podaly co nejpřesnější obraz o stavu a vývoji one-
mocnění. V podstatě všechny typy nádorových buněk obsahují somatické mutace, které jim 
umožňují neregulovaně růst a vyvíjet se. Tyto mutace jsou přítomny pouze v DNA nádorových 
buněk a představují tedy vhodný bio marker. Genotypizace nádorových tkání se stává v klinické 
onkologii běžným postupem, má však své limity. Biopsie tkáně podává informaci jen o velmi 
malé lokalitě nádoru v konkrétním čase odběru a v ně kte rých případech je obtížné nebo téměř 
nemožné vzorek vůbec odebrat. Navíc, jako každá invazivní metoda, představuje zátěž pro 
pa cienty. Řešením by se mohla stát analýza cirkulující nádorové DNA odebrané přímo z krve –  
tzv. tekuté bio psie. Umírající nádorové buňky uvolňují fragmenty své DNA do krevního oběhu, 
odkud mohou být izolovány, a díky novým citlivým a přesným metodám podrobeny analýze 
genomových změn. Tyto změny se navíc v čase vyvíjejí, protože nádorové onemocnění je cha-
rakterizováno postupnou evolucí a schopností selektovat nové mutace přinášející růstové vý-
hody či rezistenci k aplikované léčbě. Nezachycení těchto změn je přitom častou příčinou neú-
spěchu léčby. Současné technologické pokroky v detekci a charakterizaci cirkulující nádorové 
DNA by mohly umožnit monitorování vývoje nádoru v reálném čase a stát se vodítkem pro 
včasné a přesné rozhodnutí o nejvhodnější léčbě.

Klíčová slova
cirkulující nádorová DNA – nádorové biomarkery – biopsie – tekutá biopsie – krev – mutace

Práce byla podpořena Evropským fondem pro 
regionální rozvoj a státním rozpočtem České 
republiky (RECAMO, CZ.1.05/2.1.00/03.0101), 
projekty MŠMT – NPU I – LO1413, GAČR 13-00-
956S, MZ ČR – RVO (MOÚ, 00209805) a BBMRI_
CZ (LM2010004).

This study was supported by the European 

Regional Development Fund and the State 

Budget of the Czech Republic – RECAMO, 

CZ.1.05./2.1.00/03.0101, by the project MEYS – 

NPS I – LO1413, GACR 13-00956S, MH CZ – DRO 

(MMCI, 00209805) and BBMRI_CZ (LM2010004).

Autoři deklarují, že v souvislosti s předmětem 
studie nemají žádné komerční zájmy.

The authors declare they have no potential 

confl icts of interest concerning drugs, products, 

or services used in the study.

Redakční rada potvrzuje, že rukopis práce 
splnil ICMJE kritéria pro publikace zasílané do 
bi omedicínských časopisů.

The Editorial Board declares that the manuscript 

met the ICMJE “uniform requirements” for 

biomedical papers.

 �
Mgr. Eva Ondroušková, Ph.D.
Regionální centrum aplikované 
molekulární onkologie
Masarykův onkologický ústav
Žlutý kopec 7
656 53 Brno
e-mail: eva.ondrouskova@mou.cz

Obdrženo/Submitted: 7. 4. 2015

Přijato/Accepted: 3. 7. 2015

http://dx.doi.org/10.14735/amko20152S69

ko_2015_S2.indb   69 7.9.2015   9:33:11



2S70

CIRKULUJÍCÍ NÁDOROVÁ DNA V KRVI A JEJÍ VYUŽITÍ JAKO POTENCIÁLNÍHO BIOMARKERU NÁDOROVÝCH ONEMOCNĚNÍ

Klin Onkol 2015; 28 (Suppl 2): 2S69–2S74

Úvod

Biomarkery využívané v současné době 
při dia gnostice a  monitorování odpo-
vědi na léčbu jsou většinou proteiny, je-
jichž hladina v krvi může být snadno de-
tekována a  změna exprese je spojena 
s určitým typem nádorového onemoc-
nění. V poslední době se však díky roz-
voji citlivějších technologií detekce stává 
také DNA cirkulující v krevním oběhu al-
ternativním zdrojem informací o nádo-
rovém onemocnění.

První nález DNA cirkulující v  lidské 
krvi byl popsán již v roce 1948 [1] a její 
zvýšená hladina v  krvi onkologických 
pa cientů potom o  29  let později  [2]. 
V roce 1994 se u pa cientů trpících mye-
lodysplastickým syndromem nebo 
akutní myelogenní leukemií poprvé po-
dařilo prokázat, že tato DNA obsahuje 
mutace typické pro nádorové buňky, 
konkrétně mutovaný gen N- ras [3]. DNA 
vyskytující se v  krvi je souhrnně ozna-
čována jako cell-free DNA (cfDNA), cir-
kulující nádorová DNA potom kon-
krétně ctDNA (circulating tumor DNA). 
V  krvi zdravých jedinců byla deteko-
vána cfDNA v  průměrné koncentraci 
13 ng/ ml, zatímco u pa cientů s různými 
typy rakoviny dosahovala průměrné 
koncentrace 180  ng/ ml  [2]. Fragmenty 
DNA detekovatelné v  krvi mohou být 
velmi krátké (70– 200  bp) nebo dlouhé 
až 21  kb, za jejich původce byly proto 
považovány apoptotické či nekrotické 
buňky  [4]. Ně kte ré studie navíc nazna-
čují i možnost, že je cfDNA buňkami ak-

tivně sekretována  [5]. Zbytky mrtvých 
buněk a  jejich DNA jsou běžně odstra-
ňovány buňkami imunitního systému, 
např. makrofágy. Přesto ale v  krvi zů-
stává v  mnoha případech dostatečné 
množství genetického materiálu umož-
ňujícího analýzu, obzvláště u  pa cientů 
s rozvinutým nádorovým onemocněním 

v  pozdějších stadiích (obr.  1). V  těchto 
případech může být nádorová DNA do-
konce převažujícím typem DNA deteko-
vatelné v krvi. Množství detekovatelné 
ctDNA se liší také v závislosti na typu ná-
dorového onemocnění. Její podíl může 
např. představovat přibližně 0,01– 5  % 
cfDNA u melanomu [6], méně než 1 % 

Summary
Pursuing sensitive methods for detection and monitoring of oncologic diseases, that would limit the stress for patients, represents a long-stand-
ing challenge in cancer dia gnostics. As an ideal non-invasive bio markers may be considered-  bio logical molecules that can be detected in blood 
and that provide most relevant picture about the state and development of disease. In fact, all types of cancer cells carry somatic mutations that 
enable the cells to escape from regulation and to grow and progress. These mutations are only present in the DNA of tumor cells and thus are 
hallmarks of cancer cells. Genotyping of tumor tissues becomes a common technique in clinical oncology, but it has its limits. Tissue bio psy only 
yields information about a very small area of tumor at the time of extraction and in some cases it is diffi  cult or impossible to obtain the tissue sam-
ple. Furthermore, it is an invasive method that can stress patients. Analysis of circulating tumor DNA from blood –  the so- called liquid bio psy –  
represents one possible solution. Dying tumor cells release fragments of their DNA into the blood stream. From blood, they can be isolated and 
subjected to analysis using new, sensitive and precise methods that detect genomic changes. These changes are evolving over time because 
cancer disease is characterized by evolution and ability to select new mutations that bring growth advantages or resistance to treatment. Our 
inability to capture the heterogeneity during tumor development is one of the major reasons responsible for failure of cancer treatment. Recent 
technological progress in detection and characterization of circulating DNA could enable tumor evolution monitoring in real time and become 
a guideline for an accurate and prompt treatment choice. 

Key words
circulating tumor DNA – tumor biomarkers – biopsy – liquid biopsy – blood – mutation

Obr. 1. Variabilita ctDNA detekovatelné v krvi pacientů s pokročilým nádorovým 

onemocněním. 

Převzato a upraveno dle [46].

cirkulující 
nádorová DNA
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nádorové buňce, ale nejsou přítomny 
v DNA zdravých buněk [14].

Velmi obsáhlý vzorek pa cientů byl 
analyzován skupinou dr. Diaze [7]. Tech-
nologií založenou na digitální PCR (po-
lymerace chain reaction) zhodnotili vy-
užitelnost ctDNA k  detekci nádorů 
u 640 pa cientů s různými typy rakoviny. 
Detekovatelnou hladinu ctDNA zachy-
tili u > 75 % pa cientů s rozvinutou rako-
vinou hlavy a krku, močového měchýře, 
slinivky, vaječníku, prsu, melanomu, he-
patocelulárních buněk, ale u  < 50  % 
pa cientů s nádorem v mozku, ledvinách, 
prostatě nebo thyroidních buňkách. 
To ukazuje, že množství ctDNA není zá-
vislé jen na stupni rozvinutosti nádoro-
vého onemocnění, ale i  na tom, v  jaké 
tkáni se vyskytuje. Po srovnání hladiny 
ctDNA a cirkulujících nádorových buněk 
v této studii se také mj. ukázalo, že tyto 
dva ukazatele jsou vzájemně nezávislé 
a že cirkulující nádorové buňky nejsou 
hlavním zdrojem ctDNA [7].

Modifikace metody zvané BEAMing
(beads, emulsion, amplifi cation and mag-
netics) zvýšila citlivost detekce ctDNA 
a umožnila studii na 18 pa cientech s ra-
kovinou střeva. Hladina ctDNA byla sle-
dována po operaci, kdy poklesla o 99 %, 
ale v mnoha případech nezmizela zcela. 
V  případech, kdy zůstala ctDNA dete-
kovatelná i po chirurgickém odstranění 
nádoru, došlo až na jednu výjimku k re-
lapsu onemocnění. Naopak návrat one-
mocnění nebyl zaznamenán u žádného 
pa cienta, u kterého nebyla ctDNA dete-
kována  [15]. Tento výsledek ukázal, že 
ctDNA může indikovat, zda bude pa cient 
po chirurgickém odstranění nádoru po-
třebovat i následnou chemoterapii.

Studie srovnávající citlivost protei-
nových markerů CEA a CA19- 9 s meto-
dou založenou na analýze ctDNA byla 
provedena u sedmi pa cientů s kolorek-
tálním karcinomem. V  DNA izolované 
z krve bylo detekováno několik nejčas-
těji mutovaných genů (APC, KRAS, TP53, 
PIK3CA a BRAF). Hladina ctDNA byla sle-
dována po operaci v  několika časo-
vých intervalech, vždy úzce korelovala 
s aktuálním klinickým stavem pa cienta 
a  projevila se jako univerzálnější mar-
ker pro monitorování klinického vý-
voje nemoci než běžně používané CEA 
a CA19- 9 [16].

které rychle zastarávají v kontextu toho, 
jak se nádor dále vyvíjí.

Nadějnou alternativou se tedy stávají 
tzv. tekuté bio psie –  odběry krve, z níž 
lze izolovat ctDNA či sekretované pro-
teiny. V klinické praxi je detekce protei-
nových markerů v krvi běžně používána 
při dia gnostice rakoviny prostaty (pro-
state- specifi c antigen –  PSA), jater (α- fe-
toprotein), střeva (carcinoembryonic 
antigen –  CEA), prsu (CA 15.3, cancer an-
tigen) [12] a dalších. V ně kte rých přípa-
dech však dia gnóza založená na těchto 
markerech vede k falešně pozitivním ná-
lezům, protože jejich hladina v krvi může 
být zvýšena i z jiných důvodů [13]. U vět-
šiny nádorů navíc nejsou známy žádné 
vhodné sekretované proteinové bio-
markery, které by bylo možno stanovo-
vat přímo z krevních odběrů.

U většiny pa cientů však lze v krvi de-
tekovat ctDNA a pomocí stále přesněj-
ších technik zaměřených na analýzu 
DNA sestavovat důkladnější obraz mu-
tačních změn v  nádorových buňkách, 
než by umožnila tkáňová bio psie. Pro-
tože odběr krve lze provádět v podstatě 
kdykoliv, otevírá se možnost rychlého 
testování, zda je zvolená léčba vhodná či 
zda nedošlo v důsledku terapie k selekci 
a dalšímu růstu rezistentní populace ná-
dorových buněk. Nevýhodou prozatím 
zůstává to, že jde o metodu novou a za-
váděnou, takže dosud publikované stu-
die jsou provedeny na poměrně malém 
počtu pa cientů a  jen u ně kte rých typů 
nádorů. Hladina ctDNA v krvi se liší pří-
pad od případu a může být obtížně de-
tekovatelná, obzvlášť u malých nádorů 
v  raných stadiích. Metody pro zpřes-
nění detekce i malého množství ctDNA 
se ale stále vyvíjejí a  jsou čím dál citli-
vější, takže lze očekávat, že se tento dia-
gnostický postup časem stane běžným 
a pro pa cienty přínosným.

Využití ctDNA při dia gnostice 

a monitorování nádorových 

onemocnění

DNA obsahující somatické mutace je 
vysoce specifi cká po nádorové buňky, 
a  může se tedy stát optimálním mar-
kerem. V solidních nádorech, jako jsou 
např. kolorektální či prsní tumory, bylo 
zjištěno až 80 mutovaných genů, které 
jsou detekovatelné prakticky v  každé 

u nemetastazujících kolorektálních ná-
dorů nebo naopak převažujícím typem 
DNA v plazmě u rozvinutých metastazu-
jících nádorů  [7]. Poměr cfDNA/ ctDNA 
se liší také v  průběhu léčby, jak je de-
tailně ukázáno na příkladu rakoviny ža-
ludku [8]. ctDNA se může stát přesným 
dia gnostickým nástrojem, protože při 
její analýze jsou určeny konkrétní gene-
tické a epigenetické změny. Tyto změny 
zahrnují mutace v DNA, ztrátu heterozy-
gozity, integraci virových genomů, hy-
permetylaci tumor- supresorových genů 
či změny v  mitochondriální DNA  [9]. 
Navíc je životnost ctDNA v  krevním 
oběhu mnohem kratší než u  proteinů 
(řádově jen několik hodin), takže podává 
i přesnější obraz o momentálním stavu 
a vývoji onemocnění [10].

V tomto přehledovém článku shr-
neme výhody a  nevýhody dia gnostiky 
založené na detekci ctDNA, příklady, 
kdy byla úspěšně využita při monitoro-
vání nebo dia gnostice nádorových one-
mocnění a metodiku, která je k detekci 
ctDNA používána.

Tkáňová vs. tekutá bio psie

Biopsie a  histologické vyšetření tkáně 
jsou ústředním postupem při dia-
gnostice (nejen) nádorových onemoc-
nění. Její limity ale velmi dobře ukázala 
nedávná studie heterogenity nádoro-
vých tkání, konkrétně nádoru ledvin. 
Po provedení sekvenace DNA získané 
odběrem vzorků tkáně z různých oblastí 
téhož nádoru vědci zjistili, že genetická 
diverzita je větší, než se dosud před-
pokládalo. Pouze třetina mutací byla 
shodná ve všech odebraných vzorcích, 
jinak se od sebe části nádoru podstatně 
lišily a ještě větší odlišnosti pak vykazo-
valy sekundární nádory v jiných částech 
těla pa cienta [11]. Při provedení jediné 
bio psie je tedy pravděpodobné, že vzo-
rek zdaleka nepostihne všechny pod-
statné mutace, které mohou ovlivňovat 
odpověď na léčbu a prognózu onemoc-
nění. Biopsie jsou však invazivní a poten-
ciálně rizikové, mnohdy i obtížně prove-
ditelné v  případě nedostupných nebo 
křehkých tkání, jako jsou např. plíce. 
Navíc opakované provádění tkáňových 
bio psií je pro pa cienty náročné, a proto 
jsou lékaři ve své dia gnostice a  pláno-
vání léčby často odkázáni na informace, 
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karcinomy prsu [23]. Rovněž u nemalobu-
něčného karcinomu plic se metodika za-
ložená na sekvenaci ctDNA osvědčila jako 
slibná neinvazivní metoda. Hladina ctDNA 
v plazmě u 13 pa cientů korelovala s veli-
kostí nádoru a ukázala se být citlivější při 
vyhodnocování brzké odpovědi na léčbu 
v  porovnání s  konvenčním radiografic-
kým přístupem [24]. U pa cientů s meta-
statickým melanomem (studie zahrnu-
jící 12 pa cientů) byly v ctDNA detekovány 
mutace v genech BRAF, cKIT, NRAS a TERT. 
Hladina ctDNA korelovala s  klinickými 
a radiologickými výsledky a v jednom pří-
padě její snížení předcházelo pozdější re-
gresi nádoru  [6]. Přehled studií deteku-
jících ctDNA u  pa cientů s  různými typy 
nádorů je shrnut v tab. 1.

Metodika

Pro širší využití a  zavedení testování 
ctDNA do klinické praxe je potřeba na-

stence k chemoterapii u pa cientů s rako-
vinou plic. Ve studii provedené Mackem 
et al byl analyzován efekt aktivujících 
mutací v genu pro EGFR detekovaných 
v  ctDNA u  nemalobuněčných nádorů 
plic. U všech pa cientů (6 ze 49), u kterých 
byl tento typ mutace detekován, byl po-
zorován prodloužený medián OS [21].

Při analýze ctDNA u  pa cientek s  rako-
vinou prsu, založené na detekci PIK3CA 
mutace, byla tato ctDNA v  krvi nale-
zena pouze u  rozvinutějších metastatic-
kých stadií onemocnění, ale v  žádném 
z 30 vzorků s dia gnostikovaným lokalizo-
vaným nádorem. Tento výsledek nazna-
čuje, že ctDNA- PIK3CA detekce je využi-
telná až u pokročilejších stadií nemoci [22]. 
Podobně se analýza mutací v genech TP53, 
PIK3CA, PTEN, AKT1, IDH2 a SMAD4 v ctDNA 
z plazmy osvědčila jako rovnocenná me-
toda s tkáňovou bio psií ve studii srovnáva-
jící vzorky 17 pa cientek s metastatickými 

Na signální dráhy KRAS, BRAF, EGFR 
a  TP53  je zacíleno mnoho chemotera-
peutik [17,18]. Pro predikci léčebné od-
povědi je tedy důležité znát a průběžně 
monitorovat případný vznik mutací 
v těchto genech a sledovat tak evoluci 
v genomu nádorových buněk způsobe-
nou selekčním tlakem chemoterapeu-
tik  [19]. U  kolorektálních nádorů s  ne-
mutovaným KRAS se často indikuje léčba 
cílená na EGFR, ale téměř vždy se během 
několika měsíců objeví rezistence k této 
terapii. Analýza ctDNA 24 pa cientů uká-
zala, že během 5– 6  měsíců od zahá-
jení léčby byla u devíti pa cientů, jejichž 
nádorové onemocnění bylo původně 
wild-type KRAS, detekována mutace 
v tomto genu, a tedy že lze metodu mo-
nitorování ctDNA využít k  predikci od-
povědi na léčbu [20]. Podobně, detekce 
EGFR mutací v ctDNA může být využita 
k předpovědi vývoje onemocnění a rezi-

Tab. 1. Přehled studií nádorových onemocnění založených na analýze ctDNA. 

Typ nádorového 

onemocnění

Detekovaná mutace Metodika Reference

kolorektální karcinom KRAS PCR [38]

KRAS PCR [39]

APC, KRAS, TP53, PIK3CA, BRAF PCR-DCE [16]

TP53, APC, PIK3CA, KRAS BEAMing [15]

genomové přestavby PARE [40]

chromozomální přestavby celogenomové sekvenování [37]

KRAS, NRAS, BRAF, EGFR celogenomové, cílené, exomové sekvenování [7]

karcinom slinivky KRAS, NRAS, BRAF, EGFR celogenomové, cílené, exomové sekvenování [7]

karcinom prsu TP53 MAP [41]

PIK3CA PCR [22]

TP53, PIK3CA Seq [42]

TP53, PIK3CA, PTEN, AKT1, IDH2, SMAD4 NGS [23]

PIK3CA BEAMing [43]

nemalobuněčný 
karcinom plic

různé CAPP-seq [24]

EGFR dPCR [44]

melanom BRAF, cKIT, NRAS, TERT Seq [25]

karcinom vaječníku PIK3CA, TP53, genomové přestavby dPCR [33]

karcinom prostaty SNV, změny počtu kopií, přestavby Ion-AmpliSeq [45]

celogenomové SNV, přestavby, kopie celogenomové sekvenování [36]

PCR-DCE – polymerase chain reaction – denaturing capillary electrophoresis, dPCR – digital PCR, Seq – sequencing, BEAMing –
beads, emulsion, amplifi cation and magnetic, MAP – MIDI-activated pyrophosphorolysis, NGS – next-generation sequencing, 
CAPP-Seq – capture-based sequencing, PARE – personalised analysis of rearranged ends, SNV – single nucleotide variation
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době vhodně doplňovány také analýzou 
ctDNA. Tato metoda přináší řadu výhod, 
např. možnost častého odběru vzorků, 
detekce mutací v  buňkách pocházejí-
cích z různých oblastí primárního nádoru 
i  metastáz, monitorování vývoje a  pre-
dikce odpovědi na léčbu. Před jejím za-
vedením do klinické praxe však musí být 
ještě optimalizovány a  zavedeny stan-
dardizované postupy odběru a  ucho-
vání krevních vzorků, stejně tak zvoleny 
nejvhodnější metody pro izolaci ctDNA 
a analýzu vyskytujících se mutací. Zinten-
zivnění výzkumu a rostoucí počet pub-
likací v posledních letech naznačuje, že 
je tato metoda považována za nadějnou 
a  přínosnou, a  snad se tedy stane dal-
ším nástrojem zvyšujícím šance pa cientů 
v boji proti nádorovému onemocnění.
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v metastázách a v ctDNA. Sekvenování 
ctDNA umožnilo sledovat vývoj nádoro-
vých buněk při vznikající rezistenci k te-
rapii a bylo využito k identifi kaci de novo 
mutací vznikajících v  důsledku apliko-
vané protinádorové terapie [32].

Na sekvenování specifi ckých genomo-
vých oblastí v plazmové DNA byly vyu-
žity varianty cíleného hloubkového sek-
venování: TAM- seq (tagged- amplicon 
deep sequencing)  [33], Safe- Seq  [34]
nebo CAPP- Seq (capture-based se-
quenc ing)  [24]. Detekovat lze v  ctDNA 
také chromozomální přestavby, jako jsou 
translokace nebo ztráta či získání chro-
mozomálních regionů, což představuje 
vysoce specifi ckou a senzitivní metodu 
pro detekci nádorové DNA [35]. V ně kte-
rých případech byla metoda celogeno-
mového sekvenování aplikována přímo 
na analýzu DNA obsažené v  plazmě 
a poskytla informace o somatických mu-
tacích a změnách v počtu kopií cílových 
genů v rámci celého genomu [36,37].

S dalším zvyšováním citlivosti metod 
založených na analýze celého genomu 
budou technologie NGS hrát zřejmě klí-
čovou roli v analýze ctDNA a jejím využi-
tím v klinické praxi.

Závěr

Analýzy nádorového onemocnění za-
ložené na tkáňové bio psii a zobrazova-
cích metodách by mohly být v dohledné 

stavit metodiku uchování a zpracování 
krevních vzorků, stejně jako zvolit nej-
vhodnější metodu pro následnou de-
tekci a  analýzu ctDNA. DNA může být 
izolována z plazmy nebo séra, přičemž 
je potřeba při zpracování vzorků za-
bránit popraskání membrány krevních 
buněk a kontaminaci jejich DNA. Plazma 
je preferována před sérem právě díky 
nižší pravděpodobnosti kontaminace 
DNA z  bílých krvinek, navíc koncent-
race cfDNA v  čerstvé plazmě, ač nižší 
než v  séru, přesněji odpovídá koncen-
traci cfDNA v  krevním oběhu  [25,26]. 
cfDNA z ní může být izolována pomocí 
komerčně dostupných kitů. cfDNA po-
cházející z nádorových i nenádorových 
buněk může být kvantifi kována pomocí 
PCR v reálném čase (qPCR) založené na 
amplifikaci ALU sekvencí nebo jiných 
markerů (β- globin, β- actin) [27]. Protože 
však, jak již bylo uvedeno dříve, je DNA 
pocházející z  nádorových buněk větši-
nou ve výrazné menšině, výzvou se stává 
následná analýza nádorově-specifi ckých 
mutací v ctDNA. V tab. 2  jsou uvedeny 
používané metody, včetně srovnání je-
jich senzitivity a specifi city.

Pro detekci mutací v omezeném počtu 
genů se jako nejvhodnější jeví různé va-
rianty digitální PCR –  na mikročipech či 
mikrokapkách [28,29] nejlépe v kombi-
naci s metodou BEAMing, která je zalo-
žena na zachycení DNA na magnetické 
kuličky a  následné analýze pomocí di-
gitální PCR. ctDNA může být s  její po-
mocí detekována i  v  případech, kdy ji 
DNA ze zdravých buněk přečísluje v po-
měru 10 000 : 1 [30]. Technologie sekve-
nování nové generace (next-generation 
sequencing – NGS) jsou aplikovatelné 
na analýzu DNA v  plazmě a  umožňují 
podrobnější detekci mutací v  rozsáh-
lejších oblastech genomu. Jako příklad 
lze uvést nedávnou studii provedenou 
na 107  vzorcích plazmy odebraných 
od pa cientů s  rakovinou plic. Při ana-
lýze DNA z primárního nádoru bylo de-
tekováno 50 mutací v různých genech, 
z  nichž 26  se podařilo detekovat také 
v krevních vzorcích, se senzitivitou 58 % 
a specifi citou 87 % [31]. Pro detailní ana-
lýzu byla NGS technologie využita např. 
při dlouhodobém sledování pa cientky 
s  nádorem prsu, u  které bylo analyzo-
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Převzato a upraveno dle [27].

Metoda Senzitivita Specifi cita

kvantitativní analýza qPCR vysoká nízká

kvalitativní analýza Sangerovo sekvenování velmi nízká vysoká

pyrosekvenování nízká nízká

NGS nízká vysoká

ARMS nízká vysoká

BAEMing vysoká vysoká

digitální PCR vysoká vysoká

TAM-sekvenování vysoká vysoká

qPCR – quantitative polymerase chain reaction, NGS – next-generation sequencing, 
ARMS – amplifi cation refractory mutation systém, BEAMing – beads, emulsion, am-
plifi cation and magnetic, TAM-sekvenování – tagged-amplicon deep sequencing
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Súhrn
Tento článok je zameraný na génovú terapiu, špeciálne na adenovírusové vektory a ich vzťah 
k imunitnej odpovedi. Adenovírusové vektory patria k najviac využívaným nosičom genetic-
kého materiálu pri génovej terapii, štúdiu expresie génov či imunoterapii. Dôležitou otázkou 
pri in vivo používaní je ich vplyv na organizmus. Štúdium ich imunomodulačných vlastností je 
preto veľmi významná oblasť výskumu, vďaka ktorej je možné adenovírusové vektory progre-
sívne upravovať a tak zefektívniť ich potenciál pre využitie v praxi.

Kľúčové slová
génová terapia –   adenoviridae –  imunitný systém

Summary
This review is focused on gene therapy, especially adenovirus vectors and their relationship 
with the immune system response. Adenovirus vectors belong to the most used gene delivery 
vehicles in gene therapy, study of gene expression or immunotherapy. One of the most impor-
tant questions concerning their use is their infl uence on organism in vivo. Study of immunomo-
dulating properties of the adenovirus vectors opens a way for further manipulation and their 
more eff ective practical use. 
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gene therapy –  adenoviridae –  immune system
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Úvod

Génová terapia ako horizontálny pre-
nos génov bola prvýkrát skoncipovaná 
v 70. rokoch minulého storočia s nástu-
pom technologických možností vná-
šania genetického materiálu do euka-
ryotických buniek  [1]. „Prísna“ génová 
terapia je založená na koncepte nahra-
denia defektného génu vnesením a  in-
tegráciou jeho funkčnej verzie. Z tohto 
dôvodu bola génová terapia vyvíjaná 
hlavne voči genetickým chorobám spô-
sobeným defi cienciou jedného génu [2], 
ako napr. recesívne enzymatické po-
ruchy. Avšak v  dôsledku mnohých ge-
netických abnormalít, simultánnych 
po rúch viacerých génov pri vzniku tu-
morov nie je možné aplikovať prísnu 
génovú terapiu pri liečbe rakovinových 
ochorení. Preto sa génová terapia rako-
vinových ochorení sústreďuje najmä na 
vnesenie genetického materiálu s tera-
peutickými účinkami do tumoru, na zni-
čenie rakovinových buniek a posilnenie 
imunitnej odpovede voči nim [3]. Hlav-
nými študovanými prístupmi v  géno-
vej terapii určenej na liečbu nádorových 
ochorení sú:
1.  Vnesenie „samovražedného génu“ na 

konvertovanie pro-liečiva v tumore na 
liečivo a následné usmrtenie nádoro-
vých buniek. V klinických štúdiách sa 

testuje napr. tymidín kináza herpes 
simplex vírusu (HSV- tk), ktorá fosfory-
luje gancyklovir, čo vedie k terminácii 
DNA syntézy [4].

2.  Vnesenie imunomodulátorov, cytokí-
nových génov na pritiahnutie a akti-
váciu imunitných buniek. Príkladom 
je adenovírusový vektor nesúci TNF-α, 
pod kontrolou chemoradiačne induci-
bilného promótora, ktorý je súčasťou 
klinických štúdií [5].

3.  Vnesenie tumor- supresorových génov 
na naprogramovanie apoptózy v  tu-
morových bunkách, ako napr. adeno-
vírusový vektor nesúci gén TP53, ktorý 
sa testuje v  klinických štúdiách (po-
kročilá rakovina ústnej dutiny) [6].

4.  Vnesenie onkolytických vírusov špeci-
fi cky lyzujúcich tumorové bunky. V kli-
nických štúdiách II. fázy bol na liečbu 
metastatického malígneho mela-
nómu použitý OncoVex –  onkolytický 
herpes simplex vírus kódujúci stimu-
lujúci faktor pre granulocyty/ makro-
fágy (GM-CSF) [7].

5.  Vnesenie microRNA (miRNA), slúžia-
cej na umlčanie cieľových génov, napr. 
onkogénov [3,8]. V súvislosti s vylep-
šovaním onkolytických vírusov sa ex-
perimentálne testuje aj miRNA, ktorá 
sa používa na prevenciu replikácie ví-
rusu v zdravých bunkách [9].

Typy vektorov

Efektivita génovej terapie v  značnej 
miere závisí od voľby vektora. Vo vše -
obecnosti môžeme vektory používané 
pri génovej terapii rozdeliť na dve hlavné 
skupiny: vírusové a nevírusové. Vírusy si 
evolúciou vyvinuli efektívny spôsob in-
fikovania buniek, narušenia bunkovej 
obrany a expresie ich génov v bunkách. 
Tieto ich prirodzené vlastnosti boli vy-
užité a  upravené genetickým inžinier-
stvom na veľmi výkonné systémy na 
vnesenie cudzorodých génov pomo-
cou vírusov do buniek, tzv. transdukciu 
buniek. Nevírusové vektory sú atraktív-
nou alternatívou k vírusovým vektorom 
vďaka ich bezpečnosti, univerzálnosti 
a  ľahkej príprave. Môžeme ich rozdeliť 
na štyri hlavné skupiny: čistá DNA, lipo-
zómy, syntetické polyméry a  nanočas-
tice. Hlavnou nevýhodou všetkých šty-
roch skupín je však veľmi nízka efektivita 
transfekcie in vivo. V  tomto článku sa 
budeme venovať vírusovým vektorom, 
hlavne adenovírusovým vektorom, ktoré 
boli podľa Ginn et al (2012) celosvetovo 
najviac využívanými génovými vektormi 
v klinických štúdiách (graf 1) [10].

Vírusové vektory

Vírusové vektory sa podľa mechanizmu 
ich pôsobenia rozdeľujú na onkolytické 
vírusy a replikačno- defi cientné vírusové 
vektory.

Onkolytické vírusy
Onkolytické vírusy sú replikačno- kom-
petentné, čo znamená, že gény zodpo-
vedné za ich replikáciu sú zachované, čo 
je hlavný rozdiel oproti replikačno- de-
fi cientným vírusovým vektorom. Tera-
peutické využitie onkolytických víru-
sov je založené na selektívnej efektivite 
ich replikácie v  nádorových bunkách. 
Každý vírus má špecifi cký bunkový tro-
pizmus, ktorý determinuje, aký typ 
buniek bude daný vírus infikovať (ra-
bies  –  infi kuje a  ničí neuróny, hepati-
tida B –  hepatocyty). Mnohé vírusy majú 
preferenčný, avšak nie exkluzívny tro-
pizmus k nádorovým bunkám. Pravde-
podobne je to dôsledok tumorovej bio-
lógie, keďže mnoho tumorov sa vyhýba 
detekcii a  deštrukcii imunitným sys-
témom a  majú tiež porušené apopto-
tické mechanizmy a  translačnú supre-
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Graf 1. Vektory používané v klinických štúdiách s génovou terapiou do roku 2012 

podľa Ginn et al.

Prevzaté z [10].
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nov, zlepšujú stálosť expresie transgénu 
a  podľa niektorých štúdií znižujú imu-
nitnú odpoveď organizmu  [17]. Gut-
less vektory dokážu niesť až 36 kb DNA. 
Sú zbavené všetkých kódujúcich regió-
nov (okrem 5’ a  3’ ITRs a  zbaľovacieho 
signálu Ψ) a  na dokončenie svojho re-
plikačného cyklu potrebujú pomocný 
adenovírus, ktorý nesie všetky kódujúce 
regióny. Preto sú nazývané aj helper- de-
pendent adenoviruses. Zbaľovací signál 
pomocného adenovírusu je odstránený 
(napr. pomocou Cre loxP systému), čím 
sa zabráni vytvoreniu pomocných ade-
novírusových častíc [19].

Adenovírusový vektor prvej generá-
cie pJM17  bol vyvinutý Frankom Gra-
hamom v  roku 1988  [20]. Má veľkosť 
40,3 kb a obsahuje celú Ad5 DNA mole-
kulu a pBRX inzert nesúci ampicilínovú 
a tetracyklínovú rezistenciu. Transgén sa 
včleňuje do E1 regiónu. Rekombinantné 
virióny sa vytvárajú homológnou rekom-
bináciou po kotransfekcii tohto plaz-
midu s pomocným plazmidom obsahuj-
úcim E1 región v bunkách HEK 293 [20].

Veľkým prelomom v  manipulácii 
Ad vektorov bol systém AdEasy1. Je za-
ložený na umelom bakteriálnom chro-
mozóme (BAC), odvodený od Ad5 s de-
léciou E1  a  E3  regiónov. Na včlenenie 
transgénu sa využíva homológna re-
kombinácia s  pomocným plazmidom 
nesúcim transgén v  baktériách E. coli. 
Veľkosť transgénu je do 10 kb, pričom je 
možné produkovať viacero transgénov 
z jedného vektora. Prítomnosť génu pre 
rezistenciu na antibio tikum kanamycín 
zabezpečuje ľahkú identifi káciu rekom-
binantov (BAC s transgénom). Rekom-
binantné BAC sú linearizované prida-
ním enzýmu PmeI a  následne vnesené 
do adenovírusových pomocných buniek 
HER 911 alebo HEK 293, ktoré obsahujú 
E1 región umožňujúci replikáciu vírusu. 
Vektor môže obsahovať zelený fluo-
rescenčný proteín (green fluorescent 
protein –  GFP), čo dovoľuje priamu kont-
rolu efektivity infekcie [21].

Oveľa jednoduchší a  modernejší je 
adenovírusový systém AdZ (Ad with 
zero clonning steps  –  adenovírusový 
vektor bez klonovacích krokov). Bol vy-
vinutý neskôr než AdEasy1  a  v  porov-
naní s týmto systémom obsahuje viacero 
vylepšení. AdZ je vektor odvodený od 

Replikačno- defi cientné 

adenovírusové vektory

Adenovírus je neobalený vírus ikosaéd-
rového tvaru s  priemerom 60– 90  nm 
a  lineárnou dvojvláknovou DNA o  veľ-
kosti 30– 40  kb  [16,17]. Pri transkripcii 
sa ako prvý exprimuje gén E1A kódu-
júci transaktivátor pre transkripciu sko-
rých génov E1B, E2A, E2B, E3 a E4, rov-
nako spolu s  E1B pôsobí pri bunkovej 
transformácii (obr. 1). Genómový región 
E2  kóduje proteíny potrebné pre DNA 
replikáciu: DNA polymerázu, DNA- via-
žúci proteín a  prekurzor terminálneho 
proteínu. Genómový región E3  kóduje 
produkty na moduláciu bunkových re-
ceptorov. Genómový región E4  má re-
gulačnú funkciu, blokuje skorú a spúšťa 
neskorú transkripciu. Taktiež obsahuje 
gény, ktoré sú zodpovedné za aktivova-
nie imunomodulátorov. Jadrové a kap-
sidové proteíny a  cysteínové proteázy 
potrebné na proteolytické zostrihnu-
tie terminálneho proteínu ako aj ďal-
šie štruktúrne proteíny sú exprimované 
zo spoločného hlavného neskorého 
promótoru [18].

Spomedzi viac než 50  rôznych séro-
typov ľudských adenovírusov je pre gé-
novú terapiu najviac využívaný sérotyp 5
(Ad5). Pre človeka je málo patogénny, 
spôsobuje napr. mierne akútne respi-
račné infekcie. Aj napriek tomu majú 
Ad vektory dobrý bezpečnostný pro-
fi l a môžu byť produkované vo veľkých 
množstvách, neintegrujú sa do bunko-
vého genómu, majú vysokú transduk-
tivitu in vivo a transdukujú deliace i ne-
deliace sa bunky [8,18]. V súvislosti s ich 
vývojom rozoznávame tri hlavné sku-
piny: tzv. adenovírusové vektory prvej 
a  druhej generácie a  „gutless“ vek-
tory. Adenovírusové vektory prvej ge-
nerácie sú založené na princípe de-
lécie E1  a  E3  regiónu. Keďže funkcia 
E1  regiónu je pre replikáciu vírusu ne-
vyhnutná, musí byť zastúpená v  bun-
kových líniách, napr. ľudských embryo-
nálnych bunkách obličiek 293  (human 
embryonic kidney –  HEK 293) alebo ľud-
ských embryonálnych retinoblastov 
911  (human embryonic retinoblasts  –  
HER 911). Adenovírusové vektory dru-
hej generácie obsahujú ďalšie delécie 
E2 a/ alebo E4 regiónu, čím znižujú alebo 
eliminujú expresiu vírusových proteí-

siu, čo sú kľúčové odpovede, ktoré 
využívajú zdravé bunky na potlačenie 
vírusovej infekcie. Onkolytické vírusy 
môžu taktiež využívať zmeny v  meta-
bolizme a bunkovom cykle tumorových 
buniek  [11]. Schopnosť onkolytických 
vírusov usmrtiť nádorové bunky sa na-
zýva vírusová onkolýza. Onkolytické ví-
rusy môžu zničiť infi kované nádorové 
bunky mnohými spôsobmi –  od pria-
mej vírusovo- sprostredkovanej cy-
totoxicity až po množstvo indukova-
ných imunitných mechanizmov. Hlavné 
typy onkolytických vírusov sú: podmie-
nečne replikatívne adenovírusy, herpes 
simplex vírus 1, 2  (HSV- 1, HSV- 2) a va-
riant vírusu osýpok [8]. Ďalším používa-
ným vektorom je vírus vakcínie, pričom 
je zaujímavé, že niektoré jeho kmene 
majú prirodzený tropizmus k  tumoro-
vým bunkám (1 000– 10 000-krát vyššia 
expresia vírusu než v  iných tkanivách). 
V  tejto súvislosti sa tiež študujú Sindi-
bis vírus, reovírusy, parvovírusy a myxo-
mavírusy [12]. Replikačno- kompetentné 
vírusy môžu byť ďalej modifikované 
a  exprimovať transgén tzv. armed on-
colytic viruses. Príkladom je OncoVex, 
onkolytický herpes simplex vírus kó-
dujúci stimulujúci faktor pre granulo-
cyty/ makrofágy (GM-CSF)  [7]. Niektoré 
onkolytické vírusy (napr. onkolytické 
formy atenuovaného vírusu vakcí-
nie, onkolytický herpes simplex vírus 
oHSV G47Δ, adenovírus ONYX- 015) 
sa využívajú aj v  kombinácii s  tradič-
nou rádioterapiou a  chemoterapiou, 
kde bolo preukázané ich synergické 
pôsobenie [13–15].

Replikačno- defi cientné vírusové vektory
Pri replikačno- defi cientných vírusových 
vektoroch sú gény zodpovedné za ich 
replikáciu odstránené, resp. vymenené 
za transgén, čo znamená, že sú schopné 
replikácie iba v  špecializovaných po-
mocných bunkových líniách, ktoré tieto 
gény obsahujú. Medzi najviac využívané 
vírusové vektory patria replikačno- de-
fi cientné adenovírusové vektory, retro-
vírusové vektory a  adeno-asociované 
vírusové vektory, závislé na adenoví-
ruse alebo herpes simplex víruse, ktorý 
umožní dokončiť ich životný cyklus. Tak-
tiež sa používajú vektory odvodené od 
HSV- 1 a simian vírusu 40 (SV40) [8].
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nich. U  Ad séropozitívnych pa cientov, 
ktorí prijímajú vysoké dávky Ad vektora, 
tak vzniká riziko silnej komplemento-
vej aktivácie, ktorá môže viesť až k život 
ohrozujúcej systémovej odpovedi [23].

V skorej odpovedi prirodzenej imunity 
na infekciu zohrávajú doležitú úlohu toll 
like receptory (TLR) prítomné na povr-
chu mnohých imunitných buniek, vrá-
tane dendritických buniek a  makro-
fágov. Tieto molekuly rozpoznávajú 
vysoko konzervované mikrobiálne štruk-
túry pathogen-associated molecular pa-
tterns (PAMPs), ako napr. peptidoglykán 

operátor, vďaka ktorému je možné uml-
čať expresiu transgénu [22].

Imunitná odpoveď na 

adenovírusové vektory

Mechanizmy prirodzenej imunity odpo-
vedajú na vírusovú infekciu ako prvé. 
Adenovírusový kapsid interaguje so 
zložkami klasickej, alternatívnej a  lektí-
novej komplementovej dráhy, čo má za 
následok aktiváciu komplementu v prí-
tomnosti už existujúcich anti-adenovíru-
sových protilátok (po prekonanej infekcii 
spôsobenej adenovírusom), ako aj bez 

Ad5 s deléciou E1 a E3 regiónov, vložený 
v umelom jednokópiovom BAC v bakté-
riách E. coli (kmeň SW102), čo umožňuje 
priame vloženie transgénu (ako PCR 
fragment) do buniek E. coli, teda bez po-
mocného plazmidu. Rekombinácia pre-
bieha na základe teplotne-kontrolova-
ného λ fágového systému. Tento systém 
obsahuje endonukleázu I- SceI, ktorá za-
bezpečuje jeho linearizáciu po trans-
fekcii do pomocných buniek. Transgény 
môžu byť exprimované v natívnej forme 
alebo so streptavidínovým V5 alebo GFP 
tagom. AdZ obsahuje aj tetracyklínový 
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Obr. 1. Mapa genómu adenovírusu (sérotyp 5) a rôznych generácií adenovírusových vektorov.

Skoré transkripty sú znázornené ako E1–E4 regióny a neskoré transkripty ako L1–L5 regióny.
MLP – hlavný neskorý promótor, ψ – zbaľovací signál
Prevzaté z [19].
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anti-adenovírusových protilátok nedá 
zablokovať.

Adenovírusové vektory 

v klinických štúdiách

V roku 1993  podstúpil génovú tera-
piu pomocou Ad vektora prvý pa cient. 
Odvtedy do roku 2012 bolo uskutočne-
ných dokopy 438 klinických štúdií, v kto-
rých sa použili rôzne typy adenovíruso-
vých vektorov a 92 klinických štúdií, pri 
ktorých boli využité adeno-asociované 
vektory [10,18].

Adenovírusové vektory môžu byť apli-
kované systémovo alebo lokálne v  zá-
vislosti od účelu terapie. Podávané sú 
intravenózne, subkutánne alebo in-
tradermálne, intramusklárne a  tiež re-
spiračnou cestou  [31]. Pri klinických 
štúdiách je táto terapia celkovo dobre 
tolerovaná, medzi vedľajšie účinky pou-
žitia Ad vektorov patria mierna horúčka, 
lokálna bolesť, triaška a  zimnica  [32]. 
Avšak v  roku 1999  18- ročný pa cient 
s  čiastočnou defi cienciou ornitíntrans-
kerbamylázy (OTC) zomrel po podaní 
veľmi vysokej dávky (3,8  ×  1013  častíc) 
Ad vektora druhej generácie, ktorý nie-
sol funkčný OTC gén. Príčinou jeho smrti 
bola Ad vektorom indukovaná prirod-
zená imunita, ktorá spôsobila akútne 
uvoľnenie zápalových mediátorov, čo 
viedlo k systémovému zápalu a multior-
gánovému zlyhaniu  [33]. Táto udalosť 
mala za následok reevaluáciu protoko-
lov a sprísnenie podmienok na používa-
nie Ad vektorov.

Podľa U.S. National Institutes of 
Health  [34] je k  1. 3. 2015  v  I. fáze kli-
nických testov ukončených 49  štúdií 
s  použitím adenovírusových vektorov, 
z  ktorých 14  je zameraných na liečbu 
nádorových ochorení. V II. fáze je ukon-
čených 18 štúdií, z ktorých deväť sa za-
oberá liečbou rakovinových ochorení. 
V  III. fáze je ukončená jedna štúdia za-
oberajúca sa exprimovaním TNF-α, ktorý 
je pod kontrolou chemoradiačne induci-
bilného promótora, v tkanivách vystave-
ných radiácii pri rakovine pankreasu [5]. 
Novozačínajúcich štúdií (so statusom 
prijímajúci/ ešte neprijímajúci dobrovoľ-
níkov) I. fázy je 19, z čoho v šiestich prí-
padoch sa jedná o  génovú terapiu ur-
čenú na liečbu nádorových ochorení, 
novozačínajúcich štúdií II. fázy je deväť, 

dová sekvencia k MHC triedy I) [27]. V prí-
pade génovej terapie, ktorej cieľom je 
expresia transgénu, môže byť takýto sce-
nár nežiadúci. Na zamedzenie tohto pro-
cesu sú vo vývoji adenovírusové vektory 
s ďalšími modifi káciami, ktorých úlohou 
je predísť aktivácii signálnych dráh ve-
dúcich k aktivácii imunitného systému. 
Jednou z možností modifi kácií je mani-
pulovanie regiónom  E4  namiesto jeho 
úplnej delécie, ktorá spôsobuje ťažkosti 
pri príprave vektorov druhej generácie 
a  gutless vektorov, a  tým obmedzuje 
ich použitie v praxi. Naopak manipulá-
cia E4 regiónom má znížiť aktiváciu imu-
nitného systému, pričom vitalita vírusu 
zostáva zachovaná.

Adaptívna imunitná odpoveď na ví-
rusovú infekciu je spojená s T a B bun-
kami imunitného systému. Adenoví-
rusovo špecifi cké T cytotoxické bunky 
(CD8+, CTLs) rozoznávajú vírusový an-
tigén v  komplexe s  molekulou MHC 
class I na povrchu infi kovanej bunky, čo 
vedie k uvoľneniu perforínu a následnej 
lýze infi kovanej bunky. CD4+ pomocné 
T bunky sú aktivované vírusovým anti-
génom v  komplexe s  molekulou MHC 
class II na povrchu antigén prezentujú-
cich buniek. Po aktivácii začnú produ-
kovať cytokíny a stimulovať proliferáciu 
B buniek [28].

B bunky zabezpečujú humorálnu od-
poveď, čo je jeden z  kľúčových kom-
ponentov imunitnej odpovede. Pro-
dukcia protilátok závisí od schopnosti 
B  buniek rozpoznať špecifický epitop 
na cudzom antigéne. V súvislosti s hu-
morálnou imunitnou odpoveďou je po-
trebné spomenúť, že ľudská populácia je 
vystavená adenovírusom a  adeno-aso-
ciovaným vírusom a  väčšina ľudí má 
k týmto vírusom protilátky. Ich prítom-
nosť môže negatívne ovplyvniť úspeš-
nosť génovej terapie založenej na ade-
novírusoch a  adeno-asociovaných 
vírusoch. Jedným zo spôsobov, ako sa 
vyhnúť už prítomným anti-adenovíru-
sovým protilátkam, je využitie alterna-
tívnych sérotypov vírusu (namiesto sé-
rotypu 5), ako napr. adenovírus 2  a  7. 
Taktiež sa vyvíjajú vektorové systémy 
s  využitím zvieracích (psích, prasacích, 
šimpanzích) adenovírusov [29,30]. Tieto 
prístupy tiež riešia problém s  pamäťo-
vými B bunkami, u ktorých sa produkcia 

a  lipopolisacharid. Adenovírusovo- aso-
ciované molekulárne motívy rozozná-
vajú receptory TLR2 a TLR9. Ich stimulá-
cia iniciuje signálne dráhy MAPK a NF-κ B 
vedúce k  indukcii prozápalovej cytokí-
novej a chemokínovej odpovede. Medzi 
cytokíny a chemokíny exprimovené po 
podaní Ad vektorov patria interleukín 
(IL)-6, IL-8, IL-12, TNF-α, interferón γ a λ, 
interferón inducibilný proteín 10, mak-
rofágový zápalový proteín (MIP) 1β 
a MIP2 [24,25].

Infekcia buniek vírusmi, ale aj víruso-
vými vektormi spúšťa signálne dráhy 
indukujúce produkciu molekúl, ktoré 
aktivujú imunitný systém. Bunkové roz-
poznávanie adenovírusu cez kapsidové 
komponenty je regulované pomocou 
týchto molekúl: coxackie-adenovirus re-
ceptor (CAR), membránový kofaktorový 
proteín (membrane cofactor protein) 
CD46, integríny a heparán sulfát – obsa-
hujúce proteoglykány. Antivírusová vro-
dená imunitná odpoveď iniciovaná infi -
kovanou bunkou aktivuje interferónovú 
odpoveď na zablokovanie vírusovej re-
plikácie, pričom simultánne produkuje 
chemokíny na pritiahnutie neutrofi lov 
a NK buniek [26].

Heterogénna populácia NK buniek 
je schopná rozoznať a  usmrtiť predo-
všetkým nádorové a vírusmi infi kované 
bunky. NK bunka na svojom povrchu ex-
primuje mozaiku inhibičných a  aktivu-
júcich receptorov. Príkladom je receptor 
NKG2D, ktorý rozoznáva min. 7 ligan-
dov (príbuzné polypeptidové sekven-
cie k MHC triedy I). Tieto ligandy môžu 
byť nadexprimované u buniek vystave-
ných stresu, napr. infekcii (vírusová, bak-
teriálna), tepelnému šoku alebo poško-
deniu DNA  [27]. Po ich rozpoznaní NK 
bunka spúšťa deštrukciu cieľovej bunky 
pomocou proteínov ako perforíny 
a granzýmy, ktoré sú prítomné v granu-
lách v  jej cytoplazme. Obsah granúl sa 
vyleje do priestoru synapsie medzi NK 
bunkou a cieľovou bunkou. Perforíny vy-
tvárajú póry v membráne cieľovej bunky 
a granzýmy prechádzajú do vnútra cieľo-
vej bunky, kde indukciou kaspáz iniciujú 
apoptotický proces. Tento jav bol popí-
saný aj v prípade infekcie adenovíruso-
vými vektormi AdEasy1, kde bolo zis-
tené zvýšenie expresie MICA antigénov 
(ligand pre NKG2D, príbuzná polypepti-
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pričom v piatich prípadoch ide o proti-
nádorovú terapiu a v III. fáze je jedna no-
vozačínajúca štúdia zameraná na liečbu 
nádorového ochorenia. Okrem využitia 
adenovírusových vektorov na liečbu ná-
dorových ochorení sú vo vývoji a klinic-
kých skúškach aj adenovírusové vakcíny 
proti rôznym infekčným ochoreniam 
(HIV, ebola, malária, chrípka, tuberku-
lóza a i.) [34].

Záver

Génová terapia ponúka množstvo mož-
ností na liečbu nádorových ochorení. 
Využitie vírusových ako aj nevírusových 
systémov je efektívny spôsob na vnese-
nie genetického materiálu do buniek. 
Ďalšie štúdium vplyvov génovej tera-
pie na organizmus a  imunitný systém, 
najmä v  prípade vírusových vekto-
rov, nám dáva priestor na optimalizo-
vanie jej účinkov a  na ďalšie vylepše-
nia, vďaka ktorým by mohla byť rutinne 
používaná v klinickej praxi. V tejto súvis-
losti je nutné študovať vplyv vektorov na 
vnútrobunkové mechanizmy a následne 
zabezpečiť ich úpravu tak, aby sa mini-
malizovala imunitná odpoveď organi-
zmu. U adenovírusových vektorov sa zdá 
byť sľubným postupom manipulácia re-
giónom E4, ktorý hrá dôležitú úlohu pri 
aktivácii imunomodulátorov. Ideálnym 
výsledkom tejto manipulácie by mal byť 
vektor, ktorý pri použití vyvoláva mini-
málnu imunitnú odpoveď organizmu 
a mohol by byť bežne používaný in vivo.

Literatúra

1. Friedmann T, Roblin R. Gene therapy for human genetic 

disease? Science 1972; 175(4025): 949– 955. 

2. Sheridan C. Gene therapy fi nds its niche. Nat Biotechnol 

2011; 29(2): 121– 128. doi: 10.1038/ nbt.1769.

3. Kwiatkowska A, Nandhu MS, Behera P et al. Strategies 

in gene therapy for glioblastoma. Cancers 2013; 5(4): 

1271– 1305. doi: 10.3390/ cancers5041271.

ko_2015_S2.indb   80 7.9.2015   9:33:15



Klin Onkol 2015; 28 (Suppl 2): 2S81–2S90 2S81

Nádory u adolescentů

Cancer in Adolescents

Bajčiová V., Onderčová Z., Kodytková D.
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Souhrn
Zhoubné nádory u adolescentů (15– 19 let) představují v současnosti závažný medicínský, psy-
chologický, etický a ekonomický problém. Skupina pa cientů ve věku dospívání byla dlouho na 
pokraji zájmu dětské onkologie a téměř zcela mimo zájem onkologie dospělého věku. Spekt-
rum nádorů a jejich bio logické vlastnosti i klinické chování jsou věkově specifi cké a odlišné od 
nádorů jiných věkových skupin. Incidence malignit v období adolescence má trvale stoupající 
trend. Výsledky léčby nádorů u adolescentů jsou horší než výsledky léčby u dětí mladších 15 let.

Klíčová slova
adolescenti –  nádory –  věkově specifi cké rozdíly –  dia gnostické problémy –  léčebné možnosti

Summary
Cancer in adolescents (15 to 19 years) appears to be a serious medical, psychologic, ethical 
and economical problem as well. This group of patients has been languishing in the shadow of 
pediatric oncology and out of interest of adult oncology. Spectrum of types of tumors and their 
bio logal characteristics are age- specifi c and diff erent from all other age groups. The overall 
incidence of cancer in adolescents is continuously increasing. Treatment results and outcome 
of adolescent cancer are worse compared with outcome in children with cancer younger than 
15 years. 

Key words
adolescents –  cancer –  age- specifi c diff erences –  dia gnostic challenges –  therapeutic options
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Úvod 

I když dle demografi ckých údajů popu-
lace v ČR stárne, je počet dospívajících 
ve věku 15– 19  let v ČR kolem 670 000, 
tedy asi 7 % z celkové populace. Víc než 
v  minulosti je u  dnešní generace ado-
lescentů vyhrocen střet a nepoměr mezi 
bio logickou zralostí a zralostí psychickou 
a  sociální, což přináší řadu rizik a  pro-
blémů moderního světa  –  antisociální 

chování mladých lidí (abúzus alkoholu, 
kouření, drogy, gemblerství, sexuální 
promiskuitu). Alarmujícím tempem 
stoupá u mladých lidí počet sebevražd.

Kromě těchto problémů jsou dospívající 
ohroženi celou řadou závažných onemoc-
nění. Více než 12 % adolescentní populace 
žije s chronickým onemocněním. Do sku-
piny chronických nemocných se dnes řadí 
i pa cienti s nádorovým onemocněním.

Charakteristika a specifi ka období 

dospívání

Období dospívání je období přechodu 
z  věku dětského do věku dospělého, 
které není jednoznačně ohraničeno. 
Začátek dospívání je bio logicky a medi-
cínsky dán začátkem pohlavního zrání 
(objevení se sekundárních pohlavních 
znaků). Období pohlavního dozrávání 
(puberta) začíná v našich zeměpisných 
šířkách u  dívek mezi 11. a  12. rokem, 
u chlapců mezi 13. a 14. rokem. Konec 
dospívání je v ČR určen legislativně do-
sažením 18. roku života. V medicíně pod 
pojmem adolescentní věk rozumíme 
věk 12– 15 let (mladší adolescentní věk) 
a 15– 19 let (starší adolescentní věk) [1,2].

V onkologii rozlišujeme onkologii dět-
ského věku (tedy od narození do 15 let 
věku) a onkologii dospělého věku, tedy 
od 18 let výše. Je více jak zřejmé, že ob-
dobí dospívání mezi 15. a 18. (19.) rokem 
věku je někde „ztracené“ mezi dětmi 
a dospělými. Pod pojmem nádory ado-
lescentů hodnotíme nádory u  onkolo-
gických pa cientů ve věku 15– 19 let [2,3].

Období dospívání je velmi složité vý-
vojové období charakterizované nejen 
změnami tělesnými, ale i  metabolic-
kými, psychickými a  emočními se sna-
hou o  osamostatnění. Pro adolescenta 
je velmi významný fakt autonomie a ne-
závislosti s  typickým nerespektová-
ním autorit, řádů a norem. O to větší šok 
znamená v  tomto citlivém období dia-
gnóza maligního onemocnění. Psycho-
sociální stránka péče o adolescenta (izo-
lace od přátel a rodiny, změny tělesného 
vzhledu, uvědomění si akutního ohro-
žení života a strach ze smrti) je stejně dů-
ležitá jako samotná protinádorová léčba. 
Psychický stav pa cienta výrazně ovliv-
ňuje průběh a celkovou toleranci léčby. 
Fyziologické tělesné změny v  průběhu 
puberty (změny metabolizmu v  době 
pubertálního růstu, hormonální aktivita, 
růstová aktivita, změny body mass in-
dexu, změny objemové distribuce tukové 
tkáně) mohou ovlivnit efekt a toxicitu on-
kologické léčby (změny farmakokinetiky 
a bio farmakologické tolerance) [1,2,4– 6].

Epidemiologie nádorů 

u dospívajících

V Evropě jsou údaje o  incidenci ná-
dorů u dětí do 15 let věku a rozdíly v in-

Graf 1. Relativní frekvence (%) 12 diagnostických skupin dle ICCC (International Classi-

fi cation of Childhood Cancer) u dětí a adolescentů v Evropě.

Zdroj: [26].
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u  adolescentů  [10]. OS adolescentů 
s maligním onemocněním v ČR je srov-
natelné s OS v jiných státech Evropy [9].

Specifi ka nádorů 

u dospívajících

Spektrum nádorů u  dospívajících a  je-
jich bio logické vlastnosti jsou věkově 
specifi cké a  významně se liší od spek-
tra nádorů dětí mladších 15  let nebo 
od nádorů dospělé a  starší populace. 
Epiteliální nádory (karcinomy), typické 
pro onkologii dospělých a  starší věk, 
tvoří méně než 12  % ze všech nádorů 
u  adolescentů (graf  1, 2). Etiopatoge-
neze karcinomů u dospívajících a spek-
trum patogenetických změn se s věkem 
mění [2,4,5,7,11].

Nádory embryonálního původu ty-
pické pro dětský věk (neuroblastom, 
nefroblastom, hepatoblastom, retino-
blastom atd.) jsou u  adolescentů spíše 
raritní, a  pokud se vyskytnou, mají vý-

roste exponenciálně s  věkem. Ado-
lescenti mají vyšší riziko rozvoje nádoru 
než děti do 15  let na základě předpo-
kladu delší karcinogenní expozice fak-
torů zevního prostředí, stárnutí buněk 
a s tím spojených nitrobuněčných a ge-
netických změn. Faktory zevního pro-
středí hrají pouze částečnou roli v etiolo-
gii a patogenezi nádorů u adolescentů, 
protože u dospívajících převažují nádory 
tzv. dětského typu.

Incidence nádorů u  dospívajících ve 
věku 15– 19 let v ČR se pohybuje kolem 
15/ 100  000/ rok. Celkem tedy v  ČR 
onemocní maligním nádorem ročně 
kolem 350– 400  mladých lidí ve věku 
15– 20 let [1– 9]. 

Dalším důležitým demografi ckým uka-
zatelem je rozbor příčin úmrtí u dospíva-
jících. Nádory jsou v této věkové skupině 
na čtvrtém místě hned za úrazy, sebe-
vraždami a vraždami a jsou tedy nejčas-
tějším onemocněním vedoucím k smrti 

cidenci dle jednotlivých regionů a států 
dobře dokumentovány. Ve srovnání s tím 
je podstatně méně informací o incidenci 
nádorů a celkové přežití (overall survival – 
OS) u adolescentů a mladých dospělých. 
V celé Evropě ze všech invazivních zhoub-
ných nádorů v populaci méně než 0,3 % 
vyrůstá u dospívajících ve věku 15– 19 let.

Výskyt nádorových nemocí u  ado-
lescentů má neustále stoupající trend, který 
v posledních letech předstihl incidenci ná-
dorů v dětské populaci. Incidence malig-
ních onemocnění u dospívajících je dvakrát 
vyšší než u 5– 9letých dětí a až o 2/ 3 vyšší 
než u  10– 14letých dětí. S  postupujícím 
věkem se incidence nádorů zvyšuje. Cel-
kový vzestup meziroční incidence zhoub-
ných nádorů je kolem 1 % za rok, s výjim-
kou maligního melanomu a nádorů varlat 
u dospívajících, u kterých je meziroční vze-
stup incidence kolem 2– 3,5 % za rok.

Věkově specifická incidence je za-
ložena na faktu, že incidence nádorů 

Graf 2. Distribuce typů nádorů dle věku v USA [10].
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dílná ve srovnání s jinými věkovými sku-
pinami, i když se dle histopatologie jedná 
o stejný typ nádoru. Rozdílné věkově spe-
cifi cké cytogenetické a molekulárně ge-
netické studie dávají prostor k úvahám 
o rozdílné patogenezi, která se liší podle 
věku nositele. Jestli přijmeme hypotézu, 
že bio logie maligních nádorů u  ado-
lescentů se liší dle věku pa cienta, pak se 
zřejmě bude lišit i optimální léčebná stra-
tegie, speciálně v současnosti při rozvoji 
cílené bio logické léčby [2,6,8,11,12].

Kromě bio logie nádoru hraje svou roli 
i  věkově specifi cká bio logie hostitele. 

nejčastější karcinom štítné žlázy u  do-
spívajících dívek. Karcinomy plic ve srov-
nání s dospělou populací jsou u dospí-
vajících extrémně raritní. Na etiologii 
kolorektálního karcinomu u  dospívají-
cích se ve vyšší míře podílejí predispo-
ziční hereditární syndromy spíše než die-
tetické návyky.

Srovnání klinických, epidemiologic-
kých, molekulárních a  léčebných zá-
věrů jasně prokazují rozdíly u nejčastěj-
ších zhoubných nádorů u  adolescentů. 
Klinické výzkumy docházejí k závěru, že 
bio logie nádorů u  adolescentů je roz-

razně agresivnější klinické chování 
a špatnou prognózu.

U dospívajících převažují maligní 
lymfomy (především Hodgkinův lym-
fom) s  převahou u  dívek, nádory var-
lat u chlapců a germinální nádory ova-
rií u dívek. Vrchol výskytu je u sarkomů 
kostí (osteosarkom, Ewingův sarkom), 
časté jsou rovněž sarkomy měkkých 
tkání (s  převahou rabdomyosarkomu) 
a nádory CNS. V posledních letech velmi 
prudce stoupá výskyt maligního mela-
nomu (především kožní formy) s  pře-
vahou u  dívek (graf  3). Z  karcinomů je 
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masou bez dyspnoe či tachyp noe). Ado-
lescenti většinou ani netuší, že by ve 
svém věku mohli onemocnět zhoubným 
nádorem [2,15].

Rodina a především rodiče se obvykle 
zaměřují zvláště na sociální stránku a pro-
blémy dospívajícího (škola a  prospěch, 
další vzdělávání a  pracovní uplatnění, 
kamarádi atd.). Často bagatelizují ini-
ciální zdravotní problémy a stížnosti ado-
lescenta, protože již vyrostl z  dětského 
věku, kdy se báli o jeho zdraví a každou 
„bolístku“ řešili návštěvou lékaře („děti již 
vyrostly, jsou mladí, nemohou být tedy 
vážně nemocní…“). Je to dáno i faktem, 
že příznaky způsobené nádorem u mla-
dých lidí jsou většinou nespecifi cké a dět-
ské typy nádorů obvykle nemají příznaky, 
které jsou v  povědomí populace spjaty 
s rozvojem nádoru [2,14,15].

Ze strany poskytovatelů zdravotní 
péče (lékařů primárního kontaktu, 
ale i  kolegů z  různých oddělení či kli-
nik všeobecných nemocnic) rovněž do-
chází k mnoha omylům. Stále se bohu-
žel i  dnes setkáváme s  mladými lidmi, 
u kterých byly iniciální příznaky nádoru 
i  několik měsíců podceňovány nebo 

Aktuální specifi cké problémy 

v onkologii dospívajících 

V současnosti se v  onkologii dospíva-
jících setkáváme především se čtyřmi 
hlavními a palčivými problémy.

1. Problém pozdní dia gnózy 

a oddálení léčby nádorů 

u adolescentů

Velké procento dospívajících má lokálně 
pokročilou nebo metastatickou nemoc 
v čase dia gnózy. Iniciální rozsah nádoru 
patří mezi nejdůležitější faktory ovliv-
ňující prognózu, a  pozdní dia gnóza se 
tak výraznou mírou podílí na horším OS 
u adolescentů (obr. 1). Příčin pozdní dia-
gnózy nádorů u  dospívajících je něko-
lik, a to na všech úrovních –  od pa cienta 
samotného přes rodinu a  rodiče až po 
lékaře [2,14,15].

Ze strany pa cienta hraje roli právě 
věk  –  období psychického dozrávání 
a  formování osobnosti. Protože nádor 
jako takový obvykle nebolí, nevěnuje 
dospívající iniciálním příznakům obvykle 
pozornost, navíc mladý organizmus do-
káže kompenzovat poměrně dlouho ná-
růst nádoru (např. útlak plic nádorovou 

Dospívající jedinci jsou obvykle zdraví, 
na rozdíl od starší populace netrpí 
téměř žádnými komorbiditami. Důležité 
jsou rovněž fyziologické změny organi-
zmu v rámci puberty. Růstový spurt, vliv 
pohlavních hormonů, zrychlený meta-
bolizmus mohou měnit farmakokine-
tiku (jaterní a renální funkce, clearence 
cytostatik) a  bio farmakologickou to-
leranci, a tedy mohou mít vliv na efekt 
a  toxicitu aplikované protinádorové 
léčby. Všeobecně lze říct, že dospíva-
jící tolerují onkologickou léčbu hůř než 
děti, ale lépe než starší pa cienti. Ve srov-
nání s dětmi trpí adolescenti častěji pe-
riferní polyneuropatií, intolerancí glu-
kózy u  kortikoidů, mají vyšší riziko 
vzniku osteonekrózy. Ve srovnání s do-
spělými a staršími pa cienty mají dospí-
vající nižší orgánovou toxicitu, farma-
kokinetické procesy jsou efektivnější. 
Léčebné strategie, které by byly cí-
leny na věkově specifi ckou skupinu se 
specifickými bio logickými charakte-
ristikami nádoru a  hostitele, by v  bu-
doucnu mohly výrazně zlepšit výsledky 
a  prognózu dospívajících s  maligním 
nádorem [2,4,11,13].
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Obr. 1. Délka OS a PFS u Ewingova sarkomu dle rozsahu nemoci.

Zdroj: Klinika dětské onkologie, FN Brno. OS – celkové přežití, PFS – přežití bez progrese
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spělé používá stejnou dávkovou inten-
zitu a modifi kace léčby u dospívajících 
jako u starší generace pa cientů, je více 
než pravděpodobné, že adolescent bude 
vzhledem k  agresivnímu typu nádoru 
a  vysoké míře bio farmakologické tole-
rance relativně podléčen a  jeho nádor 
nebude zvládnut a léčen úspěšně [13].

Ideální postup je společná péče dět-
ského onkologa i  onkologa dospělého 
věku o  dospívajícího pa cienta s  malig-
ním nádorem, která bude refl ektovat typ 
nádoru, jeho bio logické a cytogenetické 
charakteristiky, klinické chování a stejně 
tak i věkově specifi ckou bio logii pa cienta. 
Ve Velké Británii, kde se nejdéle věnují pro-
blematice dospívajících onkologických 
pa cientů, je v rámci National Health Servi-
ces Trust nemocnic vytvořeno 28 speciali-
zovaných jednotek pro adolescenty.

3. Možnosti prevence a časné 

dia gnostiky nádorů u dospívajících – 

osvěta

Možnosti, způsoby a formy prevence ná-
dorů u dospívajících se zásadně neliší od 

časném systému zdravotní péče exis-
tuje riziko, že se dle typu nádoru (např. 
plicní nádory či ložiska, gynekologické 
nádory, sarkomy) může adolescent ocit-
nout sice na specializovaném pracovišti, 
které ale nemá dostatek zkušeností ani 
znalostí o specifi ckých problémech juve-
nilních typů nádorů. Není zaveden jed-
notný systém reference dospívajícího 
onkologického pa cienta. Centralizace 
v  onkologických věkově specifických 
centrech se tak stává pro pa cienta ži-
votně důležitou v čase, kdy histologický 
nález a klinické stadium již zdaleka ne-
stačí k přesnému určení dia gnózy, určení 
individuální míry rizika a tím adekvátní 
léčby a  prognózy. Dia gnostika a  léčba 
juvenilních typů nádorů je velmi slo-
žitá a  vyžaduje dlouholetou zkušenost 
a  úzkou spolupráci specializovaného 
týmu odborníků [2,4,5,7,8,11,18].

Kromě často rozdílné strategie léčeb-
ného přístupu u dospělé a dětské onko-
logie je důležitý především faktor zku-
šeností s léčbou agresivních juvenilních 
typů nádoru. Pokud onkolog pro do-

byly hodnoceny nesprávně, často se na 
možnost nádoru jako vyvolávající pří-
činy vůbec nemyslelo (obr. 2). Tento fakt 
může být dán vzácným výskytem nádorů 
u mladých lidí. Ovšem v populaci počet 
preventivních prohlídek s  věkem klesá, 
a co je možná horší, mnohdy proběhnou 
pouze formálně. I mezi zdravotníky se se-
tkáváme s názorem, že mladý člověk ne-
může být vážně nemocen a  je automa-
ticky zdravý z titulu svého mládí [14– 18].

2. Místo léčby dospívajících 

s malignitou

V ČR všeobecně péči o  dospívající 
pa cienty do dovršení 18 [19] roku věku 
zabezpečuje lékař primárního kon-
taktu –  pediatr. Situace se v jednotlivých 
krajinách Evropy liší [12]. V současnosti 
není v  ČR vytvořeno věkově specifi cké 
centrum pro léčbu nádorů u  dospíva-
jících. Dospívající pa cient se může do-
stat na pracoviště dospělé onkologie 
nebo na pracoviště dětské onkologie. 
Většina dospívajících je léčena na pra-
covištích dětské onkologie, ale v  sou-

Obr. 2. Synoviální sarkom stehna diseminovaný (délka anamnézy osm měsíců). 

Zdroj: Klinika dětské onkologie, FN Brno.
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V sekundární prevenci a  časném zá-
chytu nádorů u dospívajících hraje mi-
mořádně důležitou roli lékař primárního 
kontaktu a systém pečlivě prováděných 
preventivních prohlídek. Doškolování lé-
kařů primárního kontaktu v oblasti on-
kologie nejen dospělých, ale i dětí a do-
spívajících, je nutností  [16–18]. Lékaři 
i  laici najdou informace na www.linkos.
cz, na nichž funguje i bezplatná poradna 
stran prevence a časné dia gnostiky ná-
dorů, dále www.mojemedicina.cz, na 
webových stránkách Kliniky dětské on-
kologie FN Brno a Kliniky dětské onko-
logie a hematologie FN v Motole, Praha. 
Ze zahraničních stránek jsou všeo-
becné užitečné informace pro pa cienty 
na www.cancer.gov (adolescents and 
young adults).

Již po několikáté probíhá doškolovací 
vzdělávací akce pro lékaře primárního 
kontaktu v rámci Brněnských onkologic-
kých dní.

Dalším zdrojem informací jsou články 
zabývající se touto tematikou v odbor-
ných časopisech a  dvě monografi e cí-
lené na tuto věkovou skupinu pa cientů 
(Nádory adolescentů a mladých dospě-
lých, Grada 2011  a  Vybrané kazuistiky 
nádorů u adolescentů a mladých dospě-
lých, Mladá fronta 2012).

měli být dispenzarizováni a pravidelně 
sledováni na odborném pracovišti dět-
ské onkologie [19,20].

U dospívajících dívek je možností pre-
vence rozvoje karcinomu děložního 
čípku v pozdějším věku očkování vakcí-
nou proti HPV, a to před zahájením aktiv-
ního pohlavního života (vakcína hrazena 
do věku 14 let).

Časná dia gnostika a zkrácení doby od 
prvních příznaků ke stanovení dia gnózy 
a zahájení efektivní onkologické léčby je 
pro adolescenty klíčová a tady hraje vý-
znamnou roli informovanost a  osvěta  –  
nejenom adolescentů, ale i jejich rodičů. 
Znalost možných rizikových a predispo-
zičních faktorů, zdravotní osvěta a  vý-
chova mladé generace k odpovědnému 
přístupu k vlastnímu zdraví je nezbytnou 
součástí prevence nádorových onemoc-
nění v mladém věku. V přípravě je webová 
stránka www.fi ghttogether.cz zaměřená 
na bližší informace o  maligních nádo-
rech u adolescentů a mladých dospělých 
včetně anonymní poradny, která by měla 
začít fungovat v průběhu roku 2015.

Poučení o samovyšetření prsu u mla-
dých dívek a  samovyšetření varlat 
u  chlapců a  mladých mužů lze nalézt 
na stránkách: www.prevencenadoru.cz, 
www.maskoule.cz, www.hlidackouli.cz.

prevence v  jiných věkových skupinách. 
Platí především dodržování zásad zdra-
vého životního stylu. U dospívajících je 
tento bod o to důležitější, že právě v ob-
dobí dospívání se fi xují životní návyky 
a životní styl.

Primární prevence je u  adolescentů 
obtížně definovatelná. Aktivní vyhle-
dávání, tj. screening nádorů, se rutinně 
neprovádí z několika důvodů –  nádory 
u  dospívajících patří mezi vzácná one-
mocnění, chybí specifi cké indikátory ná-
dorové nemoci, etiologie není známa 
(resp. je multifaktoriální souhrou ge-
netických faktorů a vlivů vnějšího pro-
středí) a tedy nelze defi novat rizikovou 
skupinu mladých lidí [4].

I tu však existuje výjimka, a to u dospí-
vajících s genetickými k nádorům predis-
ponujícími syndromy (např. Li- Fraumeni 
syndrom, syndrom familiární adenoma-
tózní polypózy, neurofi bromatóza typu 
I a II, Gardnerův syndrom, Lynchův syn-
drom, tuberózní skleróza atd.). Genetic-
kých predispozičních nádorových syn-
dromů je popsáno v  literatuře kolem 
200. Pa cienti do 19  let věku, u  kterých 
byl nádorový predispoziční syndrom 
prokázán genetickým vyšetřením nebo 
mají vysokou pravděpodobnost jeho vý-
skytu vzhledem k rodinné anamnéze, by 

Schéma 1. Rizika pozdních následků u bývalých dětských onkologických pacientů.
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dobých problémech svého bývalého 
pa cienta a nemůže tak korigovat sou-
časnou léčbu.

2.  Pa cient je sledován u  svého praktic-
kého lékaře, který odesílá výsledky 
všech vyšetření a zápis o kontrole on-
kologovi dospělého věku –  kontinuita 
informací o pa cientovi záleží na spo-
lupráci a  domluvě zainteresovaných 
lékařů.

3.  Pa cient je sledován onkologem do-
spělého věku, který často pro nedo-
statek času a jiných faktorů nekomu-
nikuje s  dětským onkologem a  ten 
opět nemá informace o dalším vývoji 
zdravotního stavu svého bývalého 
pa cienta.

4.  Pa cient je sledován onkologem do-
spělého věku ve spolupráci s dětským 
onkologem. Tento stav se jeví jako 
ideální.

Měřítkem léčebného úspěchu je v sou-
časné onkologii kromě délky samotného 
OS zejména kvalita života, schopnost 
mladých lidí zařadit se zpět do vzděláva-

voje sekundárního nádoru a typu sekun-
dárního nádoru závisí na typu primár-
ního nádoru a typu protinádorové léčby, 
riziko zvyšuje rovněž přítomnost gene-
tické zátěže (např. mutace Rb1  genu). 
Pro lékaře, který pa cienta dlouhodobě 
sleduje, je důležité znát míru rizika 
a  předpokládaný typ sekundární ma-
lignity (graf 4). O významu této proble-
matiky svědčí mimo jiné fakt, že pro-
blémy adolescentů a „childhood cancer 
survivors“ překročily hranice dětské on-
kologie a byly tématem speciální sekce 
v rámci kongresu ESMO 2014 v Madridu.

V reálné klinické praxi je často velmi 
problematický přechod z pracoviště dět-
ské onkologie na pracoviště dospělé me-
dicíny (tzv. transitional care) [11,22– 25]. 
Ve světě existuje několik modelů ná-
sledné péče:
1.  Pa cienta sleduje praktik nebo rodinný 

lékař, onkolog (a většinou již ne dět-
ský onkolog, který pa cienta léčil) je 
konzultován pouze v  případě potíží. 
Nevýhodou je, že ošetřující lékař nemá 
zpětnou vazbu a  neví nic o  dlouho-

4. Dlouhodobě přežívající dětští 

onkologičtí pa cienti (childhood 

cancer survivors), problémy 

přechodu z dětské onkologie 

do péče medicíny dospělého věku 

(tzv. transitional care)

Specifi ckou skupinou v  onkologii jsou 
mladí dospělí, kteří byli léčeni pro ma-
ligní nádorové onemocnění v dětském 
věku a dlouhodobě přežívají bez přítom-
nosti nádoru. Jejich počet v populaci na-
růstá, v  současnosti je jeden z  850  lidí 
do 35  let věku přežívající dětský onko-
logický pa cient; 25 % z nich je mladších 
20 let věku, 75 % je mladších 40 let věku. 
Tito pa cienti by měli být dlouhodobě, 
ideálně celoživotně, sledováni na spe-
cializovaném pracovišti. Velké procento 
z  nich již dosáhlo dospělého věku a  je 
ohroženo vznikem pozdních následků 
protinádorové léčby (poruchy růstu, kar-
diotoxicita, neurotoxicita, hormonální 
poruchy, poruchy fertility, neurokogni-
tivní změny atd.). Nejvážnějším z nich je 
vyšší riziko vzniku sekundárního nádoru 
(schéma 1)  [2,4,12,21]. Míra rizika roz-
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Modifi kovaný graf dle [21].
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nádory potenciálně vyléčitelné, OS ado-
lescentů nedosahuje úspěchy dosažené 
v dětské onkologii.

Při srovnání počtu klinických studií, 
úsilí a  nemalých finančních nákladů, 
které jsou věnovány nádorům dospě-
lého věku s  velmi špatnou prognózou, 
kde se za úspěch považuje prodloužení 
života o několik málo měsíců, je naší mo-
rální povinností věnovat alespoň stejnou 
pozornost mladé generaci s onkologic-
kým onemocněním, která má navíc pod-
statně lepší šance na dlouhodobé vylé-
čení. Využít tuto šanci a pomoct mladým 
lidem zvládnout jejich náročný boj s ma-
ligním nádorem ve složitém období do-
spívání se dá pouze širokou spoluprací 
jednotlivých medicínských specializací 
a  vytvořením jednotných a  všeobecně 
akceptovaných podmínek pro všechny 
mladé lidi.

cího či pracovního procesu, schopnost 
najít si partnera a založit si rodinu a žít pl-
nohodnotný život. Proto je dlouhodobé 
sledování přežívajících mladých onkolo-
gických pa cientů mezioborový multidis-
ciplinární proces (onkologové, psycho-
logové, kardiologové, gynekologové, ale 
také sociální pracovníci, tzv. poradci pro 
školu a práci atd.). Je to v podstatě zrca-
dlo a  způsob hodnocení kvality práce 
dětského onkologa.
Subjektivní vnímání dobré kvality života 
u  vyléčených mladých lidí závisí také 
na adekvátním chování a dostatečném 
pochopení ze strany jeho okolí. Proto 
je nevyhnutná osvěta široké populace 
i v tomto směru.

Vlastní zkušenosti s léčbou 

adolescentů

Na Klinice dětské onkologie FN Brno 
jsme v  10letém období 2004– 2014  lé-
čili 358 pa cientů starších 15 let se širo-
kým spektrem dia gnóz. Počet pa cientů 
v  jednotlivých letech byl stacionární 
s  minimálními odchylkami v  rozmezí 
26– 36  pa cientů za rok. Spektrum dia-
gnóz zahrnovalo všechny typy ná-
dorů a  hematologických malignit ty-
pických pro tuto věkovou skupinu 
s  převahou maligních lymfomů, sar-
komů kostí a  měkkých tkání, gonadál-
ních germinálních nádorů. V posledních 
letech pozorujeme nárůst kožního ma-
ligního melanomu. Z karcinomů, i když 
vzácných, byl nejčastější hepatocelu-
lární karcinom, renální karcinom a kar-
cinom střeva na podkladě genetické 
zátěže (familiární adenomatózní poly-
póza, Lynchův syndrom atd.). Zemřelo 
celkem 57 pa cientů (16 %), z nich 95 % 
na progresi maligního nádoru, pouze 
5  % pa cientů zemřelo na komplikace 
léčby nebo komplikace v souvislosti se 
základním onemocněním. Přežívá 84 % 
pa cientů, délka OS se liší dle typu ná-
doru (graf 5).

Závěr

Zhoubné nádory u dospívajících a mla-
dých dospělých patří v rámci oboru on-
kologie mezi onemocnění vzácná. Nízký 
výskyt je snad příčinou, proč byla tato 
skupina pa cientů dlouhé období mimo 
centra zájmu onkologů dospělého věku 
i dětských onkologů. I když jsou juvenilní 
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Graf 5. Křivka OS dle diagnóz.

CNS – nádory centrálního 
nervového systému 
HB – hepatoblastom 
NBL – neuroblastom 
RB – retinoblastom
HD – Hodgkinův 
lymfom 

ES/PNET – Ewinglův sar-
kom/primitivní neuroek-
todermální nádor 
NHL – non-Hodgkinmův 
lymfom 
STS – sarkomy měkkých 
tkání 

GCT – germinální nádory 
WT – Wilmsův tumor 
LCH – histiocytóza z Lan-
gerhansových buněk 
OS – osteosarkom 
NLCH – non-Langerhans 
bun��ná histiocytóza
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Bioinformatika a sekvenování nové generace

Bioinformatics and Next- generation Sequencing

Krejčí A., Müller P., Vojtěšek B.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
Technologie sekvenování DNA nové generace mají v současné době nezastupitelné místo ve 
výzkumu a postupně nacházejí cestu i do oblasti klinické praxe. Sekvenační přístroje produkují 
velké množství dat, jejichž analýza metodami bio informatiky je nezbytná k získání relevant-
ních výsledků. Sekvenování se tak bez pokročilého výpočetního zpracování specializovanými 
algoritmy naprosto neobejde. V tomto přehledu jsou představeny základní koncepty výpočet-
ního zpracování sekvenačních dat s přihlédnutím ke specifi ckým aspektům oblasti onkologie. 
Rovněž jsou uvedeny nejčastější problémy a překážky komplikující zpracování a bio logickou 
interpretaci výsledků.

Klíčová slova
bio informatika –  technologie masivně paralelního sekvenování –  mutace –  onkologický vý-
zkum –  klinická aplikace

Summary
Next-generation sequencing technologies are currently well-established in the research 
fi eld and progressively fi nd their way towards clinical applications. Sequencers produce vast 
amounts of data and therefore bio informatics methods are needed for processing. Without 
computational methods, sequencing would not be able to produce relevant bio logical infor-
mation. In this review, we introduce the basics of common NGS-related bio informatics meth-
ods used in oncological research. We also state some of the common problems complicating 
data processing and interpretation of the results.

Key words
bio informatics –  high-throughput nucleotide sequencing –  mutations –  cancer research –  cli-
nical application
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Úvod

Objevem funkce DNA v roce 1944 [1] za-
čala snaha o  přečtení a  rozluštění dě-
dičné informace. Objev struktury DNA 
v roce 1953 [2] objasnil princip, jakým je 
informace uchovávána a přenášena do 
dalších generací. První metody umož-
ňující relativně účinné čtení dědičné in-
formace, neboli sekvenování DNA, se 
však objevily až koncem 70. let 20. sto-
letí  [3,4]. Vývoj těchto metod umož-
nil v  90. letech 20. století započít sek-
venování lidského genomu  [5], v  té 
době extrémně náročný projekt těžko 
představitelného rozsahu. Po roce 
2000  se začaly objevovat první me-
tody masivně paralelního sekvenování, 
označované jako sekvenování nové 
generace  (next-generation sequenc-
ing  –  NGS) [6]. Ty se vyvíjejí dodnes 
a  v  současné době koexistují se zcela 
novými přístupy ke čtení DNA, někdy 
označovanými jako sekvenování třetí 
generace [7].

Bioinformatika jako obor zabýva-
jící se zpracováním rozsáhlých moleku-
lárněbio logických dat včetně sekvencí 
DNA byla nezbytná již od počátků sek-
venování. Důležitost výpočetních pří-
stupů dobře ilustrují počáteční neúspě-
chy vědců při snaze sestavit kompletní 
genomy i  velmi jednoduchých orga-
nizmů, způsobené právě neexistencí 
vhodných počítačových programů. 
Teprve v roce 1995, pět let po zahájení 
projektu s cílem sestavit lidský genom, 
se podařilo sestavit první kompletní 
genom volně žijícího organizmu, bak-
terie Haemofi lus infl uenzae  [8]. Skupina 
Craiga Ventera tehdy vyvinula program 
TIGR assembler [9], který dokázal sesta-
vit 24  000  fragmentů sekvence bakte-
riální DNA ve správném pořadí a zkom-
pletovat tak celý 1,8 milionů bází dlouhý 
chromozom. Zmíněná čísla ukazují, 
že i  při práci s  jednoduchými organi-
zmy ruční zpracování dat nepřipadá 
v  úvahu a  že sekvenování DNA se bez 
bio informatiky neobejde.

V dnešní době jsou pokročilé metody 
sekvenování hojně využívány ve vý-
zkumu a  své místo si postupně nachá-
zejí i v klinické praxi  [10]. Přístroje jsou 
schopné vyprodukovat enormní množ-
ství dat, která jsou však bez pokročilého 
bio informatického zpracování bezcenná.

Principy sekvenování nové 

generace

Základní myšlenkou metod NGS je tzv. 
masivně paralelní sekvenování. Jde o po-
stup, při kterém je během jednoho ex-
perimentu v jednom okamžiku zároveň 
sekvenováno velké množství samostat-
ných molekul. Vstupní DNA (genomická 
nebo cDNA získaná reverzní transkripcí) 
je fragmentována na úseky o délce ty-
picky několika desítek až stovek párů 
bází a v případě potřeby amplifi kována 
pomocí polymerázové řetězové reakce 
(polymerase chain reaction –  PCR). Tyto 
krátké fragmenty jsou poté čteny a zpra-
covávány paralelně. Společným znakem 
těchto metod je čtení velkého množství 
(v řádu jednotek milionů až jednotek mi-
liard) fragmentů –  „readů“ (pojem někdy 
též překládaný jako „čtení“), které jsou 
však relativně krátké (typicky v řádu sto-
vek bází). Takto vysoká míra paralelizace 
je hlavní rozdíl mezi NGS a  klasickým 
Sangerovým sekvenováním, při kterém 
je zároveň čteno typicky max. 96 mole-
kul DNA.

Princip samotného určování bází DNA 
dnes spočívá nejčastěji v  tzv. sekveno-
vání syntézou. Většina metod využívá 
DNA polymerázu postupně syntetizu-
jící vlákno komplementární k jednovlák-
novému templátu sekvenovaného frag-
mentu. Použité chemické sloučeniny 
zajistí, že těsně po začlenění každé nové 
báze do řetězce DNA je přímo z  místa 
začlenění uvolněn určitý druh signálu, 
který je následně zachycen technickým 
vybavením přístroje. Nejpoužívanější 
podobou signálu je světlo, existují však 
i  technologie využívající detekci uvol-
něných protonů H+ [11]. Zmíněný prin-
cip v  různých obměnách implementují 
všechny v  praxi používané technolo-
gie –  přístroje značky Illumina (v dnešní 
době jednoznačně nejpoužívanější), Ion 
Proton firmy Life Technologies, Roche 
454 (v současnosti se již přestává použí-
vat), ABI SOLiD (místo syntézy komple-
mentárního vlákna využívá ligaci krát-
kých fragmentů) či přístroj RS II firmy 
Pacifi c Biosciences. Ve fázi vývoje jsou 
i přístroje využívající k určení sekvence 
DNA zcela odlišné přístupy, ovšem k je-
jich rutinnímu nasazení v  praxi zatím 
stále nedošlo (asi nejslibnější novou 
technologií disponuje fi rma Oxford Na-

nopore –  sekvenování je založeno na de-
tekci změn v  elektrickém proudu pro-
cházejícím přes mikroskopické póry, 
kterými jsou translokovány molekuly 
DNA).

Při NGS experimentech je důležité 
určit požadovanou tzv. hloubku (depth, 
někdy označováno také jako pokrytí  –  
coverage, či hloubka pokrytí –  depth of 
coverage). Jedná se o  průměrný počet 
kopií vzorku DNA, které sekvenováním 
získáme. Například při hloubce 30krát 
by se měl s největší pravděpodobností 
každý úsek sekvenované DNA vysky-
tovat v 30 různých readech, tedy infor-
maci o tom, jaká báze se na konkrétním 
místě nachází, dostaneme v 30 kopiích. 
Větší pokrytí jednak zajistí eliminaci 
chyb přístrojů, které se vždy nevyhnu-
telně vyskytují, jednak zvýší citlivost 
metody  –  pokud sekvenujeme DNA 
ze směsi geneticky odlišných buněk, 
je možno vyšším pokrytím dosáhnout 
detekce vzácných variant, které se vy-
skytují pouze ve zlomku zkoumaných 
buněk. Na rozdíl od ideální představy 
ovšem pokrytí v  praxi nebývá ani zda-
leka rovnoměrné. Při průměrném po-
krytí 30krát budou pravděpodobně 
stále existovat úseky, o  nichž nebu-
deme mít žádné nebo téměř žádné in-
formace, sekvence jiných oblastí bude 
naopak obsažena ve stovkách readů. 
Tato nevyváženost může být způsobena 
mnoha různými faktory, jako jsou roz-
dílná míra amplifi kace pomocí PCR, roz-
díly v účinnosti hybridizačních sond při 
cíleném sekvenování či vliv repetitivních 
oblastí.

Nejčastější aplikace 

sekvenování

První sekvenační projekty měly za cíl se-
stavit do té doby neznámé genomy růz-
ných organizmů. Takový přístup nazý-
váme de novo sekvenování genomu. 
V  případě, že referenční sekvence ge-
nomu zkoumaného organizmu byla 
již dříve sestavena, hovoříme o  resek-
venování. Referenční sekvence jsou 
dnes k  dispozici pro mnoho organi-
zmů včetně člověka, což umožňuje ši-
roké využití resekvenování. Cílem celo-
genomového resekvenování je hledání 
krátkých variant v kódujících oblastech 
genů i  v  těch nekódujících, např. pro-
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vzhledem k  repetitivní povaze oblasti 
téměř nebo zcela totožné. Počet readů 
lze k  určení délky repetice využít jen 
velmi omezeně, takže jediná informace, 
kterou takto získáme, bude fakt, že re-
petitivní oblast je více než dvakrát delší 
než jeden read. Další problémy nastá-
vají u  větších skupin sekvenčně velmi 
podobných genů a  pseudogenů, jako 
jsou např. geny čichových receptorů. 
Pokud jsou např. rozdíly v sekvenci genů 
tak vzácné, že jeden sekvenační read 
nese pouze jeden (bodový) rozdíl, není 
možné skládáním readů určit, do kte-
rého z genů který rozdíl patří.

Díky pokrokům v  technologii sek-
venování se délka readů i  jejich přes-
nost neustále zvětšují, a proto se i sek-
vence referenčního genomu neustále 
vyvíjí. První verze referenčního genomu 
obsahovala 150  000  regionů s  nezná-
mou sekvencí. Devatenáctá verze z roku 
2009 už obsahovala pouze 357 takových 
mezer. Nejnovější verze, známá jako 
hg38 nebo GRCh38, pochází z prosince 
roku 2013 a mimo jiné jako první obsa-
huje i přibližné odhady počtu centrome-
rických repetic [13].

Mapování na referenční genom

Hledání pozice na referenční sekvenci, 
která přísluší sekvenci readu, je obtížné. 
Nejjednodušší způsob, jak k  němu při-
stoupit, je porovnat read postupně se 
všemi pozicemi v  genomu. Takový pří-
stup by pro genom délky a a read délky b 
vyžadoval přibližně a × b porovnání bází. 
Situace je ovšem ještě složitější, protože 
jednoduchým porovnáním všech mož-
ných pozic nebereme v úvahu možnost 
existence mezer –  pokud by read obsa-
hoval malou deleci či inerci, jeho správ-
nou pozici bychom tímto způsobem 
vůbec nenašli. Existují ovšem algoritmy, 
které dokážou najít optimální zarovnání 
sekvencí včetně mezer taktéž s použitím 
a × b kroků. Problém mapování na refe-
renční genom je ovšem tak rozsáhlý, že 
ani tyto algoritmy nelze jednoduše vyu-
žít. Pokud bychom např. provedli resek-
venování lidského genomu s hloubkou 
20krát, získali bychom zhruba 600  mi-
lionů readů o délce 100 bp. Pro nama-
pování každého z nich by bylo potřeba 
asi 3  ×  1011  kroků, dohromady, tedy 
1,8  ×  1020  porovnání nukleotidů. Sou-

i  germinální a  somatické mutace. Tato 
možnost se však příliš nevyužívá, jelikož 
sekvenování DNA je pro tento účel vždy 
přesnější [12].

Bioinformatické přístupy 

v sekvenování

Bioinformatika je nezbytná součást 
všech fází vyhodnocení sekvenačních 
dat, od zpracování signálu v přístroji po 
fi nální studium výsledků.

Zpracování dat experimentu 

resekvenování

Ať jde o celogenomové, exomové či cí-
lené resekvenování, základní postup 
zpracování dat je vždy stejný. Nejdřív 
je třeba mapovat všechny ready na re-
ferenční genom, tedy najít pokaždé tu 
část referenční sekvence, která odpo-
vídá sekvenci fragmentu. V dalším kroku 
je potřeba nalézt a spočítat všechny od-
lišnosti nasekvenované DNA od refe-
renční sekvence či rozdíly mezi jednot-
livými ready mapovanými na stejnou 
oblast genomu. Na základě pokročilých 
statistických výpočtů je určena pravdě-
podobnost, s  jakou se na pozicích vy-
skytují skutečné polymorfi zmy a s jakou 
pravděpodobností jde jen o chyby v sek-
venaci či v  mapování readů. V  případě 
cíleného sekvenování v  dia gnostice je 
požadovaným výstupem často pouze in-
formace o přítomnosti či nepřítomnosti 
známých variant, ve výzkumu jsou data 
o variantách dále zpracovávána dalšími 
metodami, např. se snahou odlišit řídící 
(driver) od následných (passenger) mu-
tací v nádorových buňkách.

Referenční genom

Přestože se na referenčním lidském ge-
nomu pracuje již od roku 1990, kompletní 
a přesná sekvence stále není známa. Pro-
blém je především s určením správného 
počtu kopií ve vysoce repetitivních ob-
lastech, např. v okolí centromer chromo-
zomů. Důvodem je nedostatečná délka 
sekvenačních readů –  v případě mnoho-
násobného opakování krátkého úseku 
DNA, kdy je výsledná repetice podstatně 
delší než ready, které umí přístroje vy-
tvořit, je sice možné získat ready začína-
jící levou hranicí repetitivní oblasti a jiné 
ready končící její pravou hranicí, všechny 
ready mezi těmito oblastmi však budou 

motorových a  regulačních oblastech, 
případně detekce rozsáhlých chromo-
zomových přestaveb a  hledání struk-
turních variací typu CNV (copy number 
variations).

Další častou podobu experimentu 
představuje exomové sekvenování, při 
kterém je sekvenována pouze DNA kó-
dujících úseků  –  exonů. Sekvenační 
knihovna je v tomto případě vytvořena 
separováním fragmentů genomové 
DNA pomocí hybridizace s  fragmenty 
obsahujícími sekvence komplementární 
k exonové DNA. Tato metoda tedy slouží 
primárně k  detekci somatických mu-
tací a polymorfi zmů v kódujících oblas-
tech genů. Výhodou metody je značná 
úspora kapacity i ceny oproti sekveno-
vání celého genomu.

V ně kte rých případech je třeba určit 
sekvenci pouze několika málo genů či 
jejich částí. V takových situacích je pou-
žito tzv. cílené (targeted) sekvenování, 
při kterém je izolována, amplifi kována 
a osekvenována pouze DNA z přesně de-
fi novaných oblastí. Cílené sekvenování 
má důležité klinické aplikace v onkolo-
gické dia gnostice. Menší počet přesně 
defi novaných úseků je totiž možno za 
relativně nízkou cenu osekvenovat do 
velké hloubky, běžná je i  hloubka více 
než 1  000krát. Lze tak detekovat i  so-
matické mutace v  komplexním bio-
logickém vzorku, jakým je vzorek nádoru 
obsahující směs zdravých a nádorových 
buněk. Citlivost této metody umož-
ňuje detekovat mutace s frekvencí čet-
nosti pod 1 %, což je citlivost, které kla-
sické Sangerovo sekvenování zdaleka 
nedosahuje.

Velmi rozšířená aplikace NGS je i sek-
venování RNA, které se využívá pro kvan-
titativní i  kvalitativní analýzu mRNA, 
miRNA nebo cílenou sekvenaci variabil-
ních oblastí ribozomální RNA. V  tomto 
experimentu je izolována buď cel-
ková RNA, nebo pomocí hybridizač-
ních metod specifická buněčná RNA 
(např. miRNA nebo mRNA). Pomocí re-
verzní transkripce je RNA přepsána do 
cDNA, která je následně osekvenována. 
Metoda je využívána především k  mě-
ření intenzity exprese jednotlivých genů, 
k  detekci sestřihových variant a  geno-
vých fúzí. Teoreticky je možno transkrip-
tomovým sekvenováním detekovat 

ko_2015_S2.indb   93 7.9.2015   9:33:20



2S94

BIOINFORMATIKA A SEKVENOVÁNÍ NOVÉ GENERACE

Klin Onkol 2015; 28 (Suppl 2): 2S91–2S96

strojů, které jsou schopny každý frag-
ment DNA číst z obou stran. Pokud např. 
fragmentujeme sekvenovanou DNA 
na úseky dlouhé 1  000  bází, přístroj 
bude schopen přečíst 100  bází z  kaž-
dého konce fragmentu. Ready pochá-
zející z  jednoho fragmentu potom vy-
tvoří pár. Jelikož délka fragmentů DNA 
byla 1 000 bází, můžeme předpokládat, 
že mezi koncem prvního a  začátkem 
druhého readu z jednoho páru by vždy 
mělo ležet 800 bází. Najdeme-li  po na-
mapování na referenční genom ready 
z jednoho páru v neobvyklé vzdálenosti, 
můžeme určit, že v  oblasti 800  bází 
mezi konci readů došlo ke strukturní 
změně [17].

V ně kte rých situacích mohla určitá 
část sekvenovaného genomu projít to-
lika strukturními změnami, že ready, 
které z ní pocházejí, není vůbec možno 
namapovat na referenční genom, pro-
tože rozdíl skutečné sekvence proti re-
ferenční je příliš velký. V  těchto přípa-
dech je často jedinou šancí pokusit se 
takové značně degenerované oblasti 
vzorku sestavit z  readů de novo, tedy 
použít metody, které se běžně používají 
k  prvotnímu určení sekvence genomu 
neznámého organizmu.

Obecně lze říci, že určování variant 
v genomech, které se příliš neliší od refe-
renční sekvence, je v současné době po-
měrně dobře zvládnutý problém. Situace 
je ovšem odlišná v případě rakovinných 
buněk, které jsou často geneticky ne-
stabilní a  jejich genomy podléhají vel-
kému množství rozsáhlých změn. Určení 
správné sekvence u takových vzorků je 
obecně velmi obtížné a cesta k jeho ře-
šení zatím není u konce. Aplikace v on-
kologické praxi se omezují především na 
hledání předem známých anotovaných 
mutací v úzké skupině genů pomocí cí-
leného sekvenování s velkou hloubkou. 
Existují komerčně dostupné tzv. panely 
pro testování nejběžnějších mutací v ně-
kolika genech, z nichž ně kte ré jsou do-
dávány i  s  bio informatickým řešením 
šitým na míru konkrétnímu problému. 
Začínají tak být k dispozici metodiky za-
ložené na NGS, které jsou přesně defi -
nované od sběru vzorku po zpracování 
dat, a mají tak šanci konkurovat jiným, 
v  klinické praxi už dobře ukotveným 
metodám.

která je vzácná nebo se vyskytuje v ob-
lasti s typicky nízkou hloubkou pokrytí, 
a  proto se v  každém vzorku jeví spíše 
jako chyba přístroje. Výskyt ve více nezá-
vislých vzorcích ovšem potvrzuje, že se 
jedná o skutečnou variantu, jelikož prav-
děpodobnost opakování stejné chyby je 
malá [16].

V případě nádorových vzorků je si-
tuace komplikovanější, protože DNA 
často pochází z komplexní směsi gene-
ticky odlišných buněk. Je proto třeba 
využít sekvenování s  velkou hloubkou 
a upravit parametry statistických metod, 
protože i  bodové rozdíly v  malé části 
readů mohou znamenat skutečnou mu-
taci, která by jinak mohla být nesprávně 
považována za chybu sekvenačního pří-
stroje. Pro odlišení somatických mutací 
od zárodečných variant je vhodné sek-
venovat kromě nádorové tkáně i  zdra-
vou, která poslouží jako negativní 
kontrola.

Určování krátkých delecí a  inzercí je 
náročnější problém než určování bo-
dových substitucí, protože v  místech, 
kde se vzorek liší délkou od referenč-
ního genomu, je větší pravděpodobnost 
chybně namapovaných readů. Situace 
se často řeší lokálním provedením ča-
sově náročnějšího a přesnějšího zarov-
nání readů pouze v  místech možných 
delecí a  inzercí. U  nádorových vzorků 
je situace opět komplikovanější, ze stej-
ných důvodů jako v případě bodových 
substitucí.

Nejnáročnější úkol je detekce roz-
sáhlejších strukturních variací, jako 
jsou delece, změny počtu kopií (CNV) 
či translokace. Izolovanou událost vět-
šího rozsahu je možno v dobře defi no-
vaném vzorku detekovat na základě po-
rovnání teoretické a skutečné hloubky 
pokrytí v  postižené oblasti. Pokud je 
k  ně kte ré části referenčního genomu 
namapováno nezvykle mnoho readů, 
mohl být tento úsek ve vzorku amplifi -
kován. Je-li naopak např. hloubka po-
krytí ně kte rého chromozomu poloviční 
než u ostatních, může se jednat o mo-
noploidii. Další možnost je využít in-
formace získané speciálním protoko-
lem sekvenování (techniky nazývané 
paired- end a  mate- pair sequencing). 
Tento postup využívá technických 
možností ně kte rých sekvenačních pří-

časné procesory pracují s  frekvencí 
okolo 4 GHz, tudíž provedou 4 × 109 tiků 
za sekundu. Kdyby procesor zvládl v jed-
nom tiku vykonat jedno porovnání nuk-
leotidů, trvalo by mapování genomu 
4,5 × 1010 sekund, tedy 1 427 let.

Proto se při mapování používá něko-
lik technik výrazně zkracujících potřebný 
čas. Hlavní technika je indexování. Nad 
sekvencí genomu je vytvořen index čili 
rejstřík. Ten je potom využit při prohle-
dávání genomu velmi podobným způso-
bem, jakým člověk využívá rejstřík v kni-
hách. Tvorba indexu je náročná, ale stačí 
jej pro každý genom vytvořit jednou 
a poté je možno jej použít pro všechna 
budoucí mapování. V  současnosti nej-
používanější technikou tvorby rejstříku 
je tzv. Burrowsova- Wheelerova transfor-
mace, která je využívána mimo jiné také 
v kompresi dat. Další urychlení je dosa-
ženo snížením požadavků na přesnost 
zarovnání genomu a  readu  –  nehledá 
se vždy optimální zarovnání, což postup 
velmi urychlí, ovšem za cenu možnosti 
výskytu malého množství chybně nama-
povaných readů [14].

Určování variant

Ve chvíli, kdy jsou ready namapovány na 
referenční genom, je možno určit přes-
nou sekvenci DNA celého vzorku. V nej-
jednodušším případě bodového po-
lymorfizmu v  podobě substituce by 
(u  heterozygotního organizmu) měly 
v místě homozygotního genotypu obsa-
hovat všechny ready namapované k da-
nému úseku genomu stejný nukleotid, 
v  místě heterozygotního by polovina 
readů měla obsahovat jednu variantu 
a polovina druhou. Situaci však kompli-
kuje fakt, že sekvenační přístroje pro-
dukují nezanedbatelné množství chyb 
a  jak již bylo zmíněno, ně kte ré ready 
mohou být chybně zarovnány. V  dů-
sledku těchto faktorů tak mohou být 
určeny falešně pozitivní varianty v mís-
tech, kde se ve skutečnosti nevysky-
tují. Aby byla pravděpodobnost chyby 
snížena, využívá se pokročilé statistiky 
(v případě bodových mutací jde typicky 
o bayesovské metody) k určení pravdě-
podobnosti výskytu skutečné varianty 
a  chyby  [15]. Ke  zpřesnění výsledků 
může také posloužit analýza více vzorků 
zároveň –  může např. existovat varianta, 
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nické molekulární onkologii jsou zatím 
přes slibné prognózy poměrně ome-
zené, mimo jiné z  důvodu nedostatku 
přenositelných a  dobře validovaných 
protokolů a  metod zpracování sekve-
načních dat. Sestavování a  interpre-
tace genetické informace nádorových 
buněk patří k vůbec nejsložitějším úko-
lům moderní genomiky a vývoj nových 
bio informatických metod v této oblasti 
tak bude pro jejich uplatnění v klinické 
praxi naprosto nezbytný.
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celé buď z  jednoho, nebo z  druhého 
genu [19].

Nejčastějším cílem sekvenování tran-
skriptomu je určení míry exprese jed-
notlivých genů. Po namapování soft-
ware spočítá, kolik readů se mapovalo 
na který gen a  tuto hodnotu norma-
lizuje na délku genu a  celkový počet 
readů. Výsledkem je hodnota označo-
vaná jako RPKM (reads per kilobase per 
million), popř. FPKM (fragments per ki-
lobase per million, tato hodnota se pou-
žívá u  paired- end sekvenování). Jedná 
se o číslo vypočtené nezávisle pro každý 
gen, které určuje míru jeho exprese. 
V případě sekvenování buněčných linií 
nebo laboratorně pěstovaných organi-
zmů to může být dostačující výsledek, 
ovšem v  případě experimentů s  klinic-
kými vzorky lidských tkání bývá většinou 
cílem spíše porovnání hladiny exprese 
mezi dvěma tkáněmi, např. zdravou a ná-
dorovou [20]. Je proto potřeba provést 
a zpracovat dva experimenty, každý pro 
jeden druh tkáně a výsledky porovnat. 
Situaci komplikuje potenciálně vysoká 
míra variability mezi klinickými vzorky. 
Problém je způsoben tím, že hladina ex-
prese ně kte rých genů je přirozeně silně 
variabilní, zatímco u jiných genů je velmi 
přísně regulována. Velký rozdíl v  hla-
dině exprese jednoho genu tak může 
být bio logicky méně významný než řá-
dově menší rozdíl v hladině exprese ji-
ného genu [21]. Řešení spočívá ve sběru 
více dat a v pokročilé statistice. Experi-
ment je potřeba replikovat –  zpracovat 
několik nezávislých vzorků z obou tkání. 
Na základě rozdílů mezi hodnotami ex-
prese v  rámci vzorků z  jednoho druhu 
tkáně je potom stanovena úroveň va-
riability exprese každého genu a teprve 
poté jsou porovnány hodnoty mezi tká-
němi a  výsledná významnost rozdílů 
v expresi je určena s přihlédnutím k na-
měřené variabilitě  [22,23]. Přestože re-
plikování experimentu značně zvyšuje 
jeho cenu, je to nejspíš jediný použi-
telný přístup, protože na výsledky expe-
rimentů bez dostatečné míry replikace 
se nelze spolehnout [24].

Závěr

NGS je v  současné době hojně využí-
váno ve výzkumu a postupně si nachází 
cestu i do klinické praxe. Aplikace v kli-

Zpracování experimentu 

sekvenování transkriptomu

Při zpracování dat ze sekvenování mRNA 
je opět první nutný krok mapování readů 
na referenční genom, které je ovšem slo-
žitější než v případě sekvenování DNA. 
Důvodem je sestřih transkriptu. RNA 
je izolována a  sekvenována až po se-
střihu, tím pádem se v  jednom readu 
mohou vyskytnout vedle sebe oblasti, 
které jsou v  genomu odděleny dlou-
hým intronem. Mapování mRNA proto 
umožňuje vložení mezery reprezentu-
jící intron do libovolného místa readu 
a kromě sofi stikovaných algoritmů pro 
hledání správného rozdělení readů mezi 
exony využívá i  anotovaný referenční 
transkriptom. Situaci nadále komplikuje 
možnost alternativního sestřihu RNA –  
v  transkriptu může dojít např. k  vystři-
žení jednoho exonu společně se sou-
sedními introny. Části readů sahající přes 
hranici sestřihu je potom třeba namapo-
vat na dva exony, které spolu v genomu 
nesousedí [18].

Pokud je cílem experimentu hle-
dat genové fúze, situace se dále kom-
plikuje. V důsledku fúze se totiž do jed-
noho readu mohly dostat oblasti, které 
nejsou v genomu odděleny pouze krat-
šími oblastmi intronů  –  může se jed-
nat i  o  velmi vzdálené regiony, nebo 
dokonce o  oblasti z  různých chromo-
zomů. Při fúzích navíc může dojít k  in-
verzím, které změní orientaci jedné ze 
spojených sekvencí. Algoritmy hleda-
jící genové fúze proto nejdříve identifi -
kují ready, které není možno namapovat 
běžným způsobem. Ty potom rozdělí na 
kratší fragmenty a snaží se namapovat 
tyto fragmenty nezávisle, bez omezení 
jejich vzájemných pozic. Opětovným 
spojením fragmentů se získá informace 
o možných fúzích. Čím víc readů je na-
mapováno obdobným způsobem do 
dvou oblastí genomu, tím větší je prav-
děpodobnost, že zde došlo ke genové 
fúzi. Na závěr je ještě třeba odfiltro-
vat všechny potenciálně falešné nálezy 
fúze sekvenčně podobných oblastí  –  
ready mohly být namapovány z části na 
jednu, z  části na jinou oblast genomu, 
ale pokud jsou toto např. oblasti dvou 
sekvenčně velmi podobných genů, je 
pravděpodobnější, že jde o chybu ma-
pování a  ready ve skutečnosti pochází 
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TISKOVÁ ZPRÁVA

IntegRECAMO: úspěšná realizace projektu OP VK

IntegRECAMO: Intellectual Anchor je 
projekt Regionálního centra apliko-
vané molekulární onkologie (RECAMO) 
Masarykova onkologického ústavu 
(MOÚ) financovaný z  prostředků Ev-
ropského sociálního fondu prostřed-
nictvím Operačního Programu Vzdě-
lávání pro konkurenceschopnost 
(reg.  č. CZ.1.07/ 2.3.00/ 20.0097). Pro-
jekt byl řešen v období od 1. 7. 2013 do 
30. 6. 2015.

Projekt IntegRECAMO byl realizo-
ván v rámci centra RECAMO MOÚ, které 
vzniklo za podpory OP VaVpI (CZ.1.05/ 
/2.1.00/ 03.0101) v  roce 2010 a od roku 
2015 je spolufinancováno projektem 
RECAMO2020  (LO1413) NPU I  MŠMT. 
Hlavním cílem centra RECAMO je úzká 
spolupráce vědců zabývajících se zá-
kladním výzkumem v oblasti nádorové 
bio logie s lékařskými specialisty a rychlá 
aplikace nových poznatků základního 
výzkumu do klinické praxe. Klíčovým as-
pektem celkové strategie projektu je pak 
zefektivnit využití získaných výsledků vý-
zkumu včasným zahájením spolupráce 
s aplikační sférou. Konečným cílem pro-
jektu je přenést poznatky základního vý-
zkumu do podoby klinicky použitelných 
markerů, které mohou přispět ke zlep-
šení péče o pa cienta.

Partnerem projektu IntegRECAMO byla 
Masarykova univerzita (MU), resp. její pra-
coviště věnující se problematice spojené 
s nádorovou bio logií na Lékařské a Příro-
dovědecké fakultě. Spolupráce s MU je for-
málně ustanovena i ve statutu MOÚ, které 
je školicím pracovištěm pro pregraduální 
i postgraduální studenty MU v oblasti me-
dicíny a přírodních věd; zaměstnanci MOÚ 

se podílí na výuce na Lékařské a Přírodo-
vědecké fakultě MU a jsou školiteli a ve-
doucími diplomových a dizertačních prací.

Projekt IntegRECAMO podpořil inte-
graci špičkových tuzemských a zahranič-
ních výzkumných pracovníků do týmu 
RECAMO, přenesení jejich zkušeností na 
mladé české vědce a vytvoření podmínek 
pro interakce v  oboru na mezinárodní 
úrovni. Projekt IntegRECAMO umožnil za-
pojení studentů a akademických pracov-
níků do výzkumu centra RECAMO a posí-
lil vzájemnou spolupráci organizací stáží 
členů týmu a studentů MU na zahranič-
ních pracovištích. Od začátku projektu 
bylo realizováno 20 krátkodobých a dlou-
hodobých stáží pracovníků na předních 
evropských pracovištích zabývajících se 
problematikou onkologického výzkumu. 
Stáže umožnily edukaci pracovníků v ob-
lasti nových technologií, případně jejich 
zavedení na pracoviště RECAMO a nově 
získané výsledky společného výzkumu 
budou základem publikací v renomova-
ných vědeckých časopisech.

Projekt IntegRECAMO byl dále zamě-
řen na přímou edukaci pracovníků MOÚ 
a MU v oblastech souvisejících s onkolo-
gickým výzkumem i v oblastech podpo-
rujících výzkum a vývoj (VaV). V rámci In-
tegRECAMO bylo celkem zorganizováno 
30  odborných workshopů zaměřených 
na konkrétní oblast nádorové bio logie, 
na nichž přednášeli domácí i zahraniční 
specialisté v oboru. V rámci dvou „Dnů 
otevřených dveří“ se odborná i  laická 
veřejnost mohla seznámit s výzkumem 
v RECAMO a prohlédnout si prostory la-
boratoří RECAMO v nově rekonstruova-
ném Morávkově pavilonu MOÚ.

Především pro mladé vědecké pracov-
níky a  studenty byly organizovány dvě 
„Letní školy IntegRECAMO“ s ústředními 
tématy „Metody základního a aplikova-
ného výzkumu v onkologii“ a „Aplikovaný 
a  klinický onkologický výzkum“. Náplň 
těchto týdenních intenzivních kurzů tvo-
řily přednášky z konkrétních oblastí ná-
dorové bio logie, kurz bio statistické ana-
lýzy s možností praktického hodnocení 
vlastních naměřených bio logických 
dat i  exkurze na pracoviště aplikační 
sféry zabývající se oblastí spojené s bio-
technologií a výzkumem. O odborné ná-
plni Letní školy IntegRECAMO 2013  in-
formuje práce s  názvem „Knowledge 
transfer at the RECAMO Sum mer School 
of 2013“ autorů M. Sheard a L. Zdražilová 
Dubská publikovaná v časopisu Klinická 
onkologie v roce 2014.

Pod záštitou IntegRECAMO byly orga-
nizovány tři ročníky (2013, 2014, 2015) 
sympozia s mezinárodní účastí „RECAMO 
joint meeting –  Through Cancer towards 
Applied Molecular Oncology“. Pracoviště 
RECAMO konferenci tradičně pořádá již 
od roku 2010 a je určena především pro 
mladé začínající vědce zabývající se pro-
blematikou molekulární onkologie, kteří 
tak kromě prezentace výsledků svého 
výzkumu mají příležitost navázat spolu-
práci s ostatními pracovišti. 

V roce 2015 projekt podpořil organi-
zaci konference „Laboratorní dia gnostika 
v onkologii 2015“, pořádanou již tradičně 
MOÚ společně s Lékařskou fakultou MU 
pod záštitou České asociace sester. Kon-
ference je primárně určena pro zdravotní 
laboranty a další pracovníky v klinických 
laboratořích. Setkání je zaměřeno na on-
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kvality ve výzkumných laboratořích, ší-
ření výsledků vědy a výzkumu do praxe, 
transferu technologií a osvojování si zna-
lostí o ochraně, ohodnocování a správě 
duševního vlastnictví.

Projekt IntegRECAMO: Intellectual An-
chor maximálně naplnil primární vyty-
čené cíle spočívající v zapojení expertů 
do výzkumných aktivit RECAMO, dále ve 
smyslu široké vědecké spolupráce pro-

střednictvím studijních pobytů a také ve 
smyslu pokrytí dosud nerealizovaných 
edukačních aktivit v oblastí VaV v onko-
logii. V úspěšných aktivitách projektu In-
tegRECAMO budeme nadále pokračovat 
(www.recamo.cz).

RNDr. Lenka Zdražilová Dubská, Ph.D.
garant projektu IntegRECAMO

V Brně 12. 7. 2015

kologickou dia gnostiku a specifi cké as-
pekty laboratorní dia gnostiky u onkolo-
gického pa cienta napříč specializacemi 
laboratorní medicíny.

Kromě pořádání odborných seminářů 
zaměřených na konkrétní problematiku 
z  oblasti nádorové bio logie se projekt 
IntegRECAMO věnoval i  dalšímu vzdě-
lávání pracovníků výzkumu a  vývoje 
organizací 19 workshopů na témata ří-
zení projektů VaV včetně managementu 
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