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PŘEHLED

Variabilita buněčné populace solidních 
nádorů a její význam pro diagnostiku a terapii 
nádorových onemocnění

Variability in the Solid Cancer Cell Population  
and Its Consequences for Cancer Diagnostics and Treatment

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

Souhrn
Východiska: Nádorové onemocnění se vyvíjí na základě vzniklé somatické mutace evolučním proce­
sem podle Darwinovských pravidel. Vývoj nádoru je proces dynamické klonální expanze a následné 
selekce vedoucí ke vzniku geneticky odlišných subpopulací přizpůsobených odlišným podmín­
kám nádorového mikroprostředí konkrétního hostitele. Genom jednotlivých nádorových buněk je 
utvářen různými selekčními tlaky. Evoluční dráha vývoje nádoru má ve většině případů rozvětvený 
charakter a jednotlivé nádorové subklony se tak vyvíjejí paralelně. Diverzita klonů v rámci jediné ná­
dorové tkáně vede ke vzniku genetické, epigenetické a fenotypové variability, což současně předsta­
vuje hlavní překážku exaktní diagnostiky a účinné personalizované léčby konkrétního nádorového 
onemocnění u konkrétního jedince. Pokroky v sekvenačních technikách nám v současnosti umož­
ňují odpovědět na otázky ohledně růstu a progrese heterogenních nádorů a také jejich schopnosti 
odpovídat na léčbu. Porozumění mechanizmu vzniku a sledování změn na úrovni nádorových klonů 
v průběhu progrese nádorového onemocnění může pomoci zlepšit účinnost protinádorové léčby. 
Cíl: Tento přehledový článek se zabývá nádorovou heterogenitou a ukazuje, jak klonální diverzita 
ovlivňuje nádorovou heterogenitu na úrovni genetické, epigenetické i proteinové. Dále popisuje, jak 
fylogenetika, efektivní nástroj systémové biologie, může pomoci při sledování klonální evoluce ná­
doru v průběhu jeho progrese a tvorbě metastáz. Na závěr také hodnotí, jakým způsobem přispívá 
nádorová heterogenita k problémům v diagnostice nádorových onemocnění a jejich léčbě. 

Klíčová slova
evoluce nádorů – nádorová heterogenita – nádorová fylogenetika – klonální evoluce

Summary
Background: Cancer develops as a result of somatic mutations and evolutionary processes with 
a Darwinian character. Tumors evolve by dynamic clonal expansion and selection to form geneti­
cally diverse cell subpopulations adapted to different tumor microenvironmental conditions. Within 
cancer cells, the genome is shaped by various selective pressures. Cancer evolution often follows 
a branched trajectory with divergent subclones evolving simultaneously. Clonal diversity within 
the same tumor results in genetic, epigenetic and phenotypic variability in tumor mass, which re­
presents a major obstacle for the development of efficient diagnostics and personalized treatment. 
Advances in sequencing techniques have enabled a better understanding of the growth, progres­
sion and response to cancer treatment in heterogeneous cancers. Concurrently, understanding the 
mechanisms involved and monitoring changes in cancer clones during disease progression may 
improve the efficiency of cancer therapy. Aim: In this review, we summarize available data on intra­
tumor heterogeneity. We show how intratumor heterogeneity, arising from clonal diversity, mani­
fests itself at various levels, including at the genetic, epigenetic, and protein levels. We describe how 
phylogenetics, a powerful systems biology approach, can help trace clonal evolution during cancer 
progression and metastasis formation. We also highlight the main problems caused by intratumor 
heterogeneity, which hinders the development of novel diagnostics and therapies.

Key words
cancer evolution – intratumor heterogeneity – cancer phylogenetics – clonal evolution
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Úvod

Nádorové onemocnění je tradičně vní-
máno jako genetické onemocnění 
s  charakteristickou progresivní kumu-
lací změn v klíčových genech a signál-
ních dráhách kontrolujících proliferaci 
buněk. Předpokládá se, že nádor vzniká 
v  důsledku neletální změny genomu, 
přičemž ve většině případů jde o změny 
spontánní a méně často jsou tyto změny 
podmíněny zárodečnou mutací. V 70. le-
tech minulého století byla vyslovena 
teorie evolučního principu nádorové 
progrese, která popisuje nádorové one-
mocnění jako evoluční proces řízený 
postupnou kumulací somatických mu-
tací a následnou selekcí subklonů [1,2]. 
Znamená to tedy, že od prvotní události, 
během které dochází k  transformaci 
zdravé buňky v buňku nádorovou, se až 
ke stadiu diseminovaného onemocnění 
nádor vyvíjí procesem selekce. Evoluční 
teorie progrese nádorů je však lehce od-
lišná od evoluční teorie druhů [3]. Nádo-
rové buňky jsou vystaveny selekčnímu 
tlaku mikroprostředí, jako je působení 
imunitního systému, změna pH, nedo-
statek živin, anatomické bariéry a půso-
bení protinádorové terapie. Tyto tlaky 
průběžně formují evoluční dráhu ná-
doru a  vznikajících subpopulací  [4]. 
Vzhledem k tomu, že evoluci nádoru lze 
jen velmi těžko studovat u  pa cienta  –  
člověka, neboť z etických důvodů není 
možné průběžně odebírat bio psie pro-
gredujícího nádoru, většina studií zabý-
vajících se evoluční historií nádorů je re-
trospektivních, a  tak vychází ze „single 
time-point“ vzorků. Uvedený přístup je 
však doposud považován za dostačující, 
neboť vnitřní nádorová heterogenita (in-
tratumoral heterogeneity –  ITH) předsta-
vuje permanentní záznam mutací vznik-
lých v  průběhu progrese nádoru  [5]. 
Model nádorové evoluce využívá pro stu-
dium nádorové progrese fylogenetiku –  
typ analýzy, která zaznamenává změny 
v genomu nádoru v podobě evolučního 
stromu. 

V populaci pa cientů s  nádorovým 
onemocněním je třeba rozlišovat ITH (in-
tratumoral) a mezinádorovou heteroge-
nitu (intertumoral). Mezinádorová hete-
rogenita označuje různorodost nádorů 
stejného histologického typu mezi růz-
nými pa cienty a předpokládá se, že vy-

chází z lokalizace tumoru v rámci orgánu 
a  z  původu buněk. Je také ovlivněna 
specifi ckými vlastnostmi hostitele, jako 
je věk, hormonální status, zárodečné 
genetické variace, komorbidity a  sou-
běžné medikace a environmentální fak-
tory [6]. ITH charakterizuje různorodost 
nádorových buněk v nádorové tkáni je-
diného pa cienta. Zahrnuje prostorovou 
heterogenitu, která vychází z nerovno-
měrné distribuce geneticky odlišných 
buněčných populací v  nádoru a  sou-
časně i  změny v  čase, neboť změny 
v genomu nádorových buněk probíhají 
dynamicky [7].

Vnitřní heterogenita nádorů

Nádor jako makroskopicky heterogenní 
systém popsali již v 19. století Johannes 
Muller a Rudolf Virchow, kteří pozorovali 
výrazný pleomorfi zmus buněk nádorové 
tkáně [8,9]. V 70. letech 20. století Hepp-
ner a další autoři popsali v rámci jedné 
nádorové tkáně přítomnost odlišných 
subpopulací, které se od sebe lišily od-
povědí na léčbu a schopností metasta-
zovat  [10]. Odlišné histologické obrazy 
je možné v  nádorové tkáni pozorovat 
poměrně často a odpovídají odlišnému 
stupni diferenciace a  metaplastickým 
změnám. Morfologická heterogenita je 
významnou součástí prognostického 
skórovacího systému, např. u karcinomu 
prostaty [11]. 

Nádorová heterogenita je častý jev 
objevující se u  množství nádorových 
dia gnóz [12,13], avšak otázkou stále zů-
stává, jakým mechanizmem vzniká. ITH 
je formována množstvím vnějších sil pů-
sobících na nádorový genom a  ovliv-
ňujících strukturu nádorové tkáně. Ná-
dorové mikroprostředí tak vytváří tlak, 
na základě kterého přežívají buňky 
nejlépe adaptované na podmínky
okolí [7]. 

V poslední době, kdy k významnému 
posunu v  chápání evoluce nádorů při-
spěl velký pokrok ve využívání sekveno-
vání druhé generace (next generation 
sequencing  –  NGS), se upouští od tra-
dičního paradigmatu progrese nádoru 
jako jednoho klonu s  postupně narůs-
tající agresivitou. Nádorová populace je 
chápána jako komplexní systém tvořený 
obvykle mnoha jednotlivými geneticky 
příbuznými subklony, které se vyvíjejí 

paralelně [14,15] (srovnání s modelem li-
neární evoluce v kapitole Klonální evo-
luce nádorů). 

Heterogenita nádorové populace se 
může rozvíjet v  důsledku změn v  ge-
nomu v rámci klonu nádorové populace, 
pod tlakem změn v nádorovém mikro-
prostředí, nebo na pozadí kombinace 
uvedených faktorů [16]. Mutace vzniklé 
v  nádorových buňkách lze rozdělit do 
dvou typů –  1. funkčně důležité „driver“ 
mutace a  2. neutrální „passenger“ mu-
tace, které je pouze doprovázejí a  ne-
mají zásadní vliv na agresivitu nádoru. 
„Driver“ mutace, také označované jako 
kmenové mutace, představují změny 
vyskytující se v raných fázích nádorové 
transformace a je možné je identifi kovat 
ve všech oblastech nádorové tkáně, za-
tímco „passenger“ mutace jsou aberace 
lokalizované pouze do určitých menších 
regionů nádorové populace [17]. Odliš-
nosti v nádorovém genomu mohou dát 
vzniknout nádorům s  podobným fe-
notypem, které se však geneticky ne-
překrývají. To je dáno především sku-
tečností, že odchylky v  buněčném 
metabolizmu a  signalizaci mohou být 
v buňce navozeny prostřednictvím růz-
ných mechanizmů. Na druhou stranu 
i  fenotyp geneticky identických buněk 
může být odlišný, neboť přestože jsou 
nádory architektonicky komplexní, liší 
se v  míře regionální vaskulatury, infi lt-
race hostitelskými (nenádorovými) buň-
kami zánětlivými nebo buňkami imunit-
ního systému, složkami pojivové tkáně 
a dalšími vlastnostmi. Tyto specifi cké re-
gionální vlastnosti vedou ke vzniku roz-
dílných mikroprostředí a  tím k  rozvoji 
fenotypové heterogenity  [18]. ITH se 
tedy projevuje nejednotností na mnoha 
úrovních, vč. genetické, epigenetické 
a fenotypové.

Genetická heterogenita

Genetická heterogenita označuje struk-
turní a  kvantitativní chromozomální 
změny. Somatické buňky kumulují 
v průběhu života mutace, které jim dá-
vají selektivní výhodu, jsou to již zmí-
něné „driver“ mutace, které zvyšují pře-
žití a proliferaci buněk, dále pak mutace 
neutrální a nakonec mutace, které jsou 
pro buňky nevýhodné a  vedou k  je-
jich smrti nebo senescenci. Ačkoliv má 
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dostává ve větší míře než ostatním klo-
nům [43]. Ně kte ré studie také ukazují, že 
jednotlivé subklony jsou schopny vzá-
jemně interagovat na základě parakrinní 
signalizace [44,45].

Selekční tlak se v průběhu nádorové 
progrese mění, což přispívá ke změně 
subklonální architektury a  dominance 
v  průběhu vývoje nádoru  [42]. Obrov-
ské změny v  zastoupení klonů v  prů-
běhu času lze pozorovat např. u množ-
ství hematologických malignit, jako je 
chronická lymfocytární, akutní mye-
loidní nebo akutní lymfoblastická leu-
kemie, u  nichž se dia gnostické vzorky 
liší od vzorků získaných v  pokročilém 
stadiu onemocnění  [46– 49]. Stejně tak 
u solidních nádorů jsou změny v organi-
zaci nádoru pozorovány na základě srov-
nání dia gnostických vzorků se vzorky 
rekurencí nebo z  porovnání tkáně pri-
márního nádoru s metastázou. Byly po-
psány čtyři základní mechanizmy evo-
luce nádorů.

karcinomu vaječníku není heterogenita 
klonů vždy navázaná na genetickou po-
ruchu, ale často je závislá na podmín-
kách daného mikroprostředí [38– 40]. 

Klonální evoluce nádorů

Nádorový klon je z defi nice skupina ná-
dorových buněk, které sdílejí vysoce po-
dobný genotyp a mutační profi l, zatímco 
subklon je skupina buněk, které se od-
dělily v evoluční linii a získaly další mu-
tace [41] (obr. 1). Populace subklonů ná-
dorových buněk tedy dávají vzniknout 
heterogennímu prostředí uvnitř nádoru, 
přičemž jednotlivé subklony nejsou izo-
lované entity. Z hlediska geografi ckého 
se populace subklonů mohou v  rámci 
nádoru prolínat nebo mohou být na-
opak prostorově odděleny  [42]. Inter-
akce mezi subklony v průběhu nádorové 
evoluce může být na úrovni kompetice, 
ale i kooperace. Jeden z klonů může vy-
tlačit ostatní na základě přísunu kys-
líku, živin a  prostoru, kterých se mu 

většina mutací jen malý vliv na celkový 
stav buňky, i několik málo „driver“ mu-
tací může udělit buňce evoluční výhodu, 
která jí umožní prosperovat více než 
ostatním [19]. Rozsáhlé analýzy dat exo-
mového sekvenování ukázaly, že každý 
nádor dospělého věku nese přibližně 
20– 300 jednonukleotidových změn (sin-
gle nukleotide variant –  SNV) nebo krát-
kých inzercí či delecí  [20– 26]. Kromě 
toho nádory nesou i změny v počtu kopií 
genu (copy number variants  –  CNV) 
a translokací [27,28]. 

Epigenetická heterogenita

O epigenetické heterogenitě mluvíme 
v případě, že nádorová populace vyka-
zuje variabilitu v profi lu metylace DNA, 
acetylace histonů a změny v konformaci 
chromatinu. Geny kódující regulátory 
epigenomu patří k  nejčastěji mutova-
ným genům v nádorech. Jejich výsled-
kem je snížený obsah 5-metylcytosinu, 
zvýšená metylace normálně nemetylo-
vaných dinukleotidů cytosin-fosfát-gua-
ninu (cytosin-phosphatidyl-guanin  –  
CpG) v  promotorech genů kódujících 
nádorové supresory, genů odpověd-
ných za reparaci DNA a genů souvisejí-
cích s metastazováním [29– 34]. I když se 
obecně předpokládá, že se evoluční his-
torie nádoru odvozená z  genetických 
a  epigenetických dat může lišit (me-
tylace DNA je reverzibilní proces a  je 
také mnohem více náchylná k chybám 
než replikace DNA), studie provedené 
na nádorech mozku a  prostaty ukazují 
shodné profi ly aberantní metylace DNA, 
somatických mutací i změn v počtu kopií 
genů [35,36]. 

Fenotypová heterogenita

Fenotypová heterogenita vychází z inte-
grace genetických i negenetických vlivů. 
Hlavní faktory ovlivňující nádorový feno-
typ je možné rozdělit na vnitřní –  gene-
tická, epigenetická variabilita a míra di-
ferenciace nádorových buněk, a vnější, 
u  níž je výrazným hráčem nádorové 
mikroprostředí (fi broblasty, buňky imu-
nitního systému, novotvořené cévy, ex-
tracelulární matrix a  hypoxie). Vnější 
(tj. hostitelské) faktory často formují di-
verzitu nádorových buněk výrazněji než 
faktory vnitřní [37]. Například u kolorek-
tálního karcinomu a  světlobuněčného 

Obr. 1. „Trunk-branch“ model nádorové heterogenity.

Vývoj vnitřní nádorové heterogenity se podobá rostoucímu stromu. Kmen stromu před-
stavuje „driver“ mutace 1) přítomné v každém subklon; větve 2) představují jednotlivé 
klony; a malé větvičky 3) subklony. Biologické vlastnosti jednotlivých oblastí nádoru (sub-
klonů) jsou dány regionálními mutacemi, které mají za určitých podmínek selekčního 
tlaku potenciál stát se „driver“ mutacemi. 
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hodě v průběhu vývoje nádoru a jedná 
se spíše o kumulaci náhodných mutací 
vedoucí ke genetickému driftu a  vý-
razné heterogenitě (obr. 2c). Ta je pak ve-
dlejším efektem bez funkčního významu 
pro nádorový růst. Jedná se však o ex-
trémní teorii, která má poměrně málo 
důkazů v klinické praxi [68].

Model přerušované evoluce nádorů 

(punctuated evolution)

U ně kte rých nádorů se na začátku pro-
grese kumuluje velké množství genetic-
kých aberací způsobujících extenzivní 
heterogenitu nádorové tkáně s velkým 
počtem subklonů. Postupně pak do-
chází k  jejich redukci díky expanzi jed-
noho nebo několika dominantních 
klonů [69,70] (obr. 2d).

Kromě celkem přesně definovaných 
modelů může nádorová progrese probí-
hat i hybridním způsobem, kdy je para-
lelně aplikováno více modelů (může být 
typické pro určité skupiny mutací), nebo 
tyto modely mohou následovat v  prů-
běhu času (ně kte ré převažují v  raných 
stadiích progrese) [71].

čemž se tyto klony vyvíjí paralelně a dá-
vají vzniknout mnoha klonálním liniím. 
Nedochází zde k  vytlačení submisiv-
ních klonů, jako je tomu u lineární evo-
luce, a  všechny klony expandují sou-
časně (obr. 2b). Pomocí NGS byl typický 
mutační profi l zahrnující kmenové mu-
tace, mutace specifické pro jednot-
livé subklony a další mutace v jednotli-
vých buňkách identifikován u  nádorů 
prsu, prostaty, jater, ledvin, vaječníku, 
melanomu a  u  kolorektálního karci-
nomu  [51– 63]. Počet klonů a  tvar evo-
lučního stromu se mezi dia gnózami liší, 
nicméně u ně kte rých dia gnóz lze pozo-
rovat společné rysy (dlouhé větve evo-
lučního stromu u ně kte rých typů nádorů 
prsu) [55,57,64]. Rozvětvená evoluce ná-
dorů byla popsána u mnoha nádorů, vč. 
progrese adenomu na karcinom u nádo-
rového onemocnění tlustého střeva, kar-
cinomu slinivky břišní a prsu [51,65– 67].

Model neutrální evoluce nádorů 

(neutral evolution)

Hypotéza neutrální evoluce vychází 
z představy, že nedochází k selektivní vý-

Lineární model evoluce nádorů 

(linear evolution)

Lineární model nádorové progrese je 
pravděpodobně nejznámější a  podle 
něj k mutacím dochází postupně krok za 
krokem v  lineárním sledu. „Driver“ mu-
tace v tomto případě poskytují buňkám 
tak silnou selektivní výhodu, že předčí 
všechny předchozí klony a  v  nádorové 
tkáni pak převládá jako dominantní klon 
(obr. 2a). Typickým příkladem lineárního 
modelu nádorové progrese je Fearon-
-Vogelsteinova teorie nádorové progrese 
karcinomu tlustého střeva. Ukazuje, 
jakým způsobem přispívá po sobě násle-
dující zisk „driver“ mutací k posunu one-
mocnění do pokročilejších stadií s vyšší 
malignitou [50]. Tento model podporují 
také histopatologická pozorování nádo-
rové progrese vedoucí od adenomu přes 
vývoj karcinomu až ke vzniku metastáz 
u ně kte rých nádorových dia gnóz. 

Rozvětvený model evoluce nádorů 

(branch ing evolution)

Model větvící se evoluce popisuje 
klony mající společného předka, při-

Obr. 2. Fylogenetický strom znázorňující mechanizmy evoluce nádorů a schematické znázornění progrese vnitřní heterogenity ná-

doru v průběhu času. 

a) lineární model, b) rozvětvený model, c) neutrální model, d) přerušovaný model [71].

ko S2 2018 recamo.indb   2S8 5.10.2018   10:03:47



VARIABILITA BUNĚČNÉ POPULACE SOLIDNÍCH NÁDORŮ A JEJÍ VÝZNAM PRO DIAGNOSTIKU A TERAPII

Klin Onkol 2018; 31 (Suppl 2): 2S5– 2S13 2S9

fylogenetických dat nádorů využívány 
počítačové metody, které pomáhají re-
konstruovat evoluční procesy nádorů. 
Vstupní data pro fylogenetickou analýzu 
představuje genomový profi l. Původně 
byla získaná pomocí komparativní geno-
mové hybridizace (comparative genomic 
hybridization –  CGH) nebo fl uorescenční 
in  situ hybridizace (fl uorescence in  situ 
hybridization –  FISH) [73,77], avšak po-
stupně byly tyto metody vytlačeny NGS. 
Většina dat je vyhodnocována standard-
ními algoritmy využívanými při fyloge-
netické analýze druhů, jako je metoda 
maximální úspornosti (maximal parsi-
mony), metoda minimální evoluce (mi-
nimal evolution), metoda nejbližšího 
souseda (neighbour joining) nebo ba-
yeneiovské metody stanovení fylogene-
tických vztahů [74].

Přístup k analýze fylogenetických dat 
nádorů vychází především z typu studie, 

lekce chybí –  není známý počet mutací 
potřebný k rozvoji nádoru ani zda se liší 
mezi různými typy nádorového one-
mocnění [76]. Z hlediska evoluční teorie 
přirozeným výběrem je však třeba zdů-
raznit, že selektivní výhoda podle Dar-
wina probíhá pouze na úrovni nádorové 
populace, a nikoliv na úrovni jedince –  
hostitele. V poslední době bylo publiko-
váno i několik prací, které místo darwi-
novské evoluce nádorové heterogenity 
navrhují model neutrální evoluce (non-
-Darwinian model). Opět se tedy ote-
vírá diskuze ohledně role selekcionizmu 
a neutralizmu v procesu evoluce přiroze-
ným výběrem, tentokrát však na úrovni 
nádorových buněk [59, 77– 79]. 

Původně byly k  sestavení fylogene-
tického stromu nádoru použity variace 
mikrosatelitových markerů u hereditár-
ního nepolypózního karcinomu kolo-
rekta [72]. V současnosti jsou k analýze 

Fylogenetika nádorů

První pokusy využít fylogenetický model 
stromu v onkogenezi se objevily v 90. le-
tech 20. století [72,73]. Tento druh ana-
lýzy dal postupně vzniknout novému 
odvětví označovanému jako nádorová 
fylogenetika. V současné době využívá 
nádorová fylogenetika mnohem sofi sti-
kovanější analytické přístupy, než tomu 
bylo na jejím počátku, a tento posun je 
také dokumentován narůstajícím množ-
stvím publikací využívajících fylogene-
tické přístupy pro studium nádorových 
onemocnění za poslední 4 roky. 

V současnosti dominuje představa 
darwinovské evoluce uplatňující se jako 
hlavní síla formující nádorovou hetero-
genitu, avšak tato teorie je v  určitých 
směrech limitovaná. Její omezení vy-
chází z rozdílných vlastností populací ná-
dorových buněk a populací organizmů. 
Nádorové buňky představují populaci 
s nepohlavním dělením (tzn. neprobíhá 
zde meiotická rekombinace, neuplat-
ňuje se Hardy-Weinbergův zákon o frek-
venci genotypů ani teorie pohlavního 
výběru), jejíž vývoj je ovlivňován evo-
lučními procesy, které se projevují v nor-
mální populaci –  mutace, genetický drift 
a přirozený výběr. Ačkoliv evoluční teo-
rie značně pomáhá v  pochopení dějů 
v  průběhu nádorové progrese, rozdíly 
v  evolučním procesu nádorů spočívají 
především v –  1. četnosti mutací; 2. míře 
selekce; 3. typicky vysoké heterogenitě 
vznikajících nádorových klonů a 4. typu 
vzniklé mutace [74]. 

Dominantním mechanizmem evo-
luce druhů podle Darwina je selekce 
přirozeným výběrem. U  nádorových 
buněk se jedná převážně o pozitivní se-
lekci, která probíhá ve prospěch mutací 
podporujících všechny znaky nádorové 
buňky [75], zatímco negativní selekce je 
v  průběhu vývoje nádoru velmi slabá. 
Toto také vysvětluje extrémní toleranci 
nádorových buněk k  hypermutabilitě. 
Typickou vlastností nádorů je hyper-
mutabilní fenotyp spojený s typem mu-
tací, které nejsou časté při evoluci druhů. 
Hypermutabilita zahrnuje chromozo-
mální nestabilitu (chromosomal instabi-
lity –  CIN), mikrosatelitovou nestabilitu 
(microsatellite instability  –  MIN), vyso-
kou četnost bodových mutací a  také 
CNV  [74]. Kvantitativní hodnocení se-

Obr. 3. Klasifi kace metod nádorové fylogenetiky na základě typu studie.

U kohortové studie (a) jsou jednotlivé nádory u odlišných jedinců (barevná kolečka) ana-
lyzovány jako by se jednalo o odlišné druhy. Studie nádorových regionů (b) vychází ze 
vzorků jediného pacienta, ale odlišných nádorových regionů primárního nádoru (zeleně, 
modře, šedě) nebo metastáz (červeně, žlutě). Analýza individuálních nádorových buněk 
(c) provádí fylogenetickou analýzu na základě variací mezi jednotlivými buňkami nádoru 
v jednom nebo více nádorových regionech (zeleně, modře, šedě (primární nádor), čer-
veně, žlutě metastáza) [74].
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která způsobuje komplikace při nastavo-
vání vhodné léčby. Na základě mnoha 
studií je zjevné, že k úspěchu léčby me-
tastatického onemocnění může přispět 
orgánově specifi cká léčba [86– 89]. 

Heterogenita v dia gnostice, 

terapii a lékové rezistenci

V současné době rostoucích požadavků 
na personalizovanou léčbu nádorového 
onemocnění představuje prostorová 
orientace a zastoupení nádorových sub-
klonů v čase významnou výzvu pro správ-
nou dia gnostiku a  léčbu nádorů  [90]. 
Zatímco ně kte ré klony mohou být domi-
nantními z hlediska fyzické entity nádoru, 
menší a často nedetekovatelné subklony 
mohou mít zásadní vliv na klinický prů-
běh onemocnění, a to obzvlášť u hema-
tologických malignit [91,92].

Vnitřní faktory (genetická nestabi-
lita, mutační rychlost a epigenetický sta-
tus), stejně tak jako vnější faktory (vliv 
mikroprostředí a  terapie) ovlivňují he-
terogenitu a  odpověď na léčbu. Ana-
lýza pa cientských vzorků v  průběhu 
času ukázala alterace v nádorovém ge-
nomu po aplikaci chemoterapeutik, což 
ukazuje, že i  samotná léčba je odpo-
vědná za výrazné změny v genomu ná-
dorových buněk a může přímo přispívat 
k progresi onemocnění [20]. Většina te-
rapeutických látek není schopna elimi-
novat veškeré nádorové buňky. Ty, které 
léčba nezasáhne, následně často vyka-
zují ještě větší genetickou nestabilitu 
nebo rozvíjejí mechanizmy odpovědné 
za rezistenci (samotné zvýšení genetické 
nestability nedává nádorovým buňkám 
selektivní výhodu, a  naopak může být 
fatální v případě, že překročí práh živo-
taschopnosti). Z  toho důvodu správně 
odhalená genotypová a fenotypová va-
riace mezi jednotlivými nádorovými 
buňkami v rámci nádorové tkáně a míra 
heterogenity může sloužit jako vhodný 
dia gnostický nástroj a  prediktivní bio-
marker  [93]. Experimentálně bylo pro-
kázáno, že množství genetických změn 
v  nádorových subpopulacích primár-
ního karcinomu prsu koreluje s klinicko-
-patologickými rysy [94,95] a vyšší míra 
heterogenity koreluje s  horší prognó-
zou, např. u  pa cientů s  karcinomem 
hlavy a  krku nezávisle na proběhlé in-
fekci lidským papilomavirem [96,97]. 

k diseminaci dochází v pozdních stadiích 
onemocnění (pozdní diseminace)  [81]. 
Ně kte ré novější studie však ukazují, že 
ně kte ré nádory prsu a slinivky břišní jsou 
schopné diseminovat již v  preneoplas-
tickém stadiu (raná diseminace) [82,83]. 
V  tomto případě jsou nádorové buňky 
distribuovány po těle hostitele v  době, 
kdy samotné onemocnění není ještě 
dia gnostikováno, a  po variabilní době 
dormance se mohou začít vyvíjet nezá-
visle na primárním nádoru. Takové ná-
dory sdílejí ně kte ré původní „driver“ mu-
tace s  primárním nádorem, avšak dále 
rozvíjejí svoji genetickou heterogenitu 
nezávisle na primárním nádoru a ostat-
ních metastatických lézích a jsou navzá-
jem vysoce heterogenní. Zvláštní případ 
představuje situace, kdy metastázy po-
cházejí ze subklonů odvětvených v  ra-
ných fázích nádorové progrese, ale di-
seminovaných až v  pozdní fázi. V  tom 
případě jsou metastázy vysoce hetero-
genní vůči sobě samotným, avšak jejich 
genetická výbava je blízká primárnímu 
nádoru. Studie zabývající se metastazo-
váním u kolorektálního karcinomu uká-
zaly, že model metastazování se může 
u jednotlivých pa cientů lišit, tzn. ve sku-
pině pa cientů se stejnou dia gnózou 
může docházet k ranému i pozdnímu di-
seminovanému onemocnění [84]. 

Kromě již uvedeného byla u  mela-
nomu pozorována genomová variabilita 
mezi lokoregionálními metastázami (po-
cházely z jediného subklonu primárního 
nádoru) a vzdálenými metastázami (po-
cházely z odlišných subklonů primárního 
nádoru) [85]. Celkově lze tedy říci, že jed-
notlivé případy metastazování jsou uni-
kátní a je nemožné aplikovat univerzální 
model na všechny případy. Situace je 
však ještě komplikovanější, neboť kromě 
uvedených klasických cest, kdy vzniklé 
metastázy mají původ monoklonální, 
existují i mechanizmy vedoucí ke vzniku 
polyklonálních metastáz [77].

Rozdíl v genomu primárního nádoru 
a metastázy představuje významný zdroj 
informací pro design anti-metastatické 
léčby. Genomová variabilita primár-
ních nádorů kombinovaná s variabilitou 
vzniklou v důsledku dalších selekčních 
tlaků v mikroprostředí ve vzdálených or-
gánech hostitele vytváří obrovskou he-
terogenitu metastatického onemocnění, 

kterou může být –  1. kohortová studie za-
hrnující data z mnoha nádorů a popisu-
jící nejčastější dráhy progrese pro danou 
dia gnózu (cross-cohort studies) (obr. 3a); 
2. studie nádorových regionů pocházejí-
cích z odlišných lokalit jediného nádoru 
(regional bulk phylogenetics) (obr.  3b) 
nebo 3. analýza individuálních nádo-
rových buněk získaných z  jediného ná-
doru (single-cell tumour phylogenetics) 
(obr. 3c) [74]. Přehled dostupného soft-
waru pro analýzu fylogenetických dat 
členěný na základě typu studie je uve-
den v publikaci Schwartz et al [74].

Výstupní data pak představují fyloge-
netický strom, který odhaduje pořadí, 
ve kterém docházelo ke vzniku mutací 
v průběhu oddělování klonů v linie. Spo-
lečné uzly fylogenetického stromu před-
stavují společné předky, jejichž genotyp 
může být vyvozen na základě společ-
ných rysů mezi jejich potomstvem [71].

Nádorová fylogenetika ukazuje minu-
lost nádorů a pomáhá analyzovat data 
heterogenních nádorů. Pomocí tohoto 
přístupu je možné odhadnout načaso-
vání „driver“ mutací a zdůraznit tak klí-
čové události v iniciaci a progresi nádo-
rového onemocnění. Velké kohortové 
studie mohou ukázat, které mutace 
v genech nebo drahách mají za následek 
vznik nádorového klonu (potenciálně 
dřívější události) nebo nádorového sub-
klonu (pozdější události) [80].

Vnitřní nádorová heterogenita 

a metastazování

Metastazování je komplexní proces, při 
kterém jsou nádorové buňky uvolněny 
z primárního nádoru. Pokud přežijí trans-
port, jsou lokalizovány na sekundár-
ním místě, kde dochází k jejich adaptaci, 
proliferaci a  vytvoření nádorové léze. 
Všechny kroky představují proces se-
lekce, který je zdrojem heterogenity mezi 
primárním nádorem a metastázou [81]. 
Původní klasický model metastazování 
je jednoduchým lineárním modelem 
(viz kapitola Klonální evoluce nádorů), 
podle něhož primární nádor postupně 
získává vlastnosti potřebné pro dise-
minaci onemocnění a  kolonizaci nové 
tkáně. Mnoho studií ukazuje vysokou ge-
netickou podobnost mezi různými me-
tastázami u jednoho pa cienta. Tato sku-
tečnost by tedy podporovala teorii, že 
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Využití mitochondriálních procesů v cílené 
terapii nádorových onemocnění

Mitochondrial Processes in Targeted Cancer Th erapy

Krejčíř R., Valík D., Vojtěšek B.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
Východiska: Při vzniku a vývoji nádoru dochází k adaptaci řady buněčných funkcí novým potře-
bám transformované buňky a k podstatným změnám dochází i v mitochondriích. Tato organela je 
částečně odstavena z energetického metabolizmu a nádorové buňky tak získávají významný podíl 
energie z glykolýzy i v aerobním prostředí. Mitochondrie je však intenzivně využívána k produkci 
metabolitů potřebných pro růst a proliferaci. Mutace a změny v expresi enzymů citrátového cyklu 
mohou navíc přímo přispívat k  nádorové transformaci produkcí onkometabolitů. Apoptotická 
dráha, ve které hrají mitochondrie důležitou roli, je přerušena a buňka neodpovídá na signalizaci 
vedoucí k programované buněčné smrti. Tyto rozdíly ve fungování mitochondriálních procesů mezi 
zdravými a nádorovými buňkami vedly k myšlence cílit protinádorovou terapii na tuto organelu. 
Doposud se podařilo identifi kovat řadu enzymů, signálních molekul a membránových přenašečů, 
které by mohly být pro vývoj terapie vhodnými cíli. Přestože výzkum v této oblasti probíhá již delší 
dobu, teprve v posledních letech byla úspěšně testována a schválena první léčiva pro klinickou 
praxi. Nová léčiva venetoklax a enasidenib jsou příkladem dvou odlišných přístupů, venetoklax cílí 
na apoptotickou dráhu a enasidenib na metabolické procesy. Obě látky však dokazují, že cílení na 
mitochondriální procesy je využitelné v terapii nádorových onemocnění. Cíl: Cílem této práce je 
poskytnout přehled o vývoji protinádorových léčiv zacílených na mitochondriální procesy. Práce 
se věnuje několika hlavním oblastem vývoje, v rámci kterých jsou zmíněny uplatňované výzkumné 
strategie. Popisuje buněčné komponenty, které jsou studovány jako vhodné cíle a také látky, které 
jsou potenciálně využitelné nebo již schválené pro použití v terapii nádorových onemocnění.

Klíčová slova
nádory – cílená molekulární terapie – mitochondrie – protinádorové látky – výzkum

Summary
Background: During tumor initiation and progress, cellular functions adapt to the new needs of the 
transformed cells and mitochondrial processes are also aff ected. Mitochondria are less extensively 
used for supplying cells with energy; rather, cancer cells utilize glycolysis to a much greater extent, 
even under aerobic conditions. Mitochondria produce metabolites required for cellular growth and 
proliferation. Mutations and alterations in gene expression of citrate cycle enzymes can directly 
contribute to transformation through the production of oncometabolites. The apoptotic pathway 
in which mitochondria play a critical role is disrupted in cancer cells, resulting in cells that do not re-
spond to programmed cell death signaling. These diff erences between mitochondrial processes in 
healthy and diseased cells suggest they could be used in mitochondria-targeted therapies. To date, 
many potential molecular targets have been identifi ed, including enzymes, signaling molecules, 
and membrane transporters. Even though this fi eld has been studied for years, the fi rst drugs, ve-
netoclax and enasidenib, were only approved in the last two years and are the result of two diff erent 
research approaches. Venetoclax targets the apoptotic pathway and enasidenib targets metabolic 
processes. The discovery of these two compounds demonstrates that it is possible to develop mito-
chondria-targeted cancer treatments. Purpose: The purpose of this article is to provide an overview 
of research in the fi eld of mitochondria-targeting therapies for cancer. The main areas of research 
and the main approaches for treatment development are summarized. Cellular components stu-
died as potential targets for therapy and compounds that are considered exploitable are described, 
as well as already approved drugs.
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neoplasms – molecular targeted therapy – mitochondria – antineoplastic agents – research
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Úvod

Mitochondrie je organela, která je cent-
rem energetického metabolizmu buňky. 
Uvnitř mitochondrie probíhá oxidativní 
fosforylace (oxidative phosphorylation 
– OXPHOS), která je součástí procesu 
buněčného dýchání. Buněčné dýchání 
umožňuje buňce efektivně zpracová-
vat glukózu a získávat z ní maximum vy-
užitelné energie. Součástí buněčného 
dýchání je i  citrátový nebo také Kreb-
sův cyklus (citrate cycle – CitC), cyk-
lus enzymatických reakcí lokalizovaný 
v  mitochondriální matrix, kde dochází 
k produkci redukovaných kofaktorů ne-
zbytných k  regeneraci adenozintrifos-
fátu (adenosine triphosphate – ATP). 
V  CitC jsou dále vytvářeny metabolity, 
které slouží jako prekurzory pro syntézu 
aminokyselin, nukleotidů a lipidů. Mimo 
metabolické pochody má mitochondrie 
zásadní úlohu v procesu programované 
buněčné smrti, apoptóze. 

Změny ve fungování mitochondriál-
ních procesů mohou mít značný vliv na 
životaschopnost a chování buněk a jsou 
typické pro nádorové buňky [1]. Léčiva 
schválená pro klinické použití v posled-
ních letech dokazují, že nádorové adap-
tace mitochondriálních funkcí je možné 
využít v cílené terapii nádorových one-
mocnění. Výzkum v této oblasti probíhá 
již delší dobu a vzešla z něj řada kandi-
dátů pro klinické testy, první úspěchy 
však pocházejí až z nedávné doby. V sou-
časnosti jsou studovány možnosti cílení 
jednotlivých mitochondriálních pro-
cesů, mezi které patří apoptotická signa-
lizace, energetický metabolizmus, CitC 
a také oxidačně-redukční rovnováha ná-
dorových buněk (obr. 1).

Apoptotická signalizace

Apoptóza je základním typem progra-
mované buněčné smrti a pro lidský or-
ganizmus je jednou z přirozených bariér 

proti vzniku a  rozvoji nádorových one-
mocnění. Úlohou apoptózy je odstra-
nění nepotřebných nebo potenciálně 
nebezpečných buněk z  organizmu. Ak-
tivace apoptotické kaskády má za násle-
dek částečný rozklad buněčných kom-
ponent a  fragmentaci buňky na tzv. 
apoptotická tělíska, která jsou pohlcena 
okolními buňkami. Při apoptóze proto 
nedochází (na rozdíl od nekrózy) k uvol-
nění buněčného obsahu do mezibu-
něčného prostoru a  spuštění zánětlivé 
reakce. Během vývoje nádoru čelí nádo-
rová buňka mnoha pokusům o vyvolání 
apoptózy. Rozlišujeme mezi tzv. vnitřní 
a vnější apoptotickou dráhou, které jsou 
spuštěny odlišnými mechanizmy. Vnější 
dráha je zahájena mezibuněčnou signali-
zací ze strany imunitních buněk, zatímco 
vnitřní dráhu spouští regulační mecha-
nizmy buňky samotné. K  rozhodnutí 
o spuštění vnitřní dráhy potom dochází 
na vnější mitochondriální membráně.

Obr. 1. Přehled strategií pro cílení mitochondriálních procesů v terapii nádorů.

vnitřní mitochondriální membrána

Apoptotická signalizace

cíle

•  proteiny rodiny BCL-2 
(BCL-2, MCL-1, BCL-XL)

nová léčiva

• venetoklax

Citrátový cyklus

cíle

• IDH
•  glutaminolýza (GLS, 

GLDH, ASCT2)

nová léčiva

• enasidenib

Energetický 

metabolizmus

cíle

• glykolýza (hexokináza)
• OXPHOS (ECT)
• GLUT transportéry

Oxidačně-redukční 

rovnováha

cíle

• GSH antioxidační systém
• thioredoxinový systém
• SOD, kataláza

vnější mitochondriální membrána

OXPHOS – oxidativní fosforylace, ECT – řetězec elektronového transportu, GLUT – glukózový transportér, IDH – izocitrát-
dehydrogenáza, GLS – glutamináza, GLDH – glutamát dehydrogenáza, ASCT2 – glutaminový transportér, GSH – glutathion, 
SOD – superoxiddismutáza
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hexokinázy (HK). HK fosforyluje glukózu 
za vzniku glukóza-6-fosfátu a patří mezi 
několik enzymů, jejichž aktivita je regu-
lovaná a rozhoduje o celkovém výkonu 
glykolýzy. Inhibicí HK je možné zastavit 
celý proces a zabránit buňce v produkci 
ATP přeměnou glukózy na pyruvát. 
HK  bývá v  nádorech přítomná ve zvý-
šené míře, a  to zejména v podobě izo-
enzymu HKII. Tato varianta se v dospě-
lém lidském organizmu vyskytuje jen 
v ně kte rých tkáních a její unikátní vlast-
ností je vazba na vnější mitochondriální 
membránu  [9]. Vyšší exprese HK a  dal-
ších limitujících enzymů umožňuje ná-
dorové buňce navýšit kapacitu glykoly-
tické kaskády a v případě dostatečného 
množství glukózy získávat z  glykolýzy 
více ATP. Podle ně kte rých studií mohou 
být nádorové buňky na HKII závislé a její 
inhibice by tak mohla být úspěšnou te-
rapeutickou strategií  [10]. Podařilo se 
objevit několik látek, které blokují gly-
kolýzu prostřednictvím inhibice HK, ale 
žádná z nich nebyla úspěšně klinicky tes-
tována. Mezi ty nejzajímavější patří loni-
damin a  3-bromopyruvát  [11]. Účinek 
3-bromopyruvátu pravděpodobně sou-
visí s  jeho schopností blokovat vazbu 
HKII na mitochondriální membránu [12]. 
Dalšími vhodnými cíli pro inhibici glyko-
lýzy jsou pyruvátkináza a fosfofruktoki-
náza. Jejich aktivita patří podobně jako 
v  případě HK k  regulovaným krokům 
glykolytické kaskády, a také tyto enzymy 
bývají v nádorech přítomny jako určitá 
preferovaná varianta [7]. Ideálním inhi-
bitorem by tak byla látka, která by doká-
zala specifi cky blokovat danou izoformu 
nebo izoenzym.

Glykolýza je energeticky méně efek-
tivní způsob využití glukózy ve srov-
nání s OXPHOS, a nádorové buňky proto 
musí přijímat glukózu v mnohem větším 
množství. Na tuto situaci se adaptují zvý-
šenou expresí glukózových transportérů 
(GLUT, alt. SLC2A) na buněčné mem-
bráně  [13]. Této vlastnosti se úspěšně 
využívá v dia gnostice nádorů (pozitro-
nová emisní tomografi e) a  objevily se 
pokusy o  její využití ve vývoji terapie. 
V  lidské buňce bylo popsáno čtrnáct 
různých glukózových transportérů, při-
čemž přesná úloha a výskyt v organizmu 
jsou známé jen u ně kte rých z nich [14]. 
V nádorových buňkách typicky dochází 

val v jeho nedostatečné specifi tě. Navito-
klax byl tzv. polyselektivním inhibitorem 
s  afi nitou ke dvěma antiapoptotickým 
proteinům BCL-2 a BCL-XL současně. Ve-
netoklax byl proto navržen jako mono-
selektivní s afi nitou pouze pro BCL-2. Tím 
vzniklo dostatečně široké terapeutické 
okno pro léčbu nádorových onemoc-
nění s typicky zvýšenou expresí tohoto 
proteinu. Zdravé buňky, u kterých jsou 
antiapoptotické proteiny zastoupeny 
rovnoměrně jsou vůči inhibitoru méně 
citlivé než buňky závislé zejména na pro-
teinu BCL-2. Monoselektivní inhibitory 
proteinů BCL-XL a MCL-1 jsou v součas-
nosti ve fázi vývoje [4].

Energetický metabolizmus – 

glykolýza a příjem glukózy

Jednou z prvních známých vlastností ná-
dorových buněk byla jejich zvýšená gly-
kolytická aktivita. Nádorové buňky získá-
vají velkou část energie z glykolýzy i za 
přítomnosti kyslíku. Důsledkem inten-
zivní glykolýzy v  buňce je hromadění 
jejího koncového produktu, pyruvátu, 
který není dostatečně rychle odbourá-
ván v CitC. Místo toho je pyruvát meta-
bolizován na laktát, jehož hladina bývá 
v  nádorové tkáni zvýšená. Tento jev je 
známý jako Warburgův efekt a  byl po-
psán téměř před 100  lety  [6]. Ve zdra-
vých buňkách je glykolýza hlavním 
zdrojem energie pouze při nedostatku 
kyslíku, a nádorové buňky tak napodo-
bují anaerobní metabolizmus. Warbur-
gův efekt dal podnět k teorii, podle které 
byla ztráta funkčních mitochondrií pri-
mární příčinou nádorového bujení. Poz-
ději se však ukázalo, že k úplné inhibici 
OXPHOS dochází v nádorech jen vzácně 
a k pochopení Warburgova efektu je po-
třeba brát v  úvahu celý kontext meta-
bolických změn v nádorové buňce [7,8]. 
Díky tomu, že zvýšená glykolytická akti-
vita je všeobecně rozšířenou vlastností 
nádorových buněk, stalo se zablokování 
glykolýzy zajímavým cílem pro vývoj on-
kologické léčby. Glykolýza samotná ne-
probíhá v  mitochondriích, je však sou-
částí energetického metabolizmu buňky 
a  s  mitochondriálními procesy je úzce 
spjatá.

Jednou z  nejvíce studovaných mož-
ností, jak potlačit glykolýzu, je inhibice 
prvního enzymu glykolytické kaskády – 

Molekulárním mechanizmem, který 
spouští vnitřní apoptotickou dráhu, je 
vychýlení rovnováhy mezi proapopto-
tickými a antiapoptotickými proteiny ro-
diny BCL-2 v cytosolu. Proteinová rodina 
BCL-2 tvoří systém, který integruje pod-
něty z řady buněčných procesů a signál-
ních drah a hladiny jednotlivých proteinů 
kolísají v  závislosti na mnoha fakto-
rech. Pokud je buňka v pořádku, převa-
žuje signalizace pro přežití a antiapopto-
tické molekuly brání spuštění apoptózy. 
Pokud však dojde k dostatečné expresi 
proapoptotických proteinů označova-
ných jako „BH3-only“, antiapoptotické 
proteiny BCL-2, BCL-XL a MCL-1 jsou vy-
vázány z interakce s proteiny BAX a BAK. 
Uvolněné proteiny BAX a BAK poté oli-
gomerizují a vytváří pór ve vnější mito-
chondriální membráně. V důsledku toho 
dochází k  přesunu mitochondriálního 
proteinu cytochromu C do cytoplazmy, 
tvorbě apoptozomu a spuštění apopto-
tické kaskády [2].

Ke vzniku nádoru může dojít tehdy, 
pokud nádorová buňka dokáže obe-
jít apoptotickou signalizaci a  vyhnout 
se apoptóze. Nádorové buňky využívají 
různé způsoby, jak toho docílit, přičemž 
jedním z  rozšířených mechanizmů je 
zvýšená exprese antiapoptotických pro-
teinů rodiny BCL-2 [3]. Specifi cké inhibi-
tory těchto proteinů jsou proto cílem vý-
voje protinádorové terapie a jsou známé 
jako BH3 mimetika, protože napodobují 
úlohu proapoptotických proteinů „BH3-
-only“ [4]. Výzkum v oblasti BH3 mime-
tik přinesl první úspěch v roce 2016, kdy 
nízkomolekulární látka venetoklax pro-
šla úspěšně klinickým testováním a byla 
schválena Úřadem pro kontrolu potravin 
a léčiv (Food and Drug Administration – 
FDA) [5]. Lék byl určen pacientům s chro-
nickou lymfocytární leukemií a  delecí 
krátkého raménka chromozomu 17, na 
kterém se nachází gen TP53 kódující ná-
dorový supresor p53. V červnu 2018 byl 
potom venetoklax schválen v kombinaci 
s  rituximabem i  pro pacienty bez této 
delece. Venetoklax má za sebou zají-
mavý vývoj. Jeho předchůdcem byla jiná 
látka, navitoklax, která však musela být 
z klinického testování stažena, protože 
u  pacientů způsobovala vážnou dávku 
limitující trombocytopenii. Později se 
ukázalo, že problém navitoklaxu spočí-
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kte rých metabolitů jakožto produktů 
těchto enzymů. Relativně nedávno se 
podařilo popsat nádorově specifické 
mutované enzymy, které produkují tzv. 
onkometabolity. Jedná se o látky, které 
se ve zdravé buňce nevyskytují vůbec 
nebo jen v  minimálním množství, ale 
díky aktivitě těchto enzymů se mohou 
hromadit v nádorech. Kvůli své podob-
nosti s  přirozenými metabolity potom 
ovlivňují aktivitu dalších enzymů. Dlou-
hou dobu se mělo za to, že změny bu-
něčného metabolizmu jsou adaptací 
nádorových buněk a vedlejším důsled-
kem nádorové transformace. Dnes však 
víme, že produkty metabolických drah 
mohou významnou měrou přímo přispí-
vat k  procesu onkogeneze  [21]. Zablo-
kování aktivity příslušných enzymů tedy 
představuje další strategii pro cílenou te-
rapii nádorových onemocnění.

Nejznámějším onkometabolitem je 
2-hydroxyglutarát (2-HG), produkt mu-
tovaného enzymu isocitrátdehydroge-
názy (IDH)  [24,25]. IDH je jedním z en-
zymů CitC a existuje ve dvou variantách, 
rozlišujeme cytoplazmatický izoenzym 
IDH1 a mitochondriální IDH2. Onkome-
tabolit 2-HG se může v buňce hromadit 
do vysokých koncentrací a působit jako 
inhibitor enzymů, které využívají jeho 
strukturní analog α-ketoglutarát (α-KG) 
jako substrát nebo kofaktor. Bylo zjiš-
těno, že v důsledku produkce 2-HG do-
chází v  nádorech k  hypermetylaci ge-
nomu, která je způsobená kompetitivní 
inhibicí α-ketoglutarát-dependentních 
demetyláz [23,24]. Nadměrná metylace 
genomu je obecně jedním ze způsobů, 
jakým nádorové buňky překonávají ak-
tivitu nádorových supresorů  [26]. Mu-
tace v  genech IDH1  a  IDH2  se obje-
vují u řady nádorových onemocnění vč. 
gliomů nebo akutní myeloidní leuke-
mie (AML) [27,28]. V souvislosti s leuke-
mií byl prokázán vliv 2-HG na udržování 
nediferencovaného fenotypu krevních 
progenitorů  [29]. Byly také publiko-
vány studie, které poukazují na mutace 
IDH1  a  IDH2  jako na vhodný prognos-
tický marker  [30]. Díky výše zmíněným 
účinkům 2-HG se IDH stala atraktivním 
cílem pro vývoj protinádorové terapie 
a  v  roce 2017  byl FDA schválen první 
inhibitor pro klinické použití. Jedná se 
o látku zvanou enasidenib, která je spe-

komplexů lokalizovaný na vnitřní mi-
tochondriální membráně, který vytváří 
protonový gradient mezi vnitřní a vnější 
membránou této organely. Protonový 
gradient je následně využíván ATP syn-
tázou ke tvorbě ATP. 

Nejzajímavější látkou, která ovliv-
ňuje fungování ETC a  která je studo-
vána v souvislosti s rakovinou, je lék na 
diabetes mellitus 2. typu, metformin. 
Myšlenka na možné uplatnění metfor-
minu v  onkologii vzešla z  epidemio-
logických studií na pacientech s  dia-
betem. Tyto studie poukazují na nižší 
incidenci nádorových onemocnění (sní-
žení o 31 %) u diabetiků léčených met-
forminem ve srovnání s diabetiky léče-
nými jiným způsobem [18]. Není dosud 
jasné, jaký je mechanizmus protektiv-
ního účinku této látky. Obecně je met-
formin považován za inhibitor komplexu 
I  ETC, který narušuje proces OXPHOS. 
Jeho účinek na organizmus je však kom-
plexní a  látka působí na několika úrov-
ních  [19]. Působením metforminu do-
chází v buňce k aktivaci AMP-aktivované 
kinázy (AMPK). Ta je důležitým regulá-
torem buněčného metabolizmu a k její 
aktivaci dochází při snížení hladiny ATP. 
AMPK navozuje v  buňce klidový stav, 
kdy buňka šetří energetické zdroje, do-
chází k potlačení růstu a navození auto-
fagie. Jedním z možných vysvětlení pro-
tinádorového působení metforminu je 
proto útlum metabolizmu nádorových 
buněk. Na úrovni celého organizmu met-
formin potlačuje glukoneogenezi v ját-
rech, snižuje koncentraci glukózy a hla-
dinu inzulinu v krvi. Tyto účinky mohou 
vést k energetickému stresu nádorových 
buněk a také k omezení prorůstové sig-
nalizace u  nádorů využívajících inzulin 
a inzulinu podobné růstové faktory (in-
suline-like growth factor – IGF) [20]. 

Citrátový cyklus 

a onkometabolity

Mezi základní vlastnosti nádorových 
buněk patří intenzivní růst a proliferace. 
Tyto procesy vyžadují dostatečný přísun 
živin a také celkové přizpůsobení buněč-
ného metabolizmu. Nádorové buňky 
jsou metabolicky velmi aktivní a  je-
jich metabolizmus je anabolicky orien-
tovaný. Často vykazují změny v aktivitě 
metabolických enzymů a hladinách ně-

k  navýšení transportéru GLUT1, který 
je přirozeně rozšířený napříč buněč-
nými typy, a  méně také GLUT3, který 
je specifi cký pro neurony [15]. Pro vyu-
žití v terapii byl testován glukózový ana-
log 2-de oxyglukóza (2-DG). Tato látka 
je v  buňce fosforylovaná HK za vzniku 
2-deoxyglukóza-6-fosfátu, který je kom-
petitivním inhibitorem dalších enzymů 
glykolytické kaskády. Množství 2-DG při-
jaté buňkou je přitom přímo úměrné 
množství glukózových transportérů na 
membráně. Zajímavé výsledky z labora-
toře se však nepotvrdily v klinických tes-
tech. Jedním z problémů 2-DG je nutný 
příjem velkého množství látky pro kom-
petitivní inhibici enzymů, jejichž přiro-
zený substrát (glukóza) je v krvi přítomný 
v milimolárním množství  [16]. Látka se 
ale jeví jako potenciálně zajímavá pro 
použití v kombinaci s dalšími léčivy. Sní-
žené množství glukózy totiž navozuje 
klidový režim, při kterém buňka šetří 
zdroje energie. Byly publikovány studie, 
podle kterých by navození tohoto stavu 
ve zdravých buňkách mohlo přispět k je-
jich ochraně před cytotoxickými účinky 
jiných léčiv. Naopak nádorové buňky, 
které by nedokázaly v odpovědi na ne-
dostatek glukózy zpomalit metaboliz-
mus a zastavit proliferaci, by mohly být 
vůči těmto léčivům citlivější [17].

Energetický metabolizmus – 

oxidativní fosforylace

V kontextu energetického metaboli-
zmu se výzkum protinádorových léčiv 
neomezuje pouze na glykolýzu, ale 
objevují se také studie zaměřené na 
OXPHOS a  další fáze buněčného dý-
chání. Buněčné dýchání zahrnuje pro-
cesy glykolýzy, dekarboxylace pyruvátu 
komplexem enzymu pyruvátdehydroge-
názy, CitC a OXPHOS. Souhrnným výtěž-
kem těchto procesů je až 38 molekul ATP, 
tedy téměř 20násobek výtěžku z  gly-
kolýzy samotné. Za aerobních podmí-
nek zdravá buňka dále využívá pyruvát 
vzniklý glykolýzou, který je přeměněn 
na acetylkoenzym A (AcetA) a ten poté 
vstupuje do CitC. V CitC dochází sérií en-
zymatických procesů k produkci reduko-
vaných kofaktorů NADH a FADH2, které 
jsou následně využity v řetězci elektro-
nového transportu (electron transport 
chain – ETC). ETC je systém proteinových 
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(Bis-2-(5-phenylacetamido-1,3,4-thia-
diazol-2-yl)ethyl sulfide) a  od něj od-
vozené analogy, které působí jako in-
hibitory GLS. Látka působí dobře na 
nádorové buněčné linie in vitro, pro pou-
žití v praxi však není dostatečně účinná 
a  rozpustná ve vodném prostředí  [43]. 
Další látka zvaná DON (6-diazo-5-oxo- l-
-norleucin) patřila k  prvním testova-
ným inhibitorům glutaminolýzy  [44]. 
Tento glutaminový analog ale nebylo 
možné využít kvůli jeho vedlejším účin-
kům. V současné době se DON opět tes-
tuje a to v upravené formě, která se stává 
účinnou až po metabolizaci v ně kte rých 
tkáních [45]. Ve studiích se také objevují 
inhibitory aminokyselinových transpor-
térů, jako je výše zmíněný ASCT2, který 
bývá ve zvýšené míře přítomen na mem-
bráně nádorových buněk [46]. 

 
Reaktivní kyslíkové radikály 

a oxidačně redukční rovnováha

Je dobře známo, že nádorové buňky pro-
dukují ve zvýšené míře reaktivní kyslí-
kové radikály (reactive oxygen species 
– ROS). Tímto souhrnným názvem ozna-
čujeme skupinu vysoce reaktivních mo-
lekul zahrnující superoxid, singletový 
kyslík, hydroxylový radikál, peroxid vo-
díku a  další. Nejvýznamnějším produ-
centem ROS v buňce jsou mitochondrie 
a konkrétně ETC. Ke vzniku ROS dochází 
zejména tehdy, pokud přenos elektronů 
řetězcem neprobíhá optimálně a  do-
chází k  jejich úniku. ROS poškozují bu-
něčné struktury vč. DNA a jsou známými 
mutageny. Kromě toho může vést větší 
množství ROS k  aktivaci proonkogen-
ních signálních drah. Tento vztah platí 
i naopak a onkoproteiny jako KRAS nebo 
Myc mohou stimulovat další produkci 
ROS  [47]. Příliš vysoká hladina ROS je 
však pro buňku smrtící, a proto dochází 
v nádorech k přizpůsobení oxidačně re-
dukční rovnováhy. Nádorová buňka pro-
dukuje větší množství ROS a  současně 
je schopna kompenzovat jejich nega-
tivní dopady. Častým mechanizmem je 
zvýšená aktivace transkripčního faktoru 
Nrf2 (nuclear factor-erythroid 2-related 
factor-2), který je primárním zprostřed-
kovatelem buněčné odpovědi na oxida-
tivní stres [48]. 

Zatímco velmi vysoká hladina ROS 
vede k  nekrotické smrti buňky, o  něco 

cích metabolitů z  náhradního zdroje. 
Tímto zdrojem je obvykle glutamin. Pro-
ces využívání glutaminu pro anaple-
rotickou kompenzaci CitC se nazývá 
glutaminolýza a je jedním z dlouho stu-
dovaných cílů pro vývoj protinádorové 
terapie  [37,38]. Glutamin je vhodným 
zdrojem, jelikož je nejvíce zastoupe-
nou volnou aminokyselinou v  krevním 
oběhu a  je také významným zdrojem 
dusíku pro syntézu nukleotidů. Pro ně-
kte ré buněčné typy je využívání gluta-
minolýzy do jisté míry fyziologické [39]. 
Nádorové buňky však mohou být na 
glutaminu zcela závislé a ně kte ré nádo-
rové buněčné linie, jako např. HeLa, ne-
přežívají bez přísunu glutaminu v jinak 
nutričně bohatém médiu a glutamin je 
proto důležitou složkou kultivačních 
médií.

V procesu glutaminolýzy je glutamin 
sérií enzymatických reakcí zbaven obou 
dusíkatých skupin a  je přeměněn na 
α-KG, který vstupuje do CitC. Výkon této 
enzymatické kaskády je podobně jako 
u glykolýzy závislý na aktivitě příslušných 
enzymů. Využívání glutaminolýzy a na-
výšení kapacity těchto enzymů může 
být vyvoláno přímo potřebou kompen-
zovat CitC, ale může být také důsled-
kem nadměrné exprese proonkogenu 
Myc. Transkripční faktor Myc zvyšuje ex-
presi enzymu glutaminázy (glutaminase 
– GLS) a  glutaminového transportéru 
ASCT2  (alanine, serine, cysteine-prefe-
rring transporter 2)  [40]. Jako vhodné 
cíle pro terapii se nabízí právě GLS, dále 
enzym glutamát dehydrogenáza (GLDH) 
a také glutaminové transportéry. Léčba 
by byla vhodná pro nádory s  vysokou 
spotřebou glutaminu a  vhodným mar-
kerem by mohla být míra exprese pro-
teinu Myc [41]. Zejména u Myc pozitiv-
ních nádorů by zablokování produkce 
α-KG z glutaminu mohlo vést k efektivní 
terapeutické odpovědi.

Pokusy o vývoj terapie zacílené na glu-
taminolýzu se objevily na začátku druhé 
poloviny minulého století, přesto bohu-
žel dodnes nevedly k  vývoji použitel-
ného léčiva. Výzkum se ubírá obdobným 
směrem jako v případě inhibice glyko-
lýzy a  testují se jak nemetabolizova-
telné analogy glutaminu, tak inhibitory 
katabolických enzymů GLS a GLDH [42]. 
Mezi nejzajímavější látky patří tzv. BPTES 

cifickým inhibitorem mitochondriální 
varianty enzymu IDH2. V klinických tes-
tech prokázal enasidenib pozitivní vliv 
na přežívání pacientů s  AML, kteří byli 
nositeli mutace v genu IDH2 [31]. 

Z přirozených metabolitů byl pro-
kázán onkogenní potenciál sukcinátu 
a  fumarátu, pokud se hromadí v  nefy-
ziologických koncentracích. Příčinou 
hromadění jsou mutace v  enzymech 
CitC (sukcinátdehydrogenáza, fuma-
ráthydratáza) využívajících tyto metabo-
lity jako substrát. Podařilo se identifi ko-
vat dva mechanizmy, kterými sukcinát 
a fumarát přispívají k nádorové transfor-
maci. Ve vysokých koncentracích inhi-
bují stejné α-ketoglutarát-dependentní 
demetylázy jako 2-HG a  tím přispívají 
k hypermetylaci genomu [32]. Současně 
inhibují další enzymy zvané prolyl-hyd-
roxylázy, které kontrolují aktivitu proon-
kogenu HIF  [33]. Tento transkripční fak-
tor zprostředkovává reakci buňky na 
hypoxické podmínky a jeho zvýšená ak-
tivita může pomoci nádorové buňce 
přežít a  dále prosperovat v  organi-
zmu [34]. Snížení hladiny sukcinátu a fu-
marátu v nádorové buňce by mohlo při-
nést podobný efekt jako v případě 2-HG 
a  je proto zajímavé z  terapeutického 
hlediska.

Zmíněné onkometabolity mají kromě 
nádorových onemocnění klinický vý-
znam i pro řadu metabolických onemoc-
nění. Heterozygotní mutace v  IDH2 ve-
doucí k hromadění 2-HG byly popsány 
u  závažného vrozeného onemocnění 
D-2-hydroxyglutarové acidurie [35]. Inak-
tivující mutace v  genech SDHA, SDHB, 
SDHC a SDHD kódujících sukcinátdehyd-
rogenázu byly identifi kovány v genomu 
pacientů trpících dědičným nádorovým 
syndromem zvaným Carney-Stratakis 
syndrom [36]. Je zajímavým zjištěním, že 
geny pro metabolické enzymy se mohou 
projevovat jako nádorové supresory.

Glutaminolýza

Díky intenzivnímu růstu odčerpávají 
nádorové buňky z  CitC značné množ-
ství metabolitů, které slouží jako ana-
bolické prekurzory pro syntézu bio-
makromolekul. Aby nedošlo k  jejich 
úplnému vyčerpání a zablokování cyklu, 
dochází v  ně kte rých nádorech k  tzv. 
anapleróze, tedy kompenzaci chybějí-
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losti jejich významu pro nádorovou 
buňku. Jedná se zejména o  glykolýzu 
a glutaminolýzu, což jsou dobře pozoro-
vatelné procesy, jejichž souvislost s ná-
dorovou fyziologií je známá již dlouho 
dobu. Naopak jiné přístupy, jako cílení 
na apoptotickou kaskádu a hromadění 
onkogenních metabolitů, jsou záleži-
tostí poslední dekády nebo jen o málo 
starší. Přesto se právě tyto nové pří-
stupy ukázaly jako perspektivní, když 
daly v  posledních letech vzniknout 
dvěma úspěšně schváleným léčivům. 
Venetoklax, který patří mezi BH3 mime-
tika a blokuje antiapoptotickou aktivitu 
proteinu BCL-2  v  nádorových buňkách 
je produktem cíleného výzkumu zamě-
řeného na konkrétní proces a molekulu 
v buňce. Stejným způsobem byl vyvinut 
i enasidenib, který blokuje enzym CitC 
isocitrátdehydrogenázu a brání tak hro-
madění onkometabolitu 2-HG v  nádo-
rových buňkách. V případě strategie za-
měřené na narušení oxidačně-redukční 
rovnováhy nádorových buněk sice exis-
tují léčiva, která se uplatňují tímto způso-
bem, avšak nejsou produktem výzkumu 
cíleného na tento konkrétní mechani-
zmus. Výzkum se dále rozvíjí ve všech 
zmíněných oblastech, vč. těch, které do-
posud nebyly úspěšné. Můžeme doufat, 
že s rozvojem molekulární bio logie se to 
brzy změní a dočkáme se dalších proti-
nádorových léčiv cílených na mitochon-
driální procesy.

Literatura

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

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

cell.2011.02.013.

2. Tait SW, Green DR. Mitochondria and cell death: outer 

membrane permeabilization and beyond. Nat Rev 

Mol Cell Biol 2010; 11(9): 621–632. doi: 10.1038/ nrm2

952.

3. Czabotar PE, Lessene G, Strasser A et al. Control of 

apoptosis by the BCL-2 protein family: implications for 

physiology and therapy. Nat Rev Mol Cell Biol 2014; 15(1): 

49–63. doi: 10.1038/ nrm3722.

4. Ashkenazi A, Fairbrother WJ, Leverson JD et al. From 

basic apoptosis discoveries to advanced selective 

BCL-2 family inhibitors. Nat Rev Drug Discov 2017; 16(4): 

273–284. doi: 10.1038/ nrd.2016.253.

5. Deeks ED. Venetoclax: fi rst global approval. Drugs 2016; 

76(9): 979–987.

6. Warburg O, Wind F, Negelein E. The metabolism of tu-

mors in the body. J Gen Physiol 1927; 8(6): 519–530.

7. Hirschey MD, DeBerardinis RJ, Diehl AM et al. Dysre-

gulated metabolism contributes to oncogenesis. Semin 

Cancer Biol 2015; 35 (Suppl): S129–S150. doi: 10.1016/ j.

semcancer.2015.10.002.

8. Kaňková K, Hrstka R. Nádory jako metabolická one-

mocnění a diabetes jako riziko nádorů? Klin Onkol 

proti oxidativnímu stresu. Exprese řady 
proteinů zapojených do těchto sys-
témů bývá v nádorech výrazně posílená, 
patří mezi ně např. superoxiddismutáza 
(SOD) a  kataláza nebo thioredoxinový 
a  glutathionový antioxidační systém. 
Další možností jsou enzymy metabo-
lizmu jednouhlíkatých zbytků SHMT2 
(serine hydroxymethyltransferase 2) 
a  MTHFD2  (methylenetetrahydrofo-
late dehydrogenase (NADP+ depen-
dent) 2), které napomáhají zásobování 
nádorových buněk redukčním kofakto-
rem NADPH nezbytným pro regeneraci 
glutathionu [47,52,53].

Množství inhibitorů těchto systémů se 
dostalo do fáze klinických testů, avšak 
testování zatím ani v  jednom případě 
nebylo úspěšné a  nevedlo k  vývoji lé-
čiva. Mezi látky, které se dostaly nejdál, 
patří např. inhibitor thioredoxin reduk-
táz motexafi n gadolinium [54]. Další za-
jímavou látkou je �-lapachone, který 
v  buňce produkuje superoxid po akti-
vaci oxidoreduktázou NQO1  (NAD(P)H
quinone dehydrogenase 1)  [55]. Inhi-
bitor syntézy glutathionu L-buthionin-
-S-sulfoximin byl testován v kombinaci 
s cytostatikem melfalanem, jelikož zvý-
šená produkce glutathionu pravdě-
podobně přispívá k  rezistenci buněk 
mnohočetného myelomu vůči tomuto 
léčivu [56]. Objevují se také pokusy o vy-
užití železa a tzv. Fentonovy reakce. Pod-
statou této reakce je katalytická pře-
měna peroxidu vodíku na hydroxylový 
radikál zprostředkovaná ionty železa. 
Díky produkci nejreaktivnější formy ROS 
je Fentonova reakce významným proce-
sem, který hraje roli v ně kte rých patolo-
gických stavech, vč. kancerogeneze. Vy-
užití Fentonovy reakce by mohlo najít 
uplatnění v  terapii nádorů, které mají 
nízkou úroveň exprese katalázy, která 
rozkládá molekuly peroxidu vodíku na 
vodu a kyslík. V buňkách těchto nádorů 
by mohlo vznikat významně větší množ-
ství hydroxylových radikálů než v buň-
kách zdravých [57].

Závěr

Snaha o cílení terapie nádorových one-
mocnění na mitochondriální procesy 
není novým fenoménem. Pokusy o po-
tlačení metabolických procesů typicky 
spojených s nádory jsou starší než zna-

nižší koncentrace jsou signálem pro 
spuštění apoptózy. V  tomto kontextu 
je zajímavé, že klíčový antiapoptotický 
protein BCL-2 dokáže nejen potlačovat 
apoptózu, ale také regulovat hladinu 
ROS v  buňkách. Tato regulační aktivita 
BCL-2 je nezávislá na antiapoptotické ak-
tivitě proteinu (interakce s proteiny BAX 
a BAK) [49]. Z řady studií vyplývá, že pro-
tein BCL-2  snižuje hladinu ROS, pokud 
je příliš vysoká, ale za jiných okolností ji 
dokáže mírně navyšovat a tím přispívat 
k onkogenní signalizaci. Zatímco mírné 
prooxidační působení BCL-2  souvisí se 
stimulací OXPHOS, antioxidační půso-
bení je spíše sekundární reakcí buňky na 
zvýšenou expresi BCL-2. Vysoká exprese 
BCL-2 v buňkách koreluje se schopností 
odolávat oxidativnímu stresu. Stimu-
lace exprese proteinu vede k  navýšení 
hladiny ně kte rých klíčových antioxidač-
ních molekul a svou roli hraje také kla-
sická úloha proteinu, přímé potlačení 
apoptózy. Protein BCL-2  ale není při-
rozenou obranou proti oxidativnímu 
stresu a  jeho antioxidační působení se 
proto uplatňuje zejména v nádorových 
buňkách s nefyziologicky zvýšenou ex-
presí tohoto proteinu  [50,51]. Inhibi-
tory BCL-2, které by dokázaly potlačit 
jeho antioxidační účinek, by proto byly 
vhodným doplňkem léčby cytostatiky 
stimulujícími produkci ROS.

Cílení na antioxidační mechanizmy ná-
dorové buňky představuje další strategii 
pro vývoj protinádorové terapie. Uplat-
ňují se při ní dva odlišné přístupy, při-
čemž tím více využívaným je snaha o po-
škození nádorových buněk navýšením 
hladiny ROS. Předpokladem úspěchu 
tohoto přístupu je schopnost zdravých 
buněk lépe se vyrovnat s  přechodně 
zvýšenou hladinou ROS. Méně studo-
vanou možností je naopak inhibice pro-
dukce ROS, která by bránila nádorovým 
buňkám využívat jejich stabilně zvýše-
nou hladinu ve svůj prospěch. Ně kte ré 
zavedené metody léčby také uplatňují 
produkci ROS jako prostředek (nebo 
jeden z prostředků) k poškození nádo-
rové buňky. Jedná se např. o radiotera-
pii, která generuje ROS v ozářených buň-
kách nebo oxid arsenitý (ATO) jako jeden 
z příkladů zavedených cytostatik [52,53]. 
Mezi potenciální cíle terapie patří bu-
něčné systémy, jejichž funkcí je obrana 
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Ferroptóza jako nový typ buněčné smrti 
a její role v léčbě rakoviny

Ferroptosis as a New Type of Cell Death and its Role 
in Cancer Treatment

Skoupilová H., Michalová E., Hrstka R.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno 

Souhrn
Východiska: Ferroptóza je jedním z nově objevených typů buněčné smrti. Je geneticky, mor-
fologicky i bio chemicky odlišitelná od dalších typů programované buněčné smrti, jako je ne-
króza, apoptóza i autofagie. Pro indukci ferroptózy je důležitá hladina volného železa uvnitř 
buněk a tvorba reaktivních kyslíkových radikálů (reactive oxygen species – ROS), které aktivují 
mechanizmy vedoucí k buněčné smrti. K  indukci ferroptózy může dojít prostřednictvím in-
hibice jednoho ze dvou klíčových procesů. Prvním je zablokování přenosu cystinu do buněk 
pomocí cystin/ glutamátového transportního systému (Xc– ), neboť cystin slouží jako prekurzor 
k syntéze glutathionu, hlavního buněčného antioxidantu. Druhým je inhibice glutathion pe-
roxidázy 4, která chrání buňky před peroxidací lipidů. Ferroptóza bývá asociovaná s mnoha 
metabolickými poruchami, vč. neurologických chorob nebo rakoviny. Molekuly zapojené do 
drah aktivujících ferroptózu se podílejí na obraně buněk před stresovými podmínkami, na-
pomáhají udržovat hladinu nikotinamidadenindinukleotidfosfátu, glutathionu a homeostázu 
železa. Důležitá je také spojitost s autofagií. Pomocí tzv. ferritinofagie dochází k uvolňování 
železa z  lysozomů do cytosolu buněk. Následnou kaskádou reakcí uvolněných nestabilních 
atomů železa s jinými molekulami dochází k produkci ROS a iniciaci buněčného stresu, jež je 
spouštěčem ferroptózy. U onemocnění, jako je rakovina, při které jsou mechanizmy indukující 
buněčnou smrt, vč. apoptózy potlačeny obvykle z důvodu genetických změn, může indukce 
alternativního způsobu buněčné smrti představovat atraktivní léčebnou strategii. Závěr: V po-
sledních letech je výzkum nových protinádorových léků směřován na aktivaci alternativních 
drah buněčné smrti, které mohou překonat narušené metabolické procesy uvnitř rakovinných 
buněk nebo rezistenci buněk k běžně podávané chemoterapii. Byla nalezena celá řada mole-
kul, které mohou ferroptózu v nádorových buňkách indukovat, což dodává jejímu výzkumu na 
významu, neboť by mohl vést k objevu nových alternativ při léčbě nádorových onemocnění.

Klíčová slova
buněčná smrt –  rakovina –  autofagie –  ferroptóza –  ferritinofagie –  buněčný stres –  ROS
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Úvod

Buněčná smrt je klíčovým fyziologic-
kým mechanizmem, na kterém je zá-
vislý vývoj organizmu prakticky již od 
počátku embryogeneze, vč. plnohod-
notné funkce imunitního systému nebo 
udržování správné funkce tkání a  or-
gánů u dospělých mnohobuněčných or-
ganizmů [1– 5]. Původně se předpoklá-
dalo, že existují pouze 2  typy buněčné 
smrti, programovaná –  apoptóza - nebo 
neprogramovaná –  nekróza. Následkem 
vnějších faktorů, jako jsou zranění nebo 
infekce, buňka obvykle reaguje na ne-
příznivé podmínky nevratnými procesy 
a bývá likvidována prostřednictvím ne-
krózy. Spolu s  nekrózou existují i  další 
typy buněčné smrti, které jsou gene-
ticky programované a bývají buňkou zá-
měrně vyvolávány. Slouží převážně jako 
obranný mechanizmus před poškoze-
ním buněk následkem patogenů, buněč-
ného stresu nebo např. kumulací mutací 
v genech důležitých pro zásadní procesy 
uvnitř buňky [6]. Jedním z nejlépe pro-
studovaných typů programované bu-
něčné smrti (programmed cell death –  
PCD) je apoptóza. Důsledkem apoptózy 
je např. diferenciace prstů v rozvíjejících 
se embryích  [7]. Její deregulace může 
vést ke vzniku vrozených vývojových vad 
nebo k  rozvoji rakoviny  [8– 11]. Během 
posledních desetiletí se však ukázalo, že 
apoptóza není zdaleka jediným typem 
PCD. Zkoumání jejích nových typů se 
stalo předmětem intenzivního výzkumu. 

Mezi nově objevené typy PCD patří au-
tofagie, nekroptóza, pyroptóza, pyro-
nekróza a také ferroptóza [6,12– 15].

Ferroptóza je relativně nově objeve-
ným typem PCD, která je morfologicky, 
bio chemicky i geneticky odlišitelná od 
dalších typů buněčné smrti. Morfolo-
gické odlišnosti byly prokázány trans-
misní elektronovou mikroskopií, která 
potvrdila, že ferroptotické buňky mají 
jasné substrukturní změny  [14]. Pro 
buňky podléhající ferroptóze jsou cha-
rakteristické menší mitochondrie s nižší 
hustotou mitochondriálního obsahu 
a  naopak zvýšeným mitochondriálním 
membránovým potenciálem [14,16]. Na-
opak klasické znaky objevující se u ostat-
ních typů buněčné smrti, jako je kon-
denzace chromatinu u  apoptózy nebo 
ruptury buněčné stěny u  nekrózy, ne-
byly u  ferroptotických buněk pozoro-
vány  [14]. Z  bio chemického hlediska 
dochází při ferroptóze k produkci cyto-
solických a lipidových reaktivních kyslí-
kových radikálů (reactive oxygen species 
– ROS), jejichž tvorba ústí k  vyčerpání 
antioxidantů v buňkách a následné bu-
něčné smrti [14].

Historie objevu ferroptózy

Pojem ferroptóza byl poprvé zaveden 
v roce 2012 americkými vědci pod vede-
ním profesora Brenta R. Stockwel la [14] 
během výzkumu malých molekul eras-
tinu, RSL3  a  RSL5. Jedná se o  slouče-
niny selektivně letální pro nádorové 

buňky nesoucí mutace v onkogenu RAS. 
Z  tohoto důvodu byly pojmenovány 
jako RAS-selektivně letální molekuly 
(RSL)  [17,18]. Jejich význam podtrhuje 
skutečnost, že geny rodiny malých GTPáz 
RAS (HRAS, NRAS a KRAS) jsou mutovány 
přibližně u 30 % všech nádorů [19], vč. 
nemalobuněčných nádorů plic [20], ná-
dorů tlustého střeva  [21], slinivky  [22] 
nebo štítné žlázy [21,23]. Současně jsou 
pak tyto mutace u řady nádorů spojeny 
i se špatnou prognózou [23].

U nových RSL molekul však bylo třeba 
objasnit mechanizmus účinku, neboť 
nebyly pozorovány klasické rysy apo-
ptózy, jako je aktivace kaspáz, fragmen-
tace chromatinu nebo uvolňování cy-
tochromu c z  mitochondrií  [17,18,24]. 
Všechny tři sloučeniny naopak induko-
valy RAS-RAF-MEK-závislou oxidativní 
buněčnou smrt  [17,24]. Dále bylo zjiš-
těno, že erastin spolu s  RSL5  pro svoji 
funkci vyžadují přítomnost mitochon-
driálního anion-selektivního kanálu 3 
(voltage-dependent anion channel  –  
VDAC3), kdežto RSL3 funguje nezávisle 
na VDAC kanálech [24]. U všech tří mo-
lekul pak dochází k  potlačení účinku 
po použití různých chelátorů železa. 
To úzce souvisí se skutečností, že mu-
tantní Ras zvyšuje hladinu transferino-
vých receptorů (TfR1)  [24], které pře-
vádějí komplexy železa do cytoplazmy, 
kde následně dochází k  jeho uvol-
nění (schéma 1) [25,26]. Stejně tak mu-
tantní Ras snižuje množství ferritinu, 

Summary
Background: Ferroptosis is a recently discovered type of cell death. It is genetically, morphologically, and biochemically distinct from other types 
of programmed cell death, such as necrosis, apoptosis, and autophagy. The level of intracellular free iron and reactive oxygen species formation 
are important for ferroptosis activation, which can occur through either of two key inhibitory processes. The fi rst one involves inhibition of cys-
tine transfer into cells by the cystine/glutamate antiporter system (Xc–). Cystine serves as a precursor for the synthesis of glutathione, a major 
cellular antioxidant. The second one involves the inhibition of glutathione peroxidase 4, which protects cells from lipid peroxidation. Ferroptosis 
is associated with many metabolic disorders, including neurological diseases and cancer. Molecules involved in the activation of ferroptotic 
pathways are involved in protecting cells against stress conditions, and in the maintenance of nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
and glutathione levels, as well as iron homeostasis. Also important is the connection with autophagy, so called ferritinophagy, in which iron is 
released from lysosomes into the cytosol. Cascade reactions of free unstable iron atoms with other molecules result in the production of re-
active oxygen species that initiate the cellular stress that triggers ferroptosis. In diseases such as cancer where cell death inducing mechanisms, 
including apoptosis, are usually suppressed by genetic changes, the induction of alternative pathways leading to cell death could provide an 
attractive treatment strategy. Conclusion: In recent years, research into new antimetastatic drugs has focused on the activation of alternative cell 
death pathways that might overcome disturbed metabolic processes inside cancer cells or the chemotherapy resistance acquired in the course of 
routine treatment. A number of molecules have been found to induce ferroptosis in tumor cells, suggesting that they may off er new alternatives 
for anticancer treatment.
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cell death – cancer – autophagy – ferroptosis – ferritinophagy – cellular stress – ROS
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Mechanizmus ferroptózy

Ferroptóza, tj. na intracelulárním že-
leze závislá regulovaná forma buněčné 
smrti, může být indukována dvěma růz-
nými mechanizmy. Prvním z nich je in-
hibice cystin/ glutamátového transport-
ního systému Xc– (na sodíku nezávislém), 
který je vyžadován při transportu cys-
tinu do buněk, kde dochází k  syntéze 
glutathionu, hlavního buněčného an-
tioxidantu. Narušením tohoto sys-
tému dochází k  vyčerpání glutathionu 
a vzniku oxidativního stresu [41,42], což 
může být mimo jiné spouštěno i malými 
molekulami, tzv. induktory ferroptózy 
třídy I  (FINs I)  [42]. Druhým podnětem 
pro vznik ferroptotické buněčné smrti je 
inhibice glutathion peroxidázy 4 (GPX4), 
která používá glutathion k detoxikaci li-
pidových peroxidů [41,42]. GPX4 může 
být přímo inhibována tzv. induktory fer-
roptózy třídy II (FINs II) [42].

Cystin/ glutamátový transportní 

systém X
c

–
 

V roce 1980 Bannai a Kitamura poprvé 
zdokumentovali Xc–  transportní systém 
v  lidských embryonálních plicních fi b-
roblastech  [43]. O  2  roky později pak 
v  podstatě totéž ukázali Makowske 

protein je schopen vázat 1– 2  ionty že-
leza Fe3+, které přenáší krevním řečištěm, 
dokud není zachycen TfR1  lokalizova-
ným na povrchu buněk [25,36]. Komplex 
receptoru s navázaným transferinem je 
posléze pohlcován endocytózou do-
vnitř buněk. Z endozomů jsou následně 
za účasti transmembránového trans-
portéru DMT1 (divalent metal transpor-
ter-1), známého také jako Nramp2 (na-
tural resistance-associated macrophage) 
uvolňovány do cytoplazmy nestabilní 
atomy železa Fe2+ spolu s volným trans-
ferinem a TfR1, který je připraven k dal-
šímu transportu [36,37]. 

Pro udržování správné hladiny železa 
v buňce je kromě transportu dovnitř dů-
ležitý také transport železa ven z buňky. 
Jediným známým transportérem, který 
převádí železo ven přes buněčnou mem-
bránu do krve, je ferroportin 1. Je kódo-
ván genem SLC40A1  [38]. Jeho správná 
regulace je rozhodující pro udržování 
optimální hladiny železa. Změny v hla-
dině ferroportinu mohou vést k  nedo-
statku, nebo naopak k nadbytku železa 
uvnitř buněk. Bylo prokázáno, že nedo-
statečná funkce ferroportinu může mít 
za následek ztrátu homeostázy a způso-
bit např. anémii u myší [39,40]. 

jehož molekula slouží ke skladování že-
leza v buňkách [27]. Zesíleným transpor-
tem a současně snížením množství mo-
lekul, které udržují železo v navázaném 
stavu, pak dochází ke zvyšování volného 
železa v buňce [24]. Volné reaktivní že-
lezo Fe2+ uvolněné z endozomů nebo ly-
sozomů je zapojeno do produkce ROS 
prostřednictvím Fentonovy reakce [28]. 
Smrt indukovaná prostřednictvím RSL 
je tedy spojena se zvýšením produkce 
ROS díky zabránění chelatace železa, 
popř. genetickou inhibicí hladiny železa 
v cytoplazmě [17,24]. I další proteiny za-
pojené v  podobně působících drahách 
mohou rovněž aktivovat ferroptózu [17]. 
Dokonce bylo prokázáno, že jeden z nej-
důležitějších nádorových supresorových 
proteinů, protein p53, často označovaný 
jako strážce genomu [29], může být za-
pojen do ně kte rých mechanizmů iniciu-
jících ferroptotickou buněčnou smrt [30].

Metabolizmus železa při 

ferroptóze 

Buněčné železo se zdá být jedním z nej-
důležitějších faktorů při tvorbě lipido-
vých peroxidových radikálů během fer-
roptózy [14,17]. Volné atomy železa Fe2+ 
se mohou za přítomnosti peroxidu vo-
díku pomocí tzv. Fentonovy reakce oxi-
dovat na Fe3+, z  peroxidu je současně 
odebrán elektron a dochází k produkci 
hydroxylových radikálů přímo uvnitř 
buněk  [31]. To vede k  indukci buněč-
ného stresu, poškození buňky volnými 
radikály a  spuštění ferroptózy  [14]. 
Z  tohoto důvodu se buňky snaží chrá-
nit před vlivy volného železa hned ně-
kolika způsoby. Jedním z  nejdůležitěj-
ších proteinů, který plní v  buňce tuto 
ochrannou funkci, je ferritin [32]. Jedná 
se o protein tvořený 24 podjednotkami 
lehkých a těžkých řetězců [32], přičemž 
těžké řetězce vykazují navíc ferroxidá-
zovou aktivitu. Přijímané železo Fe2+ je 
pomocí těchto řetězců oxidováno na 
Fe3+ a skladováno uvnitř ferritinu v ne-
toxických a bio logicky dostupných for-
mách [33]. Při zvýšené potřebě reaktivní 
formy železa je ferritin v  lysozomech 
degradován a  železo je uvolněno do 
cytosolu [34,35]. 

Transferin je dalším důležitým protei-
nem, který se uplatňuje především při 
transportu železa. Tento extracelulární 

TfR

endozom

Fe2+

Fe3+

ROS
Fentonova
reakce

STEAP3

transferin Fe3+

ferroportin

ferritin

DMT1

ferritinofagie

Atg5, Atg7, NCOA4

Schéma 1. Metabolizmus železa při ferroptóze.
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atom síry nahrazen selenem [62]. Uvádí 
se, že selenocystein zde pravděpo-
dobně zvyšuje účinnost v  redoxních 
reakcích [63]. 

GPX4  funguje jako monomerní pe-
roxidáza  [64]. Kromě jednoduchých 
peroxidů a  malých hydroperoxidů 
je schopná redukovat také hydrope-
roxidy v  komplexních lipidech, např. 
fosfolipidové, cholesterolové a  chole-
sterolesterové hydroperoxidy začle-
něné v  bio membránách a  lipoprotei-
nech  [64,65]. Vyčerpáním GPX4  tedy 
dochází ke snížení ochrany buněk před 
negativním účinkem reaktivních radi-
kálů, hromadění lipidových peroxidů 
a k vyčerpání polynenasycených mast-
ných kyselin v  lipidových dvojvrstvách, 
což může vést k  indukci ferroptózy 
[14,42,56,66– 68]. 

Ferroptóza a její spojení 

s autofagií

Autofagie (z řečtiny „vlastní stravování“) 
je evolučně konzervovaný homeosta-
tický mechanizmus, který je zapojen 
do mnoha procesů udržujících správný 
chod buňky, jako je odstraňování špatně 
složených proteinů, poškozených orga-
nel a buněk napadených patogeny nebo 
také patologických stavů, vč. infekce 
nebo procesů souvisejících s  rakovi-
nou [69,70]. Nedávno bylo zjištěno, že ak-
tivace autofagie je také jedním z důleži-
tých induktorů ferroptózy v nádorových 
i normálních lidských buňkách [71– 73]. 
Inhibitory autofagie jsou schopny ochrá-
nit buňky před vstupem do ferroptózy 
pravděpodobně prostřednictvím pro-
cesů zabraňujících tvorbě cytosolic-
kých a lipidových ROS [73]. K degradaci 
ferritinu jako zásobárny železa v  buň-
kách dochází prostřednictvím lysozomů 
během autofagického procesu. V  roce 
2014 byl tento proces pojmenován jako 
ferritinofagie a současně s tím byl iden-
tifi kován jaderný receptorový koaktivá-
tor 4  (nuclear receptor coactivator 4  –  
NCOA4) přispívající k degradaci fer ritinu 
během ferritinofagie  [34]. Snížení akti-
vity receptoru NCOA4 stejně tak jako in-
hibice Atg5 a Atg7 omezuje degradaci 
ferritinu, snižuje hladinu reaktivního že-
leza v  cytosolu a  potlačuje ferroptózu 
v normálních fi broblastech i nádorových 
buňkách [72]. Oproti tomu zvýšení hla-

ferroptózy a cystin/ glutamátovým trans-
portním systémem, a  to díky výzkumu 
zaměřenému na studium mechanizmu 
účinku ferrostatinu 1, který je selektiv-
ním inhibitorem ferroptózy indukované 
erastinem [14]. Současně byla objevena 
celá řada molekul, které jsou naopak 
schopny ferroptotickou buněčnou smrt 
navodit (tab. 1). 

Značný vliv na hladinu transpor-
téru systému Xc– může mít také pro-
tein p53. Bylo prokázáno, že p53  indu-
kuje ferroptózu snížením exprese genu 
SLC7A11, který kóduje cystin/ glutamá-
tový transportní systém  [51– 53]. V  dů-
sledku toho dochází ke snížení příjmu 
cysteinu, vyčerpání hladiny antioxi-
dantu glutathionu, což vede k neschop-
nosti buňky bojovat s  oxidativním 
stresem [41,42].

Glutathion peroxidáza 4 

Glutathion peroxidáza 4  (GPX4) je jed-
nou z  osmi glutathion peroxidáz zná-
mých u  savců. S  výjimkou GPX5, 
-7  a  -8  (a  GPX6  u  hlodavců) obsahují 
všechny glutathion peroxidázy místo 
cysteinu selenocystein, který má jeden 

a Christensen v  transformovaných kry-
sích buněčných liniích hepatomu  [44]. 
Systém Xc–  působí jako obousměrný pře-
našeč aniontových forem cystinu a glu-
tamátu a je závislý na Cl–  a nezávislý na 
Na+ [45]. I když může transportovat obě 
aminokyseliny v  obou směrech, jeho 
hlavním úkolem je zásobovat buňku cys-
tinem a odvádět glutamát ven z buňky. 
Intracelulární zásoba cystinu je poměrně 
malá, zatímco koncentrace intracelulár-
ního glutamátu je v buňce obecně vyšší 
než v  extracelulárním prostoru, proto 
jsou molekuly přenášeny především po 
koncentračním spádu  [46]. Extracelu-
lární glutamát pak funguje jako kom-
petitivní inhibitor vychytávající cystin 
prostřednictvím transportního systému 
Xc–  [44]. Bylo prokázáno, že nejen radi-
kály, ale i různá elektrofi lní činidla [47], 
bakteriální lipopolysacharidy a  zánět-
livý cytokin (faktor nádorové nekrózy α
(tumor necrosis factor  –  TNFα))  [48] 
nebo např. i pěstování buněčných kul-
tur neutrofi lů [49] nebo makrofágů [50] 
v podmínkách 21% hladiny kyslíku může 
systém Xc–  aktivovat. V roce 2012 Dixon 
et  al prokázali souvislost mezi aktivací 

Tab. 1. Nejznámější induktory ferroptózy.

Molekula Označení Cíl Literatura

erastin

FIN I 
(ferroptózu 
indukující 
molekuly)

systém X
c

–

[15,18,19,25,32,52]

aldehyd erastin [36]

piperazine erastin [36]

DPI2 [36]

sulfasalazin (SAS) [15,32,50,53,54]

sorafenib [35,55,56]

RSL5 [18,52]

RSL3

FIN II GPX4

[18 57]

1S, 3R – RSL3 [36]

DPI7 (ML162) [36,52,57]

ML210 [52,57]

DPI10 [36]

DPI12 [36]

DPI13 [36]

DPI17 [36]

DPI18 [36]

DPI19 [36]
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nosti aktivovat alternativní dráhy bu-
něčné smrti, vč. ferroptózy, s cílem obe-
jít narušené metabolické procesy uvnitř 
nádorových buněk, se kterými je často 
spojena i  rezistence ke standardně po-
dávané terapii. Bylo prokázáno, že velké 
množství nádorových buněčných linií 
vykazuje citlivost k induktorům vyvolá-
vajícím ferroptózu, proto i  hledání no-
vých sloučenin spouštějících ferroptózu 
představuje značně atraktivní alterna-
tivu, která může vést k objevu nových, 
účinnějších léků. 
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mít velký vliv při hledání nových způ-
sobů léčby rakoviny díky možnosti přes-
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Závěr 
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Možnosti využití p63 v bio ptické dia gnostice 

Possible Usage of p63 in Bioptic Diagnostics

Galoczová M., Nenutil R., Coates P.J., Vojtěšek B.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
Východiska: Transkripční faktor p63  je homologem p53, nicméně jeho role ve vývoji a on-
kogenezi není tak jednoznačná. Gen TP63 kóduje množství N- a C-koncových izoforem pro-
teinu, jejichž exprese a funkce se navzájem liší. Nejlépe prostudované jsou N-koncové varianty 
�Np63 (p40) a TAp63. p40 je charakteristickým markerem bazálních nebo myoepiteliálních 
buněk víceřadých epitelů a podílí se na regulaci proliferace a diferenciace. TAp63 izoforma je 
více exprimována v buňkách suprabazální vrstvy a kromě epitelů také v primárních oocytech, 
lymfocytech a stromálních buňkách, je schopná indukovat apoptózu a hraje roli v udržování 
genomové integrity. Role jednotlivých izoforem se liší také v nádorové progresi, kdy p40 je 
obecně považována za onkoprotein zapojený do regulace nádorových kmenových buněk, za-
tímco exprese TAp63 je spojována s lepší prognózou onemocnění. Cíl: Jaderná exprese p63 je 
markerem používaným v  klinické patologii k  dia gnostice různých typů malignit, nejčastěji 
dlaždicobuněčného karcinomu plic či karcinomů urogenitálního traktu, svou roli hraje také 
ve vyšetření bio ptických vzorků karcinomu prsu (breast carcinoma – BC) a prostaty (prostate 
carcinoma – PC). U neoplastických buněk lze však při použití protilátky 4A4 pozorovat expresi 
p63 také v cytoplazmě či v extracelulárním materiálu. Tento přehledový článek stručně shrnuje 
možnosti a nástrahy použití p63 v bio ptické dia gnostice, zejména u BC a PC, poukazuje také na 
potenciál využití specifi ckých protilátek proti izoformám p40 a TAp63. Zabývá se rovněž dalším 
klinickým využitím p63 v histogenetické klasifi kaci nádorů. 

Klíčová slova
p63 – �Np63 (p40) – TAp63 – karcinom prsu – karcinom prostaty

Summary
Background: The p63 transcription factor is a p53 homologue; however, its role in development 
and oncogenesis is more unambiguous than that of p53. TP63 encodes a variety of N- and C-ter-
minal isoforms with diff erent expression patterns and functions. The most frequently studied 
are N-terminal variants �Np63 (p40) and TAp63. p40 is a characteristic basal or myopithelial cell 
marker of stratifi ed epithelium and it partakes in the regulation of proliferation and diff eren-
tiation. The TAp63 isoform is more expressed in the suprabasal cell layer but is also expressed 
in primary oocytes, lymphocytes and stromal cells. It induces apoptosis and plays a role in the 
maintenance of genome integrity. The role of each isoform diff ers also in tumor progression. 
p40 is generally considered to behave as an oncoprotein in the regulation of cancer stem cells, 
while TAp63 expression is associated with a better prognosis. Aim: Nuclear expression of p63 
is a widely used as a diagnostic marker in the clinical pathology of a spectrum of malignancies, 
mostly lung squamous cell carcinomas and urogenital tract carcinomas; however, it also used 
during examination of breast (BC) and prostate carcinoma bioptic samples. However, cytoplas-
mic or extracellular p63 expression is observed in neoplastic cells when the 4A4 antibody is 
used. This mini-review briefl y summarizes the possibilities and pitfalls of p63 usage, particularly 
when it is used in bioptic diagnostics of BC and prostate carcinoma and highlights the poten-
tial applications of isoform specifi c p40 and TAp63 antibodies. It also describes other clinical 
usages of p63, for instance in the histogenetical classifi cation of tumors. 

Key words
p63 – �Np63 (p40) – TAp63 – breast carcinoma – prostate carcinoma
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Úvod

Protein p63  patří do rodiny transkrip-
čního faktoru a  nádorového supresoru 
p53, kam se kromě p53  řadí také p73. 
Tyto proteiny navzájem vykazují vyso-
kou sekvenční homologii a  sdílejí stej-
nou doménovou strukturu, což jim 
umožňuje navzájem interagovat či vázat 
se na transkripční cíle ostatních členů 
rodiny. Role jednotlivých proteinů se ve 
vývoji tkání a onkogenezi liší, odlišná je 
dokonce i funkce jednotlivých izoforem. 
Gen TP63  kóduje nejméně 10  různých 
izoforem p63. Transkripce ze dvou růz-
ných promotorů umožňuje vznik dvou 
N-koncových izoforem, plnodélkové 
TAp63 a N-koncově zkrácené �Np63 izo-
formy, která bývá rovněž označována 
jako p40  a  postrádá N-koncovou tran-
skripčně aktivační doménu. Alternativ-
ním sestřihem pak vznikají C-koncové 
varianty (�, �, �, �, �)  [1,2]. Převládající 
izoformou v tkáních je p40, která je ex-
primovaná ve vysoké míře v  bazálních 
a  myoepiteliálních buňkách vrstevna-
tého dlaždicového a žláznatého epitelu 
různých orgánů [3] a je také známa pro 
svou roli v  udržování proliferativního 
potenciálu epiteliálních kmenových 
buněk  [4,5]. S  mírou buněčné diferen-
ciace exprese p40  klesá. TAp63  se na-
opak vyskytuje v bazálních epiteliálních 
buňkách pouze zřídka, vyšší expresi lze 
pak pozorovat v  buňkách umístěných 
suprabazálně, což naznačuje odlišnou 

roli obou izoforem v  průběhu diferen-
ciace [6]. Exprese TAp63 je také charakte-
ristická pro jádra primárních oocytů [7], 
byla detekována v  lymfocytech a  stro-
málních buňkách  [8]. Nedávno byla 
popsána nová izoforma GTAp63  vy-
skytující se u prekurzorů samčích záro-
dečných buněk, kde přispívá k  udržo-
vání integrity genomu  [9]. Z  hlediska 
onkogeneze je TAp63  obecně považo-
vána za nádorový supresor díky schop-
nosti indukovat zástavu buněčného 
cyklu a apoptózu [10], zatímco p40 vy-
kazuje vlastnosti onkoproteinu a její vy-
soká exprese je charakteristická zejména 
pro dlaždicobuněčné karcinomy  [11], 
uroteliální karcinomy  [12] a  karcinomy 
bazálního typu  [13–15]. O  p40  se také 
diskutuje jako o  markeru nádorových 
kmenových buněk u  různých typů ná-
dorových onemocnění  [16]. Nicméně 
TAp63 se rovněž může chovat jako on-
koprotein a  bylo prokázáno, že je pře-
vládající izoformou u  ně kte rých typů 
hematologických malignit  [17] (tab. 1). 
O  jednotlivých C-koncových izofor-
mách p63  se ví zatím pouze málo, což 
je také způsobeno komerční nedostup-
ností specifi ckých protilátek (s výjimkou 
p63� a �), současné studie však nazna-
čují jejich rozdílné funkce [18,19]. V bio-
ptické dia gnostice se využívá průkaz 
p63, event. cíleně průkaz p40 dvěma zá-
kladními způsoby. V první řadě se jedná 
o znázornění myoepitelií nebo bazálních 

buněk s cílem zhodnotit invazivitu, nebo 
obecněji malignitu léze. Dalším pou-
žitím je průkaz p40  jako markeru dife-
renciace nádoru směrem k víceřadému 
epitelu nebo k  jeho histogenetickému 
zařazení.

Průkaz myoepitelií nebo 

bazálních buněk

U normální tkáně mléčné žlázy je ja-
derná exprese p63  charakteristickým 
markerem myoepiteliálních buněk, za-
tímco luminální buňky jsou p63  nega-
tivní. Použití p63  v  nádorové patologii 
odstartovala celá řada studií zaměře-
ných na duktální karcinom in situ (DCIS), 
které navrhly použití přítomnosti myo-
epiteliálních buněk k  odlišení invaziv-
ních a  neinvazivních lézí  [20,21]. Myo-
epiteliální buňky tvoří v  nenádorové 
mléčné žláze souvislou vrstvu lemu-
jící epiteliální stranu bazální membrány. 
U karcinomů in situ jsou myoepiteliální 
buňky zachovány, příp. mírně reduko-
vány v hustotě. Kompletní absence myo-
epitelií pak svědčí pro invazivní charak-
ter léze [20]. 

Podrobnější studie zaměřené na cha-
rakteristiky myoepiteliálních buněk 
v  in  situ karcinomech duktálního, ale 
rovněž lobulárního (lobular carcinoma 
in situ – LCIS) a papilárního typu nebo in-
traduktálních papilomů prokazují alte-
raci imunofenotypu ve smyslu snížené 
exprese ně kte rých markerů, p63 však má 

Tab. 1. Exprese a funkce jednotlivých N-koncových variant p63 u normální a nádorové tkáně.

Normální tkáň Nádorová tkáň

Vysoká exprese Funkce Vysoká exprese Funkce

ΔNp63
myoepiteliální buňky

bazální buňky

udržování proliferativního 
potenciálu epiteliálních 

kmenových buněk

dlaždicobuněčné 
karcinomy

uroteliální karcinomy
karcinomy bazálního typu

role v progresi nádoro-
vého onemocnění

regulace vlastností nádo-
rových kmenových buněk

TAp63

suprabazální buňky
primární oocyty

B lymfocyty

regulace proliferace 
a diferenciace 

epiteliálních buněk
udržování integrity genomu

hematologické malignity role v progresi 
nádorového onemocnění

GTAp63

stromální buňky
prekurzory samčích 
zárodečných buněk

udržování integrity genomu
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traepiteliální neoplazie (PIN) a  v  ade-
nóze prostaty. Většina karcinomů pro-
staty (prostate carcinoma – PC) je ovšem 
p63 negativní [48]. Proto je také negati-
vita p63 používána k odlišení dobře di-
ferencovaných invazivních karcinomů 
v punkčních bio psiích, nejčastěji v rámci 
protilátkového koktejlu spolu s alfa-me-
tylacyl racemázou (AMACR) a  cytoke-
ratiny o  vysoké molekulové hmotnosti 
(high molecular weight cytokeratins – 
CK HMW, 34�e12)  [49]. V  literatuře lze 
však najít i kazuistiky p63 pozitivních in-
vazivních PC. Existují vzácné případy PC 
z bazálních buněk [14,15] a také případy 
p63 pozitivních adenokarcinomů, které 
jsou molekulárně odlišné od PC obvyk-
lého typu a také od karcinomů z bazál-
ních buněk a vykazují expresi bazálních 
i luminálních markerů. Tyto nádory jsou 
pozitivní při použití 4A4 a většina z nich 
také při použití p40  protilátky  [50,51]. 
Stejně jako u BC byly u PC rovněž zazna-
menány případy cytoplazmatické ex-
prese p63 u neoplastických buněk, ex-
prese tohoto markeru navíc korelovala 
se zvýšenou mortalitou [52]. 

Histogenetická klasifi kace nádorů

V řadě nádorových lokalit může být 
průkaz diferenciace karcinomu smě-
rem k víceřadému epitelu klinicky důle-
žitý. Výrazným příkladem je klasifi kace 
nemalobuněčných plicních karcinomů 
v  malých, morfologicky často málo re-
prezentativních punkčních bio psiích. 
Pozitivita p40  je zde spolu s  negativi-
tou tyroidního transkripčního faktoru 1
(TTF1) a  Napsinu A  typickým znakem 
dlaždicobuněčných karcinomů a  vy-
lučuje adenokarcinom  [53]. Použití 
p40 specifi ckých protilátek zde značně 
zlepšuje specifi citu dia gnózy  [54]. V si-
tuaci, kdy je k dispozici omezené množ-
ství materiálu, je tak možno optimalizo-
vat sekvenci navazujících prediktivních 
vyšetření, jako jsou mutace receptoru 
pro epidermální růstový faktor (epi-
dermal growth factor receptor – EGFR) 
a translokace genu anaplastické lymfo-
mové kinázy (ALK) u  adenokarcinomu 
či exprese ligandu receptoru progra-
mované buněčné smrti 1 (programmed 
death-ligand 1 – PD-L1) u spinocelulár-
ního karcinomu. Obecné rozlišení mezi 
adenokarcinomem a  spinocelulárním 

případy p63  pozitivních maligních fy-
loidních či sarkomatoidních nádorů [39]. 
Jaderná i cytoplazmatická exprese byla 
pozorována u  ně kte rých invazivních 
mikropapilárních  [40] a  také u  sekreč-
ních karcinomů, kde byl p63  pozitivní 
také intraluminální sekretovaný mate-
riál [31,41]. Příkladem karcinomu s aty-
pickou expresí p63  je s  těhotenstvím 
spojený BC. Myoepiteliální buňky u to-
hoto onemocnění vykazují sníženou ja-
dernou expresi p63, zatímco asocio-
vané epiteliální buňky jsou pozitivní pro 
cytoplazmatickou expresi tohoto pro-
teinu. Aberantní cytoplazmatická ex-
prese p63  zde zřejmě přispívá k  zvý-
šení invazivity a agresivity epiteliálních 
buněk [30,32].

Při použití 4A4 protilátky je zapotřebí 
počítat se skutečností, že rozpoznává 
všechny izoformy p63 a navíc vykazuje 
křížovou reaktivitu s p73 [8]. Specifi cita 
cytoplazmatického barvení touto proti-
látkou je také předmětem diskuzí. Vzhle-
dem k  odlišným funkcím jednotlivých 
izoforem p63  a  p73  v  nádorové pro-
gresi se jeví použití izoformově speci-
fi ckých monoklonálních protilátek jako 
lepší dia gnostický nástroj. Studie hod-
notící specifi citu a citlivost p40 jako mar-
keru myoepiteliálních buněk ve srovnání 
s 4A4 ukazují, že použití obou protilátek 
je srovnatelné  [42–44]. Nicméně např. 
u  TNBC použití protilátek specifi ckých 
proti jednotlivým variantám p63  uká-
zalo, že zatímco exprese p40  asociuje 
s metaplastickými a medulárními karci-
nomy a  s  bazálním buněčným fenoty-
pem, exprese TAp63  koreluje s  expresí 
androgenového receptoru (AR), nemu-
tovaným BRCA1/ 2  statusem a  pozitivi-
tou PTEN. TAp63 pozitivní nádory navíc 
vykazují lepší celkové přežití [45]. 

Jaderná exprese p63 je v klinické praxi 
používána také jako marker bazálních 
buněk prostaty. Bazální buňky prostaty 
podobně jako myoepiteliální buňky 
prsu tvoří souvislou vrstvu podél ba-
zální membrány pod vrstvou luminál-
ních buněk. V prostatě se navíc vyskytuje 
ještě jeden buněčný typ, buňky neuro-
endokrinní, které jsou spolu s  luminál-
ními buňkami p63  negativní  [46,47]. 
p63  pozitivní bazální buňky lze na-
lézt u  benigní prostatické hyperplazie 
(BPH), u  prekancerózní prostatické in-

relativně nejvyšší citlivost [22–24]. Vzhle-
dem k dále diskutovaným skutečnostem 
o  jeho expresi v  invazivních nádorech 
je však jeho specifi cita částečně ome-
zena a ve sporných případech se dopo-
ručuje vždy použití dvou markerů, ze-
jména doplnění průkazu p63 o barvení 
kalponinu [24,25]. Dalšími používanými 
markery myoepiteliálních buněk jsou 
CD10, myozin těžkého řetězce hladkého 
svalstva (smooth muscle myosin heavy 
chain – SMMHC) či cytokeratiny 5/ 6, a to 
často spolu s p63 jako součástí různých 
protilátkových koktejlů [25–27]. U vzác-
ných epiteliálně-myoepiteliálních karci-
nomů prsu (breast carcinoma – BC), jako 
jsou myoepiteliální karcinomy  [28] či 
adenoidně cystické karcinomy [29], však 
myoepiteliální p63 pozitivní buňky tvoří 
součást nádoru.

Nicméně ne všechny neoplastické 
buňky běžných karcinomů jsou p63 ne-
gativní. Mimo jadernou lokalizaci bylo 
imunohistochemické barvení p63 u řady 
invazivních BC pozorováno také v cyto-
plazmě neoplastických buněk, ovšem 
pouze ve studiích využívajících nejčas-
těji používanou anti-p63 protilátku klon 
4A4 [13,30–32]. Ve srovnání s 4A4 je pak 
p40  protilátka s  výhradně jaderným 
barvením považována za více specifi c-
kou  [33]. Jelikož ale bývá cytoplazma-
tická exprese p63 v literatuře často zmi-
ňována, bude jí věnován prostor také 
v této publikaci. 

Mezi nádory charakteristické vysokou 
jadernou expresí p63 patří zejména karci-
nomy bazálního typu 2 (basal like 2 – BL2) 
patřící do skupiny triple negativních BC 
(TNBC), které jsou negativní pro estroge-
nový (ER), progesteronový (PR) receptor 
a také receptor typu 2 pro lidský epider-
mální růstový faktor (human epidermal 
growth factor receptor 2  – HER2)  [34]. 
U TNBC bazálního typu byla pozorována 
rovněž vyšší exprese p63 v cytoplazmě ve 
srovnání s nebazálními typy [13]. Jader-
nou expresi p63 lze nalézt také u malého 
procenta ER+ karcinomů [35,36].

Z pohledu histologické klasifi kace BC 
byla jaderná exprese p63 navržena jako 
specifi cký marker metaplastických kar-
cinomů  [37]. Nicméně p63  pozitivní je 
také relativně vysoké procento medu-
lárních a atypických medulárních karci-
nomů [38]. V literatuře lze nalézt rovněž 
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nebo uroteliálním karcinomem pomocí 
barvení p40 je také užitečné zejména při 
vyšetření morfologicky nezařaditelných 
nádorů urogenitálního traktu [55]. V pa-
tologii slinných žláz se barvení p63 pou-
žívá k  rozlišení acinárního (negativní) 
a mukoepidermoidního (pozitivní) kar-
cinomu slinných žláz [56]. Rozdíly v ex-
presi p63  mezi intermediárním trofob-
lastem choriových klků a implantačním 
trofoblastem mohou být dále využity 
v  diferenciální dia gnostice vzácnějších 
trofoblastických nádorů a případně dal-
ších trofoblastických lézí [57].

Závěr

Imunohistochemické barvení p63, ze-
jména izoformy �Np63  (p40), je v sou-
časné době dobře zavedenou metodou 
bio ptické dia gnostiky sloužící zejména 
k průkazu invazivity negativních nádo-
rových lézí v orgánech s víceřadým epi-
telem (prs, prostata) a k upřesnění histo-
genetické klasifi kace karcinomů (plíce, 
urogenitální trakt). Potenciál průkazu 
p63, příp. jeho specifických izoforem 
v  souvislosti s  možnou úlohou v  bio-
logii nádorových kmenových buněk 
nebo jako prediktivního markeru na své 
možné naplnění teprve čeká.
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Význam membránových proteinů v léčbě 
nádorových onemocnění a možnosti jejich 
dalšího studia

Importance of Membrane Proteins in the Treatment of Tumor 
Diseases and the Possibilities of Th eir Further Study

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

Souhrn
Východiska: Proteiny buněčné cytoplazmatické membrány představují heterogenní skupinu 
proteinů s odlišnou strukturou, lokalizací a funkcí. Účastní se mnoha buněčných procesů, mezi 
něž patří zprostředkování buněčné signalizace nebo komunikace s vnějším prostředím i mezi 
buňkami samotnými. Mutace a posttranslační modifi kace mění fyzikálně-chemické vlastnosti 
membránových proteinů a tím výrazně zasahují i do procesu kancerogeneze. Membránové 
proteiny tak představují důležité cíle pro dia gnostiku a léčbu nádorových onemocnění. V sou-
časnosti je cílená léčba v podobě monoklonálních protilátek nebo nízkomolekulárních inhi-
bitorů namířena především na receptory růstových faktorů na povrchu nádorových buněk 
a různé typy molekul vč. cílů tzv. checkpoint inhibitorů na povrchu buněk imunitního systému. 
K lepšímu poznání vlastností a funkcí membránových proteinů v souvislosti s vývojem nových 
cílených přístupů v terapii jsou v současnosti intenzivně využívány proteomické a molekulárně 
bio logické přístupy. Cíl: Cílem tohoto článku je přiblížit vlastnosti a funkce různých skupin mem-
bránových proteinů a přehledně shrnout jejich aktuální význam a potenciál využití v onkologii. 
Pozornost je zaměřena na ty skupiny proteinů, které se podílejí na regulaci proliferace nádoro-
vých buněk, ovlivňují imunitní odpověď, lékovou rezistenci a metastazování a představují již 
běžně využívané nebo potenciální cíle bio logické léčby. Podrobněji jsou popsány glykosylace 
a fosforylace jako typické a nejvíce prostudované posttranslační modifi kace membránových 
proteinů a dále hmotnostní spektrometrie jako efektivní nástroj pro identifi kaci a kvantifi kaci 
membránových proteinů.
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membránové proteiny –  glykosylace –  fosforylace –  proteomická analýza –  cílená léčba 
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Úvod

Jako membránové se označují všechny 
proteiny, které procházejí jakoukoliv 
membránou v buňce nebo jsou s ní aso-
ciovány. Představují asi 30  % z  celko-
vého počtu lidských proteinů [1] a jsou 

nezbytné pro zprostředkování buněčné 
signalizace, interakcí mezi buňkami a in-
terakcí buněk s okolním prostředím [2]. 
Z hlediska nádorové bio logie mají nej-
větší význam proteiny lokalizované ve 
vnější buněčné cytoplazmatické mem-

bráně, které hrají důležitou roli v  prů-
běhu vzniku a progrese primárního ná-
doru a  při metastazování nádorových 
buněk  [2]. Studium membránových 
proteinů se tak ukázalo být nezbytné 
pro pochopení procesu kancerogeneze 
a získané poznatky mohou být využity 
v cílené léčbě nádorových onemocnění. 

V obraně proti nádorovým buňkám je 
důležité zapojení imunitního systému. 
Imunitní reakce proti nádorové buňce 
vzniká, pokud jsou na povrchu buňky 
prezentovány nádorové antigeny. V pří-
padě, že jsou nádorové buňky podobné 
buňkám normálním, jsou imunitním sys-
témem tolerovány. V  mechanizmech 
úniku nádorových buněk před imunitní 
odpovědí hrají podstatnou úlohu mem-
bránové proteiny, které jsou nádoro-
vými buňkami využívány např. při ztrátě 
imunogenicity (expresí povrchových li-
gandů inhibujících T lymfocyty imu-
nitního systému, např. PD-L1) nebo při 
ztrátě antigenicity (snížením exprese či 
mutací imunogenních nádorových an-
tigenů, např. změnou funkce hlavního 
imunohistokompatibilního systému) [3]. 
Kromě změny exprese povrchových pro-
teinů důležitých pro reakci imunitního 
systému mohou mít nádorové buňky 
i pozměněnou expresi receptorů růsto-
vých faktorů (např. zvýšená exprese re-
ceptoru 2 pro lidský epidermální růstový 
faktor (human epidermal growth factor 
receptor-2 – HER2)  u  karcinomu prsu) 
nebo povrchových strukturních pro-
teinů (např. ztráta adhezních molekul 
v procesu metastazování) [4]. 

Summary 
Background: The proteins of the cellular cytoplasmic membrane represent a heterogeneous group of proteins with diff erent structures, localiza-
tions, and functions. They participate in many cellular processes including cellular signaling and communication with the external environment 
and communication between cells. Mutations and post-translational modifi cations alter the chemical-physical properties of membrane proteins 
and thus signifi cantly aff ect the process of carcinogenesis. Therefore, membrane proteins represent important targets for the diagnosis and 
treatment of cancer. Nowadays, treatment in the form of monoclonal antibodies or low molecular weight inhibitors targets mainly receptors of 
growth factors on the surface of tumor cells and various types of molecules including the targets of the so-called checkpoint inhibitors on the 
surface of the cells of the immune system. In order to better understand the properties and functions of membrane proteins, especially with the 
perspective of developing new targeted approaches in therapy, mainly proteomic and molecular biological approaches are currently being used. 
Aim: The aim of this article is to describe the properties and functions of diff erent groups of membrane proteins and to summarize their current 
relevance and potential for use in oncology. Attention is focused on those groups that regulate the proliferation of tumor cells, aff ect the immune 
response, cause drug resistance and metastasis, and are already used or accepted as potential targets of biological therapy. Glycosylation and 
phosphorylation are described in detail as the most studied post-translational modifi cation of membrane proteins, and mass spectrometry is 
presented as an eff ective tool for the identifi cation and quantifi cation of membrane proteins.

Key words
membrane proteins – glycosylation – phosphorylation – proteomic analysis – targeted therapy 

cytoplazmatická membrána

periferní membránový protein

integrální membránový protein

EXTRACELULÁRNÍ
PROSTOR

INTRACELULÁRNÍ
PROSTOR

fosfolipidová dvojvrstva hydrofóbní ást

hydrofilní ást

Obr.  1. Struktura cytoplazmatické membrány a  umístění periferních a  integrálních 

membránových proteinů. Cytoplazmatická membrána je tvořena dvěma fosfolipido-

vými vrstvami. Jejich hydrofobní vnitřní část je tvořena řetězci mastných kyselin a po-

lární část představují hydrofi lní hlavičky fosfolipidů. Integrální (transmembránové) 

proteiny interagují s hydrofobní částí fosfolipidové membrány, periferní membránové 

proteiny s touto částí neinteragují.
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přehled všech monoklonálních proti-
látek a  nízkomolekulárních inhibitorů 
schválených The Food and Drug Admini-
stration (FDA) nebo The European Medi-
cines Agency (EMA) pro použití v onko-
logii je uveden v tab. 1 a tab. 2). 

Ze skupiny membránových trans-
portních proteinů mají v  onkologii vý-
znam především tzv. ABC (ATP-bind ing 
cassette) transportéry. Jedná se o trans-
membránové proteiny, které využívají 
energii z rozkladu adenozintrifosfátu (ade-
nosine triphosphate  –  ATP) pro přenos 
různých substrátů přes buněčnou mem-
bránu. Transportéry ze skupiny ABC B
jsou zodpovědné za vznik tzv. mnoho-
četné lékové rezistence (multidrug re-
sistence  –  MDR), tedy rezistence vůči 
léčivům s různou strukturou i funkcí. Lé-
čiva jsou pomocí transportérů vylučo-
vána z buněk a dochází ke snížení jejich 
intracelulární hladiny, přičemž tuto lé-
kovou rezistenci nelze překonat zvýše-
ním dávky terapeutika  [7]. Nejvíce stu-
dovanými proteiny, které se podílejí na 
vzniku rezistence, jsou ABCB1 (P-glyco-
protein –  MDR1), ABCC1 (multi drug re-
sistance associated protein  –  MRP1) 
a ABCG2 (breast cancer resistance pro-
tein –  BCRP) [8]. Jediným možným řeše-
ním takto vzniklé rezistence je nasazení 
jiného typu léčiva, které není substrátem 

něčnou diferenciaci a  proliferaci  [6]. 
Typickým znakem nádorových buněk 
je zvýšená proliferace, která nastává 
mimo jiné v  důsledku nadměrné akti-
vace těchto receptorů. Ta je obvykle způ-
sobena různými typy mutací, příkladem 
jsou receptory pro růstové faktory, jako 
je EGFR (epidermal growth factor recep-
tor), HER2, VEGFR (vascular endothelium 
growth factor receptor), PDGFR (pla-
telet-derived growth factor receptor) 
a  IGFR (insulin-like growth factor 1  re-
ceptor). Druhá možnost, která vede ke 
konstitutivní aktivaci těchto receptorů 
a  následnému neregulovanému růstu 
buněk, je nadměrná produkce jejich li-
gandů, tj. růstových faktorů  [6]. Cílem 
léčby zaměřené na tento typ membráno-
vých proteinů je inhibice receptorů spo-
jených s tyrozinkinázami pomocí mono-
klonálních protilátek, antagonistických 
ligandů nebo nízkomolekulárních inhi-
bitorů tyrozinkinázové aktivity  [6]. Pří-
klady léčiv zaměřených na tento typ re-
ceptorů jsou dnes už běžně používané 
monoklonální protilátky trastuzumab 
(Herceptin®), cetuximab (Erbitux®) a pa-
nitumumab (Vectibix®). Ke známým zá-
stupcům nízkomolekulárních inhibitorů 
patří např. gefi tinib (Iressa®), lapatinib 
(Tykerb®, Tyverb®), sunitinib (Sutent®), 
sorafenib (Nexavar®) a další (kompletní 

Membránové proteiny lze rozdělit 
do skupin na základě jejich lokalizace, 
funkce či struktury [1]. Podle rozdílného 
napojení na fosfolipidovou dvojvrstvu 
cytoplazmatické membrány se dále dělí 
na periferní a integrální (jejich lokalizace 
je znázorněna na obr. 1). Integrální mem-
bránové proteiny ve většině případů in-
teragují s  fosfolipidovou dvojvrstvou, 
ně kte ré se připojují pouze k jedné vrstvě 
fosfolipidů (proteiny ukotvené lipidy). 
Periferní membránové proteiny nein-
teragují s hydrofobní částí fosfolipidové 
membrány a vážou se pomocí specifi c-
kých protein-proteinových interakcí [5].

Dle funkce lze membránové proteiny 
dělit do několika základních skupin  –  
1. receptory spojené s  a) G-proteiny, 
b) iontovými kanály a c) tyrozinkinázami; 
2. transportní proteiny; 3. strukturní pro-
teiny a 4. proteiny s enzymatickou aktivi-
tou (obr. 2) [1].

Membránové proteiny a jejich 

význam

Nejlépe charakterizovanou skupinou 
membránových proteinů jsou receptory 
spojené s G-proteiny, iontovými kanály 
a tyrozinkinázami [1]. Receptory spojené 
s tyrozinkinázami jsou hlavními mediá-
tory signálních drah, přenášejí extrace-
lulární signál do buňky a  řídí např. bu-

strukturní
membránové
proteiny

membránové receptory

transportní membránové proteiny

membránové proteiny s enzymatickou aktivitou

Obr. 2. Rozdělení membránových proteinů podle funkce. Membránové receptory přenáší signál z extracelulárního prostoru dovnitř 

buňky po navázání ligandu. Transportní membránové proteiny tvoří hydrofi lní kanály procházející cytoplazmatickou membránou, 

k přenosu látek mohou využívat energii z hydrolýzy adenozintrifosfátu. Membránové proteiny s enzymatickou aktivitou se podle 

polohy enzymaticky aktivního místa mohou označovat jako ektoenzymy či endoenzymy (na obrázku znázorněn ektoenzym). Struk-

turní membránové proteiny zajišťují protein-proteinové a protein-lipidové interakce. 
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Tab. 1. Monoklonální protilátky schválené FDA nebo EMA pro použití v onkologii [52–54]. 

Monoklonální protilátka

Komerční 

název proti-

látky

Cílový protein Využití v onkologii

ado-trastuzumab emtasin (konju-
gát s cytotoxickým emtasinem) Kadcyla HER2 mBC

alemtuzumab Campath, 
Lemtrada CD52 chronická B-lymfocytární leukemie

atezolizumab Tecentriq PD-L1 uroteliální karcinom, mNSCLC

avelumab Bevencio PD-L1 metastatický karcinom z Merkelových buněk

bevacizumab Avastin VEGF mCRC

blinatumomab Blincyto CD19 ALL, prekurzorová B-lymfocytární

brentuximab vedotin 
(konjugát s cytotoxickým 
monomethylauristatinem E)

Adcentris CD30 Hodgkinův lymfom, anaplastický velkobuněčný 
lymfom

capromab pendetid 
(radioznačený) ProstaScint PSMA

zobrazovací diagnostika pro nově 
diagnostikovaný karcinom prostaty nebo 

po prostatektomii

catumaxomab (bispecifi cký) Removab EpCAM, CD3 maligní ascites u pacientů s karcinomy pozitivními 
pro EpCAM

cetuximab Erbitux EGFR mCRC

daratumumab Darzalex CD38 MM

dinutuximab Unituxin GD2 neuroblastom vysokého rizika

durvalumab Imfi nzi PD-L1 uroteliální karcinom

elotuzumab Empliciti SLAMF7 MM

ibritumomab tiuxetan 
(radioimunoterapeutický) Zevalin CD20

relabovaný nebo refrakterní low-grade, folikulární 
nebo transformovaný B-buněčný nehodgkinský 

lymfom

ipilimumab Yervoy CTLA-4 metastatický melanom

necitumumab Portrazza EGFR metastatický spinocelulární NSCLC

nivolumab Opdivo PD-1 metastatický melanom, metastatický 
spinocelulární NSCLC

obinutuzumab Gazyva CD20 CLL

ofatumumab Arzerra CD20 CLL

olaratumab Lartruvo PDGFRα sarkomy měkkých tkání

panitumumab Vectibix EGFR mCRC

pembrolizumab Keytruda PD-1 metastatický melanom

pertuzumab Perjeta HER2 mBC

ramucirumab Cyramza VEGFR2 karcinom žaludku

rituximab Rituxan CD20 B-buněčný nehodgkinský lymfom

trastuzumab Herceptin HER2 mBC

kombinace rituximabu 
a hyaluronidázy Rituxan Hycela CD20 folikulární lymfom, difúzní B-velkobuněčný lymfom, 

CLL

inotuzumab ozogamicin 
(konjugát s cytotoxickým 
ozogamicinem

Besponsa CD22 ALL, prekurzorová B-lymfocytární
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Tab. 2. Nízkomolekulární inhibitory tyrozin kinázových receptorů schválené FDA pro použití v onkologii [53,55].

Nízkomolekulární 

inhibitory

Komerční 

název
Cílový protein Využití v onkologii

afatinib Gilotrif, Gitrif, 
Tovok EGFR, ErbB2, ErbB4 NSCLC

axitinib Inlyta VEGFR1/2/3, PDGFRβ pokročilý RCC

cabozantinib Cabometyx, 
Cometriq RET, MET, VEGFR1/2/3, Kit, TrkB, Flt3, Axl, Tie2 metastatický medulární karcinom štítné 

žlázy

erlotinib Tarceva EGFR NSCLC, karcinom slinivky břišní

gefi tinib Iressa EGFR NSCLC

lapatinib Tykerb EGFR, ErbB2 BC

lenvatinib Lenvima VEGFR1/2/3, PDGFR, FGFR, Kit, RET diferencovaný karcinom štítné žlázy

midostaurin Rydapt Flt3, PDGFR, VEGFR, PKC AML, mastocytóza, leukemie ze žírných 
buněk 

neratinib Nerlynx ErbB2/HER2 HER+ BC

osimertinib Tagrisso EGFR T970M NSCLC

pazopanib Votrien VEGFR1/2/3, PDGFRα/β, FGFR1/3, Kit, Lck, 
Fms, Itk RCC, sarkomy měkkých tkání

regorafenib Stivarga VEGFR1/2/3, BCR-Abl, B-Raf, Braf (V600E), Kit, 
PDGFRα/β, RET, FGFR1/2, Tie2, Eph2A mCRC

sorafenib Nexavar VEGFR1/2/3, B-/C-Raf, mutant B-Raf, Kit, Flt3, 
RET, PDGFR β

diferenciovaný karcinom štítné žlázy, 
hepatocelulární karcinom, RCC

sunitinib Sutent PDGFRα/β, VEGFR1/2/3, Kit, Flt3, CSF-1R, RET RCC, gastrointestinální stromální tumor, 
neuroendokrinní tumor pankreatu

vandetinib Caprelsa, 
Zactima

EGFRs, VEGFRs, RET, Brk, Tie2, EphRs, 
Src rodina kináz medulární karcinom štítné žlázy

FDA – Food and Drug Administration, NSCLC – nemalobuněčný karcinom plic, RCC – karcinom ledviny, mCRC – metastatický kolo-
rektální karcinom, BC – karcinom prsu, AML – akutní myeloidní leukemie

Tab. 1 – pokračování. Monoklonální protilátky schválené FDA nebo EMA pro použití v onkologii [52–54]. 

Monoklonální protilátka

Komerční 

název proti-

látky

Cílový protein Využití v onkologii

gemtuzumab ozogamicin
(konjugát s cytotoxickým 
ozogamicinem)

Mylotarg CD33 AML

bevacizumab – awwb (biosimi-
lární monoklonální protilátka 
bevacizumabu)

Mvasi VEGF mCRC,nespinocelulární NSCLC, glioblastom, metasta-
tický RCC, karcinom děložního hrdla

trastuzumab – dkst (biosimi-
lární monoklonální protilátka 
trastuzumabu)

Ogivri HER2 BC s nadměrnou expresí HER2, metastatický adenokar-
cinom žaludku a gastroezofageální junkce

FDA – Food and Drug Administration, EMA – European Medicines Agency, mBC – metastatický karcinom prsu, mNSCLC – meta-
statický nemalobuněčný karcinom plic, mCRC – metastatický kolorektální karcinom, MM – mnohočetný myelom, CLL – chronická 
lymfocytární leukemie, ALL – akutní lymfoblastická leukemie, AML – akutní myeloidní leukemie, RCC – karcinom ledviny
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a threoninu. Jedná se o reverzibilní post-
translační modifi kaci, která hraje klíčovou 
roli v regulaci buněčné signalizace a me-
tabolizmu. Fosforylace je velice přísně re-
gulovaná působením enzymů kináz a fos-
fatáz  [16,17]. Fosfoproteiny jsou obecně 
přítomny v  buňce jen ve velmi nízkých 
koncentracích, přesto reverzibilní fosfo-
rylace/ defosforylace umožňuje buňce 
rychle reagovat na vnitřní a vnější stimuly. 
Pro nádorové buňky je typická abnor-
mální fosforylace proteinů [18,19], proje-
vující se např. konstitutivní aktivací recep-
torových tyrozinkináz [6]. Pro identifi kaci 
nových, dosud nepopsaných fosfopro-
teinů a konkrétních změn fosforylace spe-
cifi ckých pro nádorové buňky lze využít 
kvantitativní proteomickou analýzu [20].

Glykosylace je další častou posttrans-
lační modifikací membránových pro-
teinů, glykosylováno je až 70  % všech 
lidských proteinů  [21]. Za glykoprotein 
je považován posttranslačně modifi ko-
vaný protein, k němuž jsou enzymaticky 
připojeny oligosacharidové struktury na-
zývané glykany. Proces glykosylace pro-
bíhá převážně v endoplazmatickém reti-
kulu nebo Golgiho aparátu. Pro nádorové 
buňky je ve srovnání s normálními buň-
kami typická zvýšená produkce větve-
ných glykanových struktur (tzv. tří a více 
antennární) a/ nebo změněné hladiny 
glykoproteinů [22]. Za změny v glykosy-
lačním profi lu jsou nejčastěji odpovědné 
N-glykany, kovalentně vázané N-gly-
kosidickou vazbou na dusík postran-
ního řetězce asparaginu  [22], a  O-gly-
kany, kovalentně připojené k postranní 
hydroxylové skupině serinu nebo threo-
ninu [23]. Větvené glykany nabízejí více 
možností pro navázání sialové kyseliny, 
která obvykle ukončuje jednotlivé větve 
glykanové struktury [24,25]. Změny v sia-
lylaci membránových proteinů nádo-
rových buněk ovlivňují jejich interakce 
s dalšími buňkami a s extracelulární ma-
trix a tím i schopnost metastazovat [26]. 
Zvýšená exprese terminální α-2-6 vázané 
sialové kyseliny v  N-glykanech a  sialyl-
-Lewis-X v  O-glykanech (typicky v  mu-
cinózním typu O-glykanů) často koreluje 
se špatnou prognózou onemocnění, pro-
tože podporuje invazivitu a metastazo-
vání nádorových buněk [27– 29].

CTLA-4  (cytotoxic T-lymphocyte asso-
ciated antigen 4,  CD152) protilátkou 
ipilimumab.

Také membránové strukturní proteiny 
mají svůj význam v onkologii, zatím se 
je však nepodařilo účinně využít pro cí-
lenou léčbu. Jedná se především o tzv. 
buněčné adhezní molekuly (cell adhe-
sion molecules –  CAMs), jako jsou např. 
kadheriny, integriny nebo selektiny [1]. 
Změny ve složení a  funkci adhezních 
molekul hrají zásadní roli v procesu me-
tastazování. Podílejí se na regulaci bu-
něčné adheze, migrace a  invaze, ale 
i  proliferace a  apoptózy (integriny), na 
tvorbě mezibuněčných spojů, tvorbě 
krevních cév a jejich stabilizaci (kadhe-
riny) [10], na vazbě sacharidových struk-
tur, a tedy i na extravazaci nádorových 
buněk z  krevního oběhu do tkáně (se-
lektiny) [11]. Význam tohoto typu mem-
bránových proteinů potvrzuje i fakt, že 
v 90 % případů je příčinou úmrtí onkolo-
gických pa cientů metastazování primár-
ního nádoru a nikoliv samotný primární 
nádor [12]. V preklinických studiích byly 
testovány protilátky, specifi cké peptidy 
a dalších molekuly cílící na adhezní mo-
lekuly s  cílem blokovat metastazování 
nádorových buněk, žádná z těchto látek 
však zatím není běžně používaná v kli-
nické praxi [13– 15].

Posttranslační modifi kace

Posttranslační modifikace jsou kova-
lentní modifikace proteinů vznikající 
v průběhu nebo po ukončení jejich syn-
tézy a  ovlivňují jejich fyzikální a  che-
mické vlastnosti, a tedy i stabilitu a mo-
lekulární funkce. Rozmanitost modifi kací 
rozšiřuje spektrum funkčních vlastností 
proteinů a  liší se u normálních a nádo-
rových buněk [4]. Za posttranslační mo-
difikace označujeme fosforylace, hyd-
roxylace, glykosylace, alkylace, acylace, 
sumoylace, ubikvitinace, neddylace, 
ISGylace a další méně časté typy modifi -
kací. Nejčastěji studovanými posttrans-
lačními modifikacemi membránových 
proteinů v  nádorové bio logii jsou pak 
fosforylace a glykosylace.

Fosforylace proteinu vzniká kovalent-
ním připojením zbytku kyseliny fosfo-
rečné k  postranním řetězcům různých 
aminokyselin nejčastěji tyrozinu, serinu 

pro ABC transportéry (např. alkylační 
látky nebo antimetabolity) nebo použití 
tzv. MDR modulátorů jako chemosenzi-
bilizátorů. MDR modulátory jsou podá-
vány společně s  chemoterapeutikem 
a  fungují převážně jako konkurenční 
substráty ABC transportérů. V  součas-
nosti pokračuje výzkum a klinické testo-
vání druhé generace MDR modulátorů, 
které by měly vykazovat vyšší účinnost 
a nižší toxicitu oproti MDR modulátorům 
první generace [7].

Významné cíle protinádorové léčby 
představují i tzv. CD (cluster of diff eren-
tiation) molekuly. CD nomenklatura byla 
původně zavedena pro epitopy mono-
klonálních protilátek používaných pro 
imunofenotypizaci leukocytů, dnes je 
takto označována heterogenní sku-
pina přibližně 400 membránových pro-
teinů s  různou strukturou a  funkcí  [9]. 
Pro označení CD je třeba prokázat, že 
danou molekulu vážou spolehlivě ale-
spoň dvě monoklonální protilátky. Pro-
tože se jedná o  molekuly na povrchu 
buněk dobře dostupné pro vazbu proti-
látek, jsou ně kte ré z nich vhodné pro cí-
lenou léčbu zvláště v hematoonkologii 
(tab. 1). Typickým příkladem je CD20 na 
povrchu B lymfocytů, který je cílem mo-
noklonálních protilátek, jako jsou např. 
rituximab, ofatumumab a  obinutuzu-
mab při léčbě B-buněčných lymfomů 
a leukemií (tab. 1).

Nádorové buňky mají vyvinuty různé 
mechanizmy, které jim umožňují unik-
nout imunitní odpovědi. Jedním z nich 
je exprese povrchových proteinů, které 
interagují s  buňkami imunitního sys-
tému (T lymfocyty) a  tím blokují jejich 
proliferaci a spouštějí apoptózu. V sou-
časnosti jsou intenzivně zkoumány 
a  v  onkologické léčbě stále více využí-
vány tzv. checkpoint inhibitory. Jedná 
se o látky (obvykle monoklonální proti-
látky), které blokují interakce mezi nádo-
rovými buňkami a buňkami imunitního 
systému a tím brání utlumení imunitní 
odpovědi. Jde především o zablokování 
interakce proteinu PD1  (programmed 
cell death 1, CD279) na povrchu lymfo-
cytů a  PD-L1  (programmed cell death-
-ligand 1, CD274) na povrchu nádoro-
vých buněk protilátkami nivolumab, 
pembrolizumab a atezolizumab (tab. 1). 
Na stejném principu funguje i blokáda 
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sledně precipitovány kuličkami s navá-
zaným streptavidinem  [46]. Výsledkem 
je vzorek obohacený o  membránové 
proteiny, jejichž koncentrace by jinak 
byla nedostatečná pro další analýzu. 
Pro následnou solubilizaci membráno-
vých proteinů se nejčastěji používají de-
tergenty (např. dodecylsíran sodný  –  
SDS) [40]. V závislosti na typu použitého 
detergentu se mohou projevit různé ne-
žádoucí účinky při dalším zpracování 
vzorku. Jedná se např. o  interferenci 
s kapalinovou chromatografi í, inaktivaci 
proteázy během enzymatického ště-
pení, potlačení ionizace peptidů či kon-
taminace hmotnostního spektrome-
tru [47]. Detergenty je tedy nutné před 
použitím tandemové hmotnostní spek-
trometrie (liquid chromatography-tan-
dem mass spectrometry –  LC-MS/ MS) ze 
vzorku odstranit [40].

V posledním kroku separace, charak-
terizace a  identifi kace membránových 
proteinů se v případě proteomické ana-
lýzy obvykle využívá LC-MS/ MS. Pro 
identifi kaci a charakterizaci membráno-
vých proteinů lze použít dva hlavní pro-
teomické přístupy. První přístup „top-
-down“ je založen na analýze proteinů 
nebo jednoduché proteinové směsi 
bez použití enzymatického štěpení. 
Naopak druhý „shotgun“ přístup se vyu-
žívá pro identifi kaci proteinů v komplex-
ních bio logických vzorcích a součástí to-
hoto přístupu je enzymatické štěpení 
všech proteinů s následným měřením na 
hmotnostním spektrometru [48]. 

Kvantifi kaci membránových proteinů 
lze provést relativním nebo absolutním 
způsobem. V případě relativní kvantifi -
kace lze porovnávat kvantitu proteinů 
dvou či více bio logických systémů, např. 
metodou izotopového značení (label-
-based) [4,49]. Mezi label-based kvantifi -
kační metody lze zařadit i metody s che-
mickým typem značení jako např. iTRAQ 
(isobaric tag for relative and absolute 
quantifi cation) [49], TMT (tandem mass 
tag) [50] nebo často využívanou metodu 
s  metabolickým typem značení SILAC 
(stable isotope amino acids in cell cul-
ture). Metodu SILAC lze aplikovat pouze 
na živé organizmy in vitro, in vivo nebo 
ex  vivo. Modifikovanou formu tohoto 
typu izotopového značení, tzv. super-
-SILAC, lze využít i pro vzorky tkání [49]. 

tein MUC1  je ukotven na vnějším povr-
chu epiteliálních buněk a je nadměrně ex-
primován u nádorů prsu, tlustého střeva, 
plic, slinivky břišní nebo vaječníku, a  to 
současně s vysokou produkcí zkrácených 
O-glykanových struktur  [37]. Syntetický 
peptid odvozený od MUC1  představuje 
hlavní složku vakcíny Tecemotide (Sti-
muvax), která stimuluje imunitní odpověď 
proti nádorovým buňkám exprimujícím 
MUC1. Vakcína je v současné době hod-
nocena ve dvou studiích fáze III u nema-
lobuněčného karcinomu plic a u estrogen 
receptor-pozitivních karcinomů prsu [38].

Identifi kace a studium 

membránových proteinů pomocí 

proteomických metod

Membránové proteiny na povrchu ná-
dorových buněk byly dříve obvykle 
identifikovány pomocí monoklonál-
ních protilátek. V současnosti je proteo-
mika moderním nástrojem pro studium 
změn proteomu vč. exprese či posttrans-
lačních modifi kací membránových pro-
teinů  [39]. Vstupním materiálem pro 
izolaci a  detekci membránových pro-
teinů mohou být stabilní buněčné linie, 
primokultury, nádorová tkáň, sérum či 
další tělní tekutiny  [4]. Samotná ana-
lýza membránových proteinů je rozdě-
lena do několika kroků  –  1. obohacení 
vzorku a purifi kace proteinů, 2. solubi-
lizace a 3. separace, identifi kace a cha-
rakterizace. Základní purifikační me-
tody jsou chemická precipitace  [40] 
a  hustotní gradientová ultracentrifu-
gace  [40]. Další možností purifikace 
nebo obohacení membránových pro-
teinů je využití rozsáhlé glykosylace 
membránových proteinů (magnetické 
kuličky s  konkanavalinem A), elektro-
statických interakcí (kladně nabité kře-
míkové kuličky a  záporně nabité pro-
teiny plazmatické membrány), chemické 
značení intaktních membránových 
proteinů nebo např. inkorporace do 
polymerů [40– 44].

Moderní metoda izolace membrá-
nových proteinů využívá vysoké afi nity 
a specifi city bio tinu a glykoproteinu va-
ječného bílku avidinu nebo příbuzného 
bakteriálního proteinu streptavidinu. 
Membránové proteiny jsou označeny 
modifikovaným bio tinem (aminooxy-
bio tin, sulfo-NHS-SS-bio tin)  [45] a  ná-

Analyzovat glykanové struktury není 
jednoduchý úkol. Na rozdíl od pro-
teinů probíhá syntéza glykanů beztem-
plátovým procesem a  výsledná glyka-
nová struktura je produktem působení 
mnoha vysoce specifi ckých a striktně re-
gulovaných glykosidáz a glykosyltrans-
feráz. Nádorová buňka obvykle vykazuje 
významně pozměněnou expresi a akti-
vitu obou typů enzymů podílejících se 
na tvorbě glykanových struktur, čímž 
dochází ke zvýšení glykosylace a změně 
zastoupení jednotlivých glykanů. Nej-
významnější změny byly zaznamenány 
u sialyltranferáz a  fukosyltransferáz, je-
jichž produkty jsou polysialylované 
a polyfukosylované glykanové struktury. 
Dobře charakterizované jsou změny 
N-glykosylace v  séru pa cientek s  dia-
gnostikovaným karcinomem prsu spo-
čívající v markantním nárůstu sialylace 
a  fukosylace glykanových struktur ve 
srovnání se zdravou populací [30,31].

Velkou skupinu silně glykosylovaných 
proteinů syntetizovaných epiteliálními 
buňkami reprezentují muciny. Pro mu-
ciny je charakteristická vysoká moleku-
lová hmotnost, z  níž 50– 80  % zaujímá 
hmotnost glykanů, nejčastěji O-glykanů. 
Muciny tvoří významnou komponentu 
mukózních sekretů, které pokrývají epi-
teliální buňky gastrointestinálního, uro-
genitálního, dýchacího, očního a  slu-
chového systému, ale současně bývají 
nadměrně syntetizovány i u většiny kar-
cinomů [32]. Ně kte ré muciny jsou vázané 
v  plazmatické membráně díky svému 
hydrofobnímu charakteru. Většina z nich 
je však sekretována, a může proto slou-
žit jako ligand adhezních receptorů jako 
např. selektinů, které podporují schop-
nost nádorových buněk interagovat 
s hostitelskými leukocyty, endotelovými 
buňkami nebo s krevními destičkami [33].

Mnohé glykoproteiny jsou v  klinické 
praxi využívány jako dia gnostické mar-
kery nebo markery progrese nádorových 
onemocnění, např. prostatický specifi cký 
antigen (prostate-specifi c antigen –  PSA) 
u karcinomu prostaty  [34], CA125 (carci-
noma antigen 125) v případě karcinomu 
vaječníku [35], CEA (carcinoembryonic an-
tigen) u  kolorektálního karcinomu  [36], 
CA19-9 (carcinoma antigen 19-9) u meta-
statického karcinomu slinivky břišní  [34] 
nebo MUC1 (mucin 1). Membránový pro-
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Další možností relativní kvantifi kace je 
i tzv. label-free metoda bez využití izoto-
pového značení [51]. 

Druhý, absolutní způsob kvantifi kace 
přímo určuje koncentraci analyzovaného 
proteinu [51]. Před samotnou analýzou je 
však nutné znát konkrétní protein/ pep-
tid, který má být kvantifi kován [49], pro-
tože principem metody je využití izoto-
pově značeného syntetického peptidu 
jako vnitřního standardu [51].

Kvantitativní proteomika je moderním 
a  důležitým nástrojem pro identifi kaci 
a  charakterizaci membránových pro-
teinů izolovaných z  definovaných bu-
něčných linií nebo bio logického mate-
riálu, a tedy přispívá k pochopení funkce 
s nimi spojených signálních drah, jejich 
zapojení do procesu metastazování či 
regulace imunitní odpovědi. 

Závěr

V současnosti dochází v onkologii k  in-
tenzivnímu rozvoji cílené léčby, což po-
tvrzuje mimo jiné i  narůstající počet 
nově schválených léčebných preparátů 
a  rozšiřující se spektrum nádorových 
onemocnění, pro která je cílená léčba 
dostupná. Proteiny vnější cytoplaz-
matické membrány zde hrají ústřední 
roli jako cíle tohoto typu léčby. Proteo-
mické přístupy ke studiu membráno-
vých proteinů mohou přinést nové zna-
losti vlastností a funkcí membránových 
proteinů, které v  budoucnosti přispějí 
k vývoji nových monoklonálních proti-
látek, syntetických peptidů a nízkomole-
kulárních inhibitorů umožňujících rozší-
řit personalizovanou léčbu nádorových 
onemocnění. 

Literatura 

1. Várady G, Cserepes J, Németh A et al. Cell surface mem-

brane proteins as personalized bio markers: where we 

stand and where we are headed. Biomark Med 2013; 7(5): 

803– 819. doi: 10.2217/ bmm.13.90.

2. Wu CC, Yates JR. The application of mass spectrome-

try to membrane proteomics. Nat Biotechnol 2003; 21(3): 

262– 267. doi: 10.1038/ nbt0303-262.

3. Beatty GL, Gladney WL. Immune escape mechanisms 

as a guide for cancer immunother apy. Clin Cancer Res 

2015; 21(4): 687– 692. doi: 10.1158/ 1078-0432.CCR-14-

1860.

4. Leth-Larsen R, Lund RR, Ditzel HJ. Plasma mem-

brane proteomics and its application in clinical can-

cer bio marker discovery. Mol Cell Proteomics 2010; 

9(7): 1369– 1382. doi: 10.1074/ mcp.R900006-MCP

200.

5. Lodish H, Berk A, Zipursky SL (eds). Molecular cell bio-

logy. 4. vydání. New York: W. H. Freeman 2000. 

ko S2 2018 recamo.indb   39 5.10.2018   10:06:33



2S40

VÝZNAM MEMBRÁNOVÝCH PROTEINŮ V LÉČBĚ NÁDOROVÝCH ONEMOCNĚNÍ A MOŽNOSTI JEJICH DALŠÍHO STUDIA

Klin Onkol 2018; 31 (Suppl 2): 2S32–2S 40

from: http:/ / www.actip.org/ products/ monoclonal-antibo-

dies-approved-by-the-ema-and-fda-for-therapeutic-use/ .

53. fda.gov. [online]. USA: U. S. Food and Drug Administ-

ration. Avaible from: https:/ / www.fda.gov/ . https:/ / www.

fda.gov/ Drugs/ InformationOnDrugs/ ApprovedDrugs/ 

default.htm

54. ema.europa.eu. [online]. European public assessment 

reports. Avaible from: http://www.ema.europa.eu/ema/

index.jsp?curl=pages/medicines/landing/epar_search.

jsp&mid=WC0b01ac058001d12.

55. brimr.org. [online] From the Blue Ridge Institute for 

Medical Research in Horse Shoe, North Carolina USA. 

Avaible from: http:/ / www.brimr.org/ PKI/ PKIs.htm.

49. Hernychová L, Dvořáková P, Michalová E et al. Quan-

titative mass spectrometry and its utilization in oncology. 

Klin Onkol 2014; 27 (Suppl 1): 98– 103. doi: 10.14735/ am-

ko20141S98.

50. Gao W, Xu J, Wang F et al. Plasma membrane proteo-

mic analysis of human Gastric Cancer tissues: reveal ing 

fl otillin 1 as a marker for Gastric Cancer. BMC Cancer 2015; 

15: 367. doi: 10.1186/ s12885-015-1343-5.

51. Schey KL, Grey AC, Nicklay JJ. Mass Spectrometry of 

membrane proteins: a focus on aquaporins. Biochemistry 

2013; 52(22): 3807– 3817. doi: 10.1021/ bi301604j.

52. actip.org. [online]. Monoclonal Antibodies Approved by 

the EMA and FDA for Therapeutic Use (status 2017). Avaible 

protein purifi cation and track ing of genetic and drug-in-

duced alterations. J Proteomoe Res 2016; 15(2): 647– 658. 

doi: 10.1021/ acs.jproteome.5b01066.

46. Rybak JN, Scheurer SB, Neri D et al. Purifi cation of bio-

tinylated proteins on streptavidin resin: a protocol for 

quantitative elution. Proteomics 2004; 4(8): 2296– 2299. 

doi: 10.1002/ pmic.200300780.

47. Vít O, Petrák J. Integral membrane proteins in pro-

teomics. How to break open the black box? J Proteomics 

2017; 153: 8– 20. doi: 10.1016/ j.jprot.2016.08.006.

48. Dvořáková P, Hernychová L, Vojtěšek B. Analysis 

of Protein Us ing Mass Spectrometry. Klin Onkol 2014; 

27 (Suppl 1): 104– 109. doi: 10.14735/ amko20141S104.

ko S2 2018 recamo.indb   40 5.10.2018   10:06:34



Klin Onkol 2018; 31 (Suppl 2): 2S41–2S 45 2S41

PŘEHLED

Vliv metylace DNA na vznik nádorových 
onemocnění

Effect of DNA Methylation on the Development of Cancer

Holčáková J.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
Východiska: Výzkum posledního desetiletí potvrdil význam epigenetických procesů při vzniku, 
vývoji a léčbě nádorových onemocnění. Především sekvenování nové generace umožnilo zma-
povat lidský epigenom a sledovat jeho změny během kancerogeneze. Tento přístup odhalil 
přímá napojení epigenetických abnormalit na mutace genů, které kontrolují metylaci DNA, 
sbalování a funkci DNA v chromatinu, nebo na metabolizmus buněk. Epigenetické změny DNA 
se vyskytují už v časných fázích vývoje nádorových onemocnění, a jsou tedy slibnými kandidáty 
na dia gnostické a prognostické markery a současně epigenetické procesy představují vhodné 
cíle pro vývoj nových terapeutických látek. Získané poznatky o aberantní metylaci DNA umož-
ňují dva různé pohledy na to, jak daná modifi kace přispívá k vývoji nádorového onemocnění. 
První pohled předpokládá, že normální buňky podléhají transformaci vlivem řídicích mutací, 
kdy následné metylace de novo a demetylace DNA přispívají k řadě programových změn ge-
nové exprese. Alternativní přístup pohlíží na změny v metylaci DNA jako na důsledek např. 
stárnutí buněk. A právě tyto získané změny zvyšují citlivost DNA ke vzniku mutací a k následné 
onkogenní transformaci. Cíle: Cílem přehledového článku je shrnout dosud známé úlohy ab-
normální metylace DNA při vývoji nádorového onemocnění a představit již publikovanou alter-
nativní teorii, která k dané problematice přistupuje méně obvyklým způsobem. 

Klíčová slova
metylace DNA –  polycomb proteinový komplex –  CpG ostrůvky

Summary
Background: Research in the last decade has confi rmed the importance of epigenetic proces-
ses for the onset, development, and treatment of cancer. Next generation sequencing has allo-
wed the inspection and mapping of the human epigenome and its monitoring for changes 
during carcinogenesis, which has revealed direct links between epigenetic abnormalities and 
mutations in genes that control DNA methylation and packing and those that function in chro-
matin dynamics and metabolism. Epigenetic changes that occur in the early stages of tumor 
progression thus represent promising candidates for diagnostic and prognostic markers, and 
epigenetic processes are suitable targets for the development of new therapeutic strategies. 
There are two contrasting views on how aberrant DNA methylation contributes to the develop-
ment of cancer. The fi rst view assumes that normal cells undergo transformation due to driver 
mutations and subsequent de novo methylation and DNA demethylation, resulting in global 
changes in gene expression. The second view considers changes in DNA methylation to be 
a consequence of cell aging, for example, and that the acquired changes increase the sensitivity 
of DNA to mutations and oncogenic transformation. Aims: The aim of the review article is to 
briefl y summarize the role of abnormal DNA methylation in the development of cancer, and to 
present an alternative theory that considers the role of aberrant DNA methylation patterns in 
cancer from a new and unconventional perspective. 

Key words
DNA methylation – polycomb-group proteins – CpG islands
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Úvod

Již během 80. let 20. století byly zazna-
menány změny v  metylaci DNA nádo-
rových buněk  [1] a  pozdější intenzivní 
výzkum přinesl další znalosti o  struk-
tuře a modifi kacích chromatinu a jejich 
vlivu na genovou expresi. Ukázalo se, 
že vznik a  progrese nádorového one-
mocnění jsou podmíněny nejen gene-
tickými, ale i  epigenetickými změnami 
a  do odborného jazyka tak vstupuje 
pojem „nádorový epigenom“. Sekveno-
vání nové generace využívané pro zma-
pování chromozomů a  metylací DNA 
u  normálních, nádorových nebo pluri-
potentních kmenových buněk přineslo 
nové poznatky o struktuře chromatinu 
a postavení nukleotidů a o tom, jak tyto 
změny přispívají ke vzniku a rozvoji růz-
ných onemocnění. Zároveň se tím ote-
vřely možnosti pro nalezení nových ná-
dorových markerů a terapeutických cílů.

Metylace DNA

Za základní epigenetický mechaniz-
mus je považována metylace DNA, tedy 
kovalentní připojení metylové sku-
piny k  adeninu nebo cytosinu (u  ade-
ninu na 6. uhlík, u cytosinu na 4. nebo 
5. uhlík) [2]. V savčím genomu se vysky-
tuje pouze 5-metylcytosin (5mC) v rámci 
CpG (cytosine-phosphatidyl-guanin) di-
nukleotidů  [3]. Metylace DNA regulují 
expresi genů bez změny genetické in-
formace a  ovlivňují replikaci, rekombi-
naci a  opravy DNA nebo sestřih hete-
rogenní nukleární RNA. Působí tak na 
vývoj kmenových buněk, diferenciaci 
a udržování buněk a tkání. Dále se podí-
lejí na zachování genomové stability, po-
tlačují transkripci repetitivních sekvencí 
a retrovirové DNA, zabraňují translokaci 
transponovatelných elementů a během 
zárodečného vývoje kontrolují expresi 
imprintovaných genů. Změny v  epige-
netických regulačních mechanizmech 
probíhají během procesu stárnutí a  za 
patologických podmínek přispívají ke 
vzniku rakoviny nebo autoimunitních 
a degenerativních onemocnění [4]. 

Metylace DNA je zprostředkována 
DNA metyltransferázami (DNMTs), které 
využívají jako zdroj metylové skupiny 
S-adenosylmethionin. DNMT1  je zod-
povědná za udržovací metylace, kdy 
katalyzuje připojení metylové skupiny 

k  dinukleotidu CpG na hemimetylova-
ných vláknech DNA během replikace. 
DNMT3A a  DNMT3B zajišťují metylaci 
de  novo  [5]. Ztráta metyltransferázy 
DNMT1, která zajišťuje dědičné me-
tylační vzory DNA, je letální. [6]. 

Demetylaci DNA řídí translokační pro-
teiny TET (tet methylcytosine dioxyge-
nase), které katalyzují konverzi 5-me-
tylcytosinu na 5-hydroxymetylcytosin 
a  následně na cytosin. Množství hyd-
roxylovaných cytosinů v  promotorech 
genů koreluje s  jejich expresní aktivi-
tou, přičemž přítomnost metylcytosinu 
vede k  represi transkripce. Modifi kace 
DNA metylací přímo fyzicky brání tran-
skripčním faktorům nasednout na je-
jich vazebné místo nebo se díky ní na 
DNA navážou tzv. proteiny vázající me-
tylované CpG (methyl-CpG bind ing pro-
teins –  MBP), které mění chromatinovou 
strukturu a  regulují tak vazbu dalších 
faktorů [7]. 

Metylace DNA u nádorů

U nádorových buněk se často vyskytuje 
komplexní ztráta metylace soustředěná 
do hypometylovaných bloků nebo na-
opak hypermetylace určitých oblastí [8]. 
Celogenomové sekvenování vzorků nor-
mální a  nádorové tkáně tlustého střeva 
prokázalo, že ztráta metylace DNA není 
náhodná, ale většinou postihuje rozsáhlé 
oblasti (v řádu megabází) u mnoha chro-
mozomů  [9]. Jedná se především o  ja-
derné oblasti spojené s  laminem, kde 
probíhá pozdní replikace. Domény spo-
jené s  laminem tvoří asi 40  % genomu 
a obsahují repetitivní sekvence chudé na 
geny [10,11]. Předpokládá se, že hypome-
tylace nepromotorových sekvencí DNA 
a  strukturních částí, jako je centromera, 
zvyšují genomovou nestabilitu [12] a mu-
tace genů pro metyltransferázy, které 
vedou ke ztrátě metylace DNA, jsou spo-
jovány se strukturními změnami chromo-
zomů [13]. Hypometylace promotorových 
sekvencí je zodpovědná za nadměrnou 
expresi protoonkogenů, růstových fak-
torů a genů zapojených do regulace pro-
liferace, invazivity a  metastazování ná-
dorových buněk  [14], hypometylace 
retrotransposonů pak podporuje kance-
rogenezi destabilizací genomu prostřed-
nictvím inzerčních mutací a rekombinací 
mezi nealelickými repeticemi [15].

Nejčastěji sledovanou epigenetic-
kou změnou u nádorů je však nyní ab-
normální metylace DNA de novo u stan-
dardně nemetylovaných promotorů 
a s tím související potlačení transkripce 
a ztráta genové exprese [16,17].

Hypermetylace CpG ostrůvků 

CpG dinukleotidy nejsou v genomu za-
stoupeny často a  většinou se soustře-
ďují do krátkých oblastí (0,5– 4 kb) zná-
mých jako CpG ostrůvky. CpG ostrůvky 
byly během evoluce umístěny a zacho-
vány v oblastech DNA, které mají funkční 
význam. Regulují chromatinovou struk-
turu, čímž ovlivňují vazbu transkripčních 
faktorů a  výsledně i  genovou expresi. 
U většiny genů savčího genomu se CpG 
ostrůvky nacházejí v počátečních oblas-
tech promotorů a prvního exonu a v nor-
málních buňkách obvykle nejsou mety-
lovány. Metylace CpG ostrůvků vede ke 
stabilnímu snížení exprese těchto genů. 

Mapování metylací DNA u  nádoro-
vých buněk potvrdilo, že téměř všechny 
typy nádorů obsahují stovky genů s ab-
normální metylací, přičemž v  normál-
ních buňkách není 5– 10 % CpG ostrůvků 
těchto promotorů od embryonálního 
vývoje nikdy metylováno [3]. Překvapivě 
jsou hypermetylace promotorů u nádo-
rových buněk minimálně stejně tak časté 
jako výskyt mutací nádorových supre-
sorů. Aberantní metylace promotoru 
spojené s jeho umlčením představují se-
lektivní výhodu pro neoplastické buňky 
podobně jako mutace. Téměř 50  % 
genů, jejichž zárodečné mutace vedou 
k  dědičným formám rakoviny, pod-
léhá i hypermetylaci a následnému po-
tlačení jejich exprese. Příkladem je gen 
BRCA1 kódující nádorový supresor, jehož 
zárodečné mutace jsou spojeny se zvý-
šeným rizikem vzniku karcinomu prsu 
(breast cancer –  BC). U 10– 15 % žen s BC, 
které nenesly mutaci BRCA1, byla nale-
zena hypermetylace tohoto genu. Pro-
fi ly genové exprese BC s hypermetylova-
ným i mutovaným BRCA1  jsou totožné, 
a je tedy zřejmé, že i důsledky obou typů 
aberací BRCA1, tj. mutace i  hyperme-
tylace, jsou stejné [18,19]. 

Předpokládá se, že ztráta exprese ná-
dorových supresorů se fenotypově pro-
jeví jen v případě, že jsou inaktivovány 
obě alely genu. Ně kte ré studie však uká-
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(polycomb-group proteins –  PcGs) [40]. 
PcGs představují rodinu proteinů, které 
využívají epigenetické mechanizmy 
k  udržení nebo potlačení exprese cí-
lových genů. Původně byly objeveny 
u  Drosophila melanogaster, ale jejich 
úloha v  regulaci vývojových genů byla 
prokázána u mnoha živočišných druhů. 
PcGs potlačují transkripci genů nezbyt-
ných pro tvorbu vývojových linií z em-
bryonálních nebo dospělých kmeno-
vých buněk [41,42]. Exprese těchto genů 
je během raného embryonálního vý-
voje potlačena vazbou PcGs, které zpro-
středkovávají metylaci histonu H3  po-
mocí histon metyl transferázy (EZH2), 
a dochází k lokální tvorbě fakultativního 
heterochromatinu. To je relativně plas-
tická struktura, která může být jedno-
duše zrušena uvolněním PcGs a dochází 
k  obnově transkripce  [43]. Tato regu-
lace bez přítomnosti abnormální me-
tylace DNA promotorů byla pozorována 
u mnoha typů nádorů. Předpokládá se, 
že molekulární vývoj během tumorige-
neze začíná abnormální expanzí dospě-
lých kmenových buněk a  progenitorů, 
kde u CpG ostrůvků v rámci promotorů 
dochází k nahrazování fl exibilního uml-
čení genů pomocí PcGs mnohem sta-
bilnější regulací spojenou s  metylací 
DNA, která je zprostředkována de novo 
metylázami DNMT3A a  3B  [44,45]. Je 
zřejmé, že spíše než potlačení aktivních 
genů postihuje metylace již umlčené 
geny a hlavní úlohou je zabránění jejich 
reaktivace [46]. 

Protože většina CpG, které podléhají 
změnám de  novo, je standardně ozna-
čena PcGs, jsou výsledné metylační 
vzory u  všech tkání podobné, ačko-
liv se intenzita metylací liší mezi jed-
notlivými nádory, např. je vysoká u ná-
dorů střev nebo naopak nízká u nádorů 
mozku  [47]. V  principu zde tedy musí 
existovat další kontrolní mechanizmy, 
které řídí metylace de novo a pravděpo-
dobně vycházejí z vývojové historie jed-
notlivých buněčných typů. Například 
lokální záněty zvyšují pravděpodob-
nost nádorové transformace a metylace 
DNA je do těchto procesů také zapo-
jena [48,49]. Podobně působí i oxidační 
stres, který přímo ovlivňuje vazbu DNA 
metyltransferáz na cílové geny označené 
PcGs [50].

alkyltransferázu, který opravuje O6- me-
tylguanin vznikající při působení karci-
nogenů zpět na guanin a zabraňuje tak 
vzniku mutací (tranzicí) G � A. Nádory 
s  umlčenými alelami genu MGMT jsou 
pak náchylné k mutacím v klíčových ge-
nech, jako je TP53 nebo KRAS [32]. 

Metylace cytosinu může ovlivnit vznik 
a vývoj nádoru i jinými mechanizmy, než 
je umlčení genové exprese. Samotná 
5-metylace cytosinu je v podstatě muta-
genní, protože může vést ke spontánní 
deaminaci a následné tranzici C � T [33]. 
Uvádí se, že až 50  % inaktivujících bo-
dových mutací nádorového supresoru 
TP53 u somatických buněk vychází z me-
tylovaného cytosinu  [34]. Přítomnost 
metylové skupiny u CpG v kódující ob-
lasti TP53  zvyšuje výskyt mutací vyvo-
laných UV zářením u nádorů kůže, pro-
tože zvyšuje citlivost cytosinu k oblasti 
spektra převládajícího u slunečního zá-
ření  [35]. Metylované CpG jsou i  cílem 
tranzičních mutací C � T vyvolaných 
karcinogenem benzo(a)pyren diol epo-
xid, který je přítomen v tabáku [36]. Sku-
tečnost, že kódující sekvence TP53 obsa-
huje velké množství metylovaných CpG, 
tedy může zvyšovat pravděpodobnost 
vzniku mutací tohoto genu. 

Metylace DNA a polycomb 

proteiny

Metylace DNA je spojována především 
s  potlačením genové exprese a  před-
pokládá se, že její hlavní úlohou při tu-
morigenezi je inaktivace nádorových 
supresorů. Ačkoliv byl tento typ inhi-
bice pozorován u  nádorových buněč-
ných linií [37], je tento pohled poněkud 
zjednodušený. Metylace CpG de novo se 
nevyskytuje pouze u nádorových buněk, 
ale v  nízké hladině byly pozorovány 
i  u  normálních tkání a  jejich množství 
se postupně navyšuje s  věkem  [3,38]. 
Podobně i  demetylace typické pro ná-
dorové buňky se objevují u  normál-
ních stárnoucích hematopoetických 
a  epidermálních kmenových buněk 
in vivo [39]. 

Několik studií prokázalo, že většina 
genů metylovaných u  nádorů de  novo 
je transkripčně neaktivní i  u  normál-
ních buněk, což je v souladu s tvrzením, 
že většina cílových genů pro metylaci 
je označena tzv. polycomb komplexem 

zaly, že jedna z alel genu může stabilně 
nést zárodečnou mutaci a druhá je inak-
tivována právě metylací [20]. Nicméně se 
zdá, že metylována je vždy jen wild type 
alela a nikdy ne alela mutovaná [21].

Podobně jako se mutace DNA často 
objevují u specifi ckých genů (TP53, KRAS 
apod.), které působí jako spouštěče ná-
dorového bujení, jsou známy i epigene-
tické změny, které se u nádorů vyskytují 
poměrně často. Příkladem jsou hyperme-
tylace nádorového supresoru VHL u kar-
cinomu ledvin nebo CDKN2A (kódující 
nádorové supresory INK4A a ARF) u kar-
cinomu plic  [22], jícnu  [23], Burkittova 
lymfomu [24] nebo melanomu [25]. 

Seznam identifi kovaných genů, u kte-
rých dochází u  různých typů nádorů 
ke snížení exprese v  důsledku hyper-
metylace, se neustále rozšiřuje. Tyto 
geny jsou pravděpodobně důležité pro 
vývoj daného nádoru z podstaty jejich 
funkce, ale nepodléhají často muta-
cím. Příkladem je gen MGMT nezbytný 
pro genomovou stabilitu, růstový re-
gulátor CDKN2B nebo supresor prolife-
race RASSF1A  [26,27]. Předpokládá se, 
že hlavním působením metylací je jejich 
nahromadění do jednotlivých signál-
ních drah, které napomáhají vzniku a vý-
voji rakoviny [28]. Příkladem jsou geny 
pro transkripční faktory GATA4 a GATA5, 
které řídí epiteliální diferenciaci u karci-
nomu tlustého střeva a které bývají sou-
běžně hypermetylovány spolu se svými 
cílovými geny [29]. Souběžné hyperme-
tylaci podléhají i geny negativně regu-
lující signální dráhu WNT a doplňují tak 
vliv řídicích mutací APC a CTNNB1, které 
WNT dráhu naopak aktivují  [30]. Sou-
činnost různých hypermetylovaných 
genů navíc přispívá i k narušení signální 
dráhy p53. 

Metylace DNA přispívá ke vzniku 

mutací DNA

Epigenetické změny často zvyšují riziko 
vzniku mutací v průběhu vývoje nádoru. 
Poprvé byl tento jev popsán u  genu 
MLH1, který je často hypermetylován 
u nádorů s vysokou hladinou nestability 
mikrosatelitů, jako jsou nádory tlustého 
střeva a konečníku [31]. Dalším genem, 
který je nezbytný pro opravy DNA a pod-
léhá hypermetylaci, je MGMT. MGMT 
kóduje protein O6-alkylguanine DNA 
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klasifi kace jednotlivých podskupin ná-
dorů. Nyní se pozornost obrací k  ob-
jasnění funkcí jednotlivých epigene-
tických modifi kací. V  poslední době se 
pojmy genetika a  epigenetika k  sobě 
přibližují a  ustupuje boj o  to, která ze 
změn DNA je pro iniciaci a progresi ná-
dorů důležitější. Naopak je zřejmé, že 
mutace a epigenetické změny DNA vzá-
jemně „spolupracují“ na vzniku a vývoji 
tohoto onemocnění. Otevírají se další 
možnosti pro hledání bio markerů a no-
vých preventivních a  terapeutických 
strategií. Cílem příštích let tedy bude 
zavedení DNA metylačních markerů do 
klinické dia gnostiky a  využití identifi-
kovaných epigenetických terapeutic-
kých cílů pro léčbu nejen nádorových 
onemocnění.
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kována u raných prekancerózních stadií, 
tzv. polypů  [47]. Během obnovy střev-
ního epitelu z kmenových buněk umís-
těných v  kryptách dochází k  rychlým 
a častým přeměnám. Proto je metylační 
vzorec u  normálních střevních buněk 
stejný jako u  příslušných kmenových 
buněk. Metylace DNA u  buněk jedné 
střevní krypty se zdají být uniformní, 
mezi jednotlivými kryptami se však liší. 
Předpokládá se, že jednotlivé CpG os-
trůvky podléhají abnormální metylaci 
de novo zcela individuálně, ně kte ré jsou 
silně modifi kovány, jiné zcela nemetylo-
vány, ale u jiných tkání tomu může být 
naopak. To naznačuje, že v každé tkáni 
jsou přítomny buňky s nízkou hladinou 
metylace de novo a jiné buňky mají me-
tylaci CpG ostrůvků vysokou. A pravdě-
podobně jsou to právě tyto buňky, které 
následně podléhají transformaci a získá-
vají selekční výhodu. Podle této teorie 
metylace de novo existují již u subpopu-
lace normálních buněk ještě před jejich 
transformací podmíněnou genetickou 
mutací [51].

Malignity krvetvorby jsou dalším pří-
kladem, jak změny v metylaci DNA přispí-
vají k vývoji nádorů. Myelodysplastický 
syndrom nebo akutní myeloidní leuke-
mie jsou onemocnění vyznačující se po-
ruchou diferenciace krevních buněk, je-
jichž riziko stoupá s  věkem pa cientů. 
Několik studií popisuje, že během stár-
nutí jak u myší, tak i u člověka se zvyšuje 
počet hematopoetických kmenových 
buněk, jejichž schopnost diferenciace 
do lymfocytů je snížena a převládá mye-
loidní fenotyp. Bisulfitové studie ce-
lého genomu prokázaly, že tento pro-
ces je spojen se specifi ckými metylacemi 
de novo a demetylacemi standardně pří-
tomnými u nádorů a je pravděpodobné, 
že tyto změny přispívající k obnově kme-
nových buněk a ztrátě diferenciace jsou 
výsledkem přirozeného stárnutí bez pří-
tomnosti genové mutace.

Závěr

V uplynulých letech došlo ke značnému 
pokroku v problematice nádorové epi-
genetiky. Velká část výzkumu byla vě-
nována charakteristice epigenomu nor-
málních a  nádorových buněk s  cílem 
definovat přesný buněčný původ ná-
doru a  využití epigenetiky ke zlepšení 

Co bylo dříve, mutace, 

nebo metylace?

Podle Klutsteina et  al lze na současné 
znalosti o metylacích DNA u nádorů na-
hlížet ze dvou stran  [51]. Buď mohou 
1.  normální buňky podlehnout nádo-
rové transformaci v důsledku genetické 
mutace a  následná metylace a  deme-
tylace DNA vede k celkové programové 
změně genové exprese, nebo se 2. sub-
populace buněk, u  kterých došlo ke 
změnám v  metylaci DNA, např. v  dů-
sledku stárnutí, stává náchylnější k on-
kogenní transformaci  [49]. Podle dru-
hého modelu je přítomnost abnormální 
metylace u  nádoru důsledkem výběru 
primární buňky s charakteristickým me-
tylačním fenotypem, ze které nádor 
vznikl. Pokud je tento fenotyp jednou 
ustanoven, přenáší se na dceřiné buňky 
podobně jako mutace. Velké množství 
důkazů napovídá, že metylace DNA sou-
visející s nádory nebo stárnutím pochází 
z  malé populace buněk. Jako příklad 
uvádí Klutstein et al vývoj nádorů tlus-
tého střeva  [51]. Střevní epitel se neu-
stále obnovuje díky kmenovým buň-
kám umístěným ve střevních kryptách. 
Kmenové buňky produkují proliferu-
jící buňky, které v určitém bodě podlé-
hají diferenciaci a vytvářejí nový střevní 
epitel. Většina genů podílejících se na 
tomto kroku je řízena vazbou PcGs. 
Během vývoje jsou tyto geny vazbou 
PcGs umlčeny a  k  jejich reaktivaci do-
chází až po jejich uvolnění. Následně se 
začínají produkovat transkripční faktory, 
které vedou k diferenciaci buněk. Během 
stárnutí podléhá subpopulace kmeno-
vých buněk metylacím de novo na cílo-
vých CpG ostrůvcích a vznikají malé ob-
lasti tkáně s  aberantním metylačním 
profi lem. Tato modifi kace vede k tvorbě 
konstitutivního heterochromatinu, který 
nelze jednoduše změnit. Takové kme-
nové buňky mohou sice odstranit z cí-
lových diferenciačních genů PcGs, ale 
k  reaktivaci jejich transkripce nedo-
chází. Buňky se nepřeměňují na epite-
liální a zůstávají v proliferativním stavu. 
Tím vznikají příznivé podmínky pro ma-
ligní transformaci, ať už v důsledku ge-
netické predispozice, nebo spontánní 
mutace. Tuto teorii podporují zjištění, 
že cílová místa jsou již částečně metylo-
vána u normálních buněk a silně modifi -
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Úloha proteinu HSP70 v nádorech 
a jeho využití jako terapeutický cíl

Th e Role of HSP70 in Cancer and its Exploitation as a Th erapeutic Target

Martinková V., Trčka F., Vojtěšek B., Müller P.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
Východiska: Vysoký proliferační potenciál a genetická nestabilita nádorových buněk je spojena 
se zvýšenou produkcí mutovaných a konformačně nestabilních proteinů. Nadměrná proteo-
syntéza spolu se zvýšeným metabolickým obratem vytvářejí stresové podmínky, které musí 
nádorová buňka trvale kompenzovat. Nádorové buňky se tak stávají závislé na udržování pro-
teinové homeostázy zahrnující kontrolu kvality proteinů, jejich skládání, transport a stabilizaci. 
Tyto funkce jsou zajišťovány molekulárními chaperony, které jsou u nádorů reprezentovány 
především stresovými proteiny HSP70 a HSP90. Jejich exprese a aktivita je významně zvýšena 
ve všech maligních nádorech, kde spolu s dalšími proteiny nazývanými kochaperony vytváří 
multiproteinové komplexy. Aktivita HSP70 a HSP90 je nezbytná pro udržení maligního fenotypu 
tím, že se podílí na stabilizaci četných onkoproteinů, podporuje proliferaci a inhibuje apoptózu. 
V tomto ohledu představují proteiny teplotního šoku důležitý cíl využitelný v protinádorové 
terapii, neboť jejich inhibice umožňuje souběžnou inaktivaci řady signálních drah důležitých 
pro přežití nádorové buňky. Ačkoli bylo v uplynulém desetiletí vyvinuto několik specifi ckých 
inhibitorů HSP90, jejich protinádorová aktivita je značně limitována vzhledem k indukci pro-
teinů HSP70, které umožňují buňkám přežít. Vývoj inhibitorů HSP70 představuje novou výzvu 
v terapii cílené na inhibici proteostatických mechanizmů nádorových buněk. Cíl: Cílem tohoto 
článku je shrnout informace o struktuře HSP70 a jeho roli při udržování proteinové homeostázy 
v normálních a nádorových buňkách. Článek popisuje mechanizmy inhibice HSP70 pomocí níz-
komolekulárních sloučenin a jejich potenciální aplikace v cílené protinádorové terapii.

Klíčová slova
HSP70 –  stresové proteiny –  molekulární chaperony –  buněčný stres –  nádory –  skládání proteinu

Summary
Background: Sustained proliferation and genetic instability of cancer cells are associated with 
enhanced production of mutated and conformationally unstable proteins. Excessive proteo-
synthesis along with increased metabolic turnover generates stress conditions that cancer cells 
must permanently compensate for. Tumor cells thus become dependent on the maintenance 
of protein homeostasis, which involves protein quality control, folding, transport and stabili-
zation. These tasks are provided by molecular chaperones, predominantly the stress proteins 
HSP70 and HSP90. Their expression and activity is increased in all malignant tumors, where they 
associate with their cochaperones to form large multiprotein complexes. HSP70 and HSP90 
maintain the malignant phenotype because they facilitate the folding of numerous oncoge-
nic proteins, maintain proliferative potential, and inhibit apoptosis. In this regard, heat-shock 
proteins represent an important target for cancer therapy because their inactivation results in 
the simultaneous blockade of multiple signaling pathways. Although several specifi c HSP90 
inhibitors have been developed in the past decade, their antitumor activity as single agents is 
limited due to the induction of HSP70, which enables cell survival. Inhibitors of HSP70 thus pre-
sent new possibilities for targeting proteostatic mechanisms in cancer cells. Aim: The aim of this 
article is to summarize information on the structure of HSP70 and its role in maintaining protein 
homeostasis in normal and cancer cells. The mechanisms of HSP70 inhibition by low-molecular 
weight compounds and their application in targeted antitumor therapy are also described. 

Key words
HSP70 – stress proteins – molecular chaperons – cellular stress – tumours – protein folding
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Úvod

Genetické změny a  vysoký proliferační 
potenciál vedou u nádorových buněk ke 
zvýšené proteosyntéze a  nadprodukci 
konformačně nestabilních proteinů. Pro 
nádorové buňky je proto nezbytné ak-
tivovat mechanizmy udržující proteino-
vou homeostázu. Mezi základní mecha-
nizmy kontrolující kvalitu a  množství 
proteinu v  buňce patří ubiquitin-pro-
teazomový systém, autofagie a moleku-
lární chaperony. Zatímco první dva jme-
nované mechanizmy slouží k degradaci 
proteinů, molekulární chaperony umož-
ňují skládání a stabilizaci řady mutova-
ných proonkogenních proteinů nezbyt-
ných pro proliferaci nádorových buněk. 
V průběhu maligní transformace se tak 
nádorová buňka stává závislá na zvýšené 

aktivitě molekulárních chaperonů. Mezi 
nejčastěji zastoupené chaperony patří 
stresové proteiny teplotního šoku (heat-
-shock proteins –  HSPs) reprezentované 
několika proteinovými rodinami rozdě-
lenými podle molekulové hmotnosti.

HSP70  tvoří rodinu sekvenčně kon-
zervovaných molekulárních chaperonů 
s  molekulovou hmotností 70  kDa  [1]. 
V lidském genomu je tato rodina repre-
zentována minimálně 13 různými geny 
kódujícími strukturně a  funkčně po-
dobné proteiny, které dohromady tvoří 
až 2  % buněčného proteomu  [2]. Mezi 
nejdůležitější konstitutivně exprimo-
vané izoformy patří HSPA8  v  cytosolu 
a jádře, HSPA5 v endoplazmatickém reti-
kulu a HSPA9 v mitochondriích. Exprese 
indukovaná stresem je pak charakteris-

tická pro HSPA1A a HSPA1B lokalizované 
v  cytoplazmě i  jádře  [1]. Za fyziologic-
kých podmínek napomáhá HSP70 nově 
vznikajícím proteinům získat nativní 
konformaci. Dále je zapojen do vnitro-
buněčného transportu proteinů, degra-
daci poškozených proteinů a asistuje při 
opětovném skládání chybně složených 
proteinů. Úloha HSP70 je nezastupitelná 
při stresových podmínkách (hypoxie, 
teplotní šok, UV záření apod.), které způ-
sobují poškození konformace proteinů 
či jejich agregaci. HSP70 následně roz-
poznává hydrofobní aminokyseliny po-
škozeného proteinu, na které se naváže, 
zabrání jeho agregaci a s využitím ener-
gie z hydrolýzy adenozintrifosfátu (ade-
nosine triphosphate  –  ATP) umožňuje 
denaturovaným proteinům získávat na-

Tab. 1. Lidské proteiny patřící do rodiny HSP70.

Protein
UniProt 

ID
Alternativní názvy Buněčná lokalizace

Počet 

amino-

kyselin

Exprese 

indukovaná 

stresem

Název 

genu

Genové 

ID

HSPA1A P0DMV8 Hsp70-1, Hsp72, HspA1, 
Hsp70-1A, Hsp70i

cytosol, jádro, buněčná 
membrána, exozomy 641 ano HSPA1A 3303

HSPA1B P0DMV9 Hsp70-2, Hsp70-1B cytosol, jádro, exozomy 641 ano HSPA1B 3304

HSPA1L P34931 Hsp70-1L, Hsp70-hom, 
Hsp70-1t, Hum70t cytosol, jádro 641 ne HSPA1L 3305

HSPA2 P54652 Heat-shock 70kD pro-
tein 2, Hsp70.2

cytosol, jádro, buněčná 
membrána, exozomy 639 ne HSPA2 3306

HSPA5 P11021 Hsp70-5, BiP, Grp78, 
Mif-2

endoplazmatické retiku-
lum, exozomy 654 ne HSPA5 3309

HSPA6 P17066 Hsp70-6, Hsp70B’ cytosol, exozomy 643 ano HSPA6 3310

HSPA7 P48741 Hsp70-7, Hsp70B krevní mikročástice, 
exozomy 367 ano HSPA7 3311

HSPA8 P11142 Hsp70-8, Hsc70, Hsc71, 
Hsp71, Hsp73

cytosol, jádro, 
buněčná membrána, 

exozomy
646 ne HSPA8 3312

HSPA9 P38646

Hsp70-9, Grp75, 
HspA9B, MOT, MOT2, 

PBP74, mot-2, mtHsp70, 
mortalin

mitochondrie, jádro 679 ne HSPA9 3313

HSPA12A O43301 Hsp70-12A, FLJ13874, 
KIAA0417 exozomy 675 ne HSPA12A 259217

HSPA12B B7ZLP2
Hsp70-12B, 

RP23-32L15.1, 
2700081N06Rik

endoteliální buňky, krevní 
plazma 685 ne HSPA12B 116835

HSPA13 P48723 Hsp70-13, Stch endoplazmatické retiku-
lum, exozomy, mikrozomy 471 ne HSPA13 6782

HSPA14 Q0VDF9 Hsp70-14, Hsp70L1 cytosol, membrána 509 ano HSPA14 51182
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SBD (obr. 1c) [4]. Vazba ATP do NBD vede 
k částečnému splynutí („docking“) NBD 
a  SBD domén regulovanému linkero-
vou sekvencí. Tím dochází ke snížení afi -
nity substrátu k SBD, která se tak nachází 
v  tzv. otevřené konformaci. Hydrolýza 
ATP na ADP uvádí molekulu HSP70 opět 
do stavu s „uzavřenou konformací“ SBD. 
Průchod proteinu HSP70  ATPázovým 
cyklem je usnadňován jeho interakcí 
s  proteiny HSP40, které se váží na roz-
hraní NBD-SBD domén HSP70 v ATP-vá-
zaném stavu, a spolu se substrátem, který 
transportují do SBD, katalyzují hydrolýzu 
ATP a vznik „uzavřené konformace“ SBD 
s navázaným substrátem (obr. 2). Spon-
tánní uvolnění ADP z  NBD je pomalý 
proces, který výrazně urychlují proteiny 
s funkcí NEF (nucleotide-exchange fac-
tor). Výměna ADP za ATP vede ke vzniku 
„otevřené konformace“ SBD a uvolnění 
substrátu, čímž se HSP70 navrací na za-
čátek ATPázového cyklu [8,9]. Typickými 

28 kDa (obr. 1a). NBD je dále členěna na 
subdomény IA/B a  IIA/B, jejichž pros-
torové uspořádání vytváří kavitu pro 
vazbu ATP/ adenozindifosfát (adenosine 
diphosphate ADP) v  koordinaci s  vaz-
bou hořečnatého a draselného kationtu 
(obr. 1b) [5,6]. SBD se skládá ze dvou sub-
domén. Vlastní vazebné místo pro sub-
strát je utvářeno v subdoméně se struk-
turou β-skládaného listu. Subdoména 
SBD tvořená soustavou α-helixů má 
pak funkci „víka“, které stabilizuje vazbu 
substrátu (obr. 1b). NBD a SBD domény 
jsou spojeny krátkou, vysoce konzervo-
vanou hydrofobní sekvencí  –  linkerem 
(obr. 1a), který hraje významnou roli při 
regulaci alosterických strukturních změn 
v  molekule HSP70  vyvolaných vazbou 
ATP [7].

V nepřítomnosti ATP se NBD a SBD do-
mény HSP70 chovají jako nezávislé a SBD 
doména vykazuje vysokou afi nitu k sub-
strátu –  vzniká tzv. uzavřená konformace 

tivní konformaci. Díky těmto funkcím 
je HSP70  zapojen do udržení protei -
n ové homeostázy během fyziologických 
i  stresových podmínek. Tuto rozsáhlou 
škálu funkcí však HSP70  nezastává sa-
mostatně. Proteiny, které se při těchto 
procesech s  molekulárními chaperony 
asociují a napomáhají jejich funkci, jsou 
označovány jako kochaperony [3,4]. 

V tomto článku je skupina proteinů, 
které patří mezi HSPs 70, označována 
souhrnně jako HSP70  a  pokud bylo 
v  textu potřeba uvést konkrétní izo-
formu, je označena podle oficiálního 
názvu genu (tab. 1).

Struktura a ATPázový cyklus 

HSP70

Protein HSP70  je tvořen N-koncovou 
nukleotid vazebnou doménou (nuk-
leotide-binding domain –  NBD), 44 kDa
a C-koncovou substrát vazebnou domé-
nou (substrate-bind ing domain –  SBD), 

ADPATP

SBD NBDlinker

substrát
A

B

C
D

E

nukleotid

Mg2+

II AII B

I AI B

a) b)

c)

Obr. 1. Struktura HSP70. 

Červeně jsou označeny α-helixy, žlutě struktury β-skládaného listu, zeleně nestrukturované oblasti a modře peptidový substrát, nukleo-
tid a hořečnatý kationt. a) Na obrázku je znázorněna celá krystalová struktura HSP70 (PDB: 2KHO). Protein se skládá ze SBD a NBD, které 
navzájem spojuje linker. b) Detailní pohled na strukturu substrát vazebné domény nalevo (PDB: 1DKZ) a nukleotid vazebné domény na-
pravo (PDB: 4B9Q). c) Schematické zobrazení výrazných strukturních změn v HSP70 po hydrolýze ATP. Nejvýraznější změny můžeme na 
první pohled pozorovat u SBD (PDB: 4JNE, 2KHO).

SBD – substrát vazebná doména, NBD – nukleotid vazebná doména, ATP – adenozintrifosfát, ADP – adenozindifosfát
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Úloha HSP70 v patologii nádorů

HSPA1A a HSPA1B patří mezi inducibilní 
izoformy HSP70, jejichž exprese je vý-
znamně zvýšena u všech nádorů [14]. Ze 
souhrnných údajů o těchto inducibilních 
izoformách vyplývá, že tyto chaperony 
mohou hrát kauzální roli při zahájení 
maligní transformace. Konkrétně bylo 
zjištěno, že zvýšená exprese HSPA1A 
podporuje tumorigenicitu u buněk my-
šího fi brosarkomu a navozuje u nich re-
zistenci vůči cytotoxickému působení 
imunitních buněk [15]. Zvýšení exprese 
inducibilní izoformy HSP70  podporuje 
tvorbu T buněčného lymfomu u  trans-
genních myší. U  imortalizovaných fi b-
roblastů Rat-1 bylo prokázáno, že nad-
měrná exprese HSPA1A způsobuje ztrátu 
kontaktní inhibice a vyvolává vznik ná-
dorů při implantaci do myší. Naopak sní-

odpověď na tepelný šok (heat-shock re-
sponse  –  HSR). Aktivita HSF1  vede ke 
zvýšené expresi ně kte rých molekulár-
ních chaperonů, kochaperonů i dalších 
proteinů, které obsahují ve svých pro-
motorech tzv. elementy tepelného šoku 
(heat-shock elementy –  HSE). Jedná se 
o krátké sekvenční motivy DNA, na které 
se váže HSF1 [12]. Aktivita HSF1 je řízena 
jeho lokalizací a trimerizací. HSF1 je v ne-
stresovaných buňkách přítomen v cyto-
plazmě jako monomer. Stresové pod-
mínky vyvolávají trimerizaci HSF1 a jeho 
přesun do jádra, kde spouští expresi da-
ných genů. Aktivita HSF1 je řízena zpět-
nou vazbou  –  spuštěním exprese HSE-
-regulovaných genů nastane rovněž 
zvýšení hladiny HSP90 a HSP70, jejichž 
přítomnost negativně ovlivňuje aktivaci 
HSF1 [13].

substráty HSP70 jsou krátké hydrofobní 
peptidové motivy obklopené pozitivně 
nabitými aminokyselinami, které jsou po 
denaturaci proteinů exponovány na je-
jich povrchu [10].

Regulace exprese HSP70

Přestože jsou proteiny HSP70  silně ex-
primovány ve všech buněčných typech, 
je jejich exprese významně zvyšována 
působením buněčného stresu. Zvýšení 
genové exprese HSP70  a  dalších stre-
sových proteinů je centrálním protektiv-
ním mechanizmem kompenzujícím pů-
sobení proteotoxického stresu u všech 
eukaryotických organizmů. Klíčovou roli 
v  regulaci genové exprese hraje evo-
lučně konzervovaný transkripční fak-
tor HSF1 (heat-shock factor) [11]. Tento 
transkripční program je označován jako 
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ATP

1

ATP

H
sp40

2
Pi

Hsp40

ADP

3
NEF

4ATP

ADP

ADP

NEF

NEF

5

Obr. 2. ATPázový cyklus HSP70. 

1 – klientský protein je dopraven kochaperonem do SBD HSP70, 2 – vazba HSP40 způsobí rozsáhlé konformační změny, které způsobí 
hydrolýzu ATP a uzavření klientského proteinu v SBD, 3 – konformačními změnami dojde k odhalení vazebného místa pro NEF, 4 – vazbou 
NEF je umožněna výměna ADP za ATP, 5 – navázání ATP způsobí konformační změny vedoucí k uvolnění složeného klientského proteinu.

SBD – substrát vazebná doména, ATP – adenozintrifosfát, NEF – nukleotid výměnný faktor, ADP – adenozindifosfát
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plex s  receptory DR4 a DR5 a znemož-
ňuje tak tvorbu DISC (death-induc ing 
signal ing complex) u Bcr-Abl pozitivních 
buněk  [20]. Programovanou buněčnou 
smrt závislou na kaspázách ovlivňuje 
HSPA1A interakcí s apoptózou induku-
jícím faktorem (AIF), čímž blokuje kon-
denzaci chromatinu řízenou AIF  [21]. 
HSPA1A dále inhibuje i kaskádu dějů ří-
zenou mitogenem aktivovanými pro-
teinkinázami (mitogen-activated pro-
tein –  MAP), vč. např. c-Jun [22]. Kromě 
inhibičního vlivu HSP70  na apoptózu 
byl dokumentován i  jeho vliv na sene-
scenci nádorových buněk. Bylo proká-
záno, že vysoká exprese inducibilních 
izoforem HSP70 je nutná pro zabránění 

(člen proapoptotické rodiny BCL-2), čímž 
zabraňuje jeho translokaci do mitochon-
drií [18]. Dalším mechanizmem, kterým 
HSPA1A zabraňuje spuštění apoptózy, 
je inhibice proapoptotického proteinu 
APAF1 (apoptotic protease activating 
factor 1). HSPA1A se váže na APAF1 a za-
braňuje tak jeho oligomerizaci, která je 
nutná pro tvorbu apoptozomu a aktivaci 
kaspázy 9  [19]. HSP70  rovněž inhibuje 
aktivaci vnější apoptotické dráhy vaz-
bou k receptorům smrti. HSPA1A blokuje 
signalizaci zprostředkovanou apoptó-
zou indukující ligand patřící do skupiny 
tumor nekrotizujícího faktoru (tumor 
necrosis factor-related apoptosis-induc-
ing ligand  –  TRAIL) tím, že tvoří kom-

žení exprese tohoto genu vede u těchto 
buněk ke ztrátě tumorigenních vlast-
ností. Proonkogenní působení induci-
bilní HSP70 se uplatňuje rovněž v pato-
genezi nádorů prsu (breast cancer –  BC). 
Bylo ukázáno, že zvýšení exprese HSPA1A 
je nezbytné pro maligní transformaci vy-
volanou onkogenem HER2. Zvýšená ex-
prese HSPA1A je charakteristická pro 
většinu maligních nádorů, u  nichž ko-
reluje s  mírou dediferenciace (grade) 
a horší prognózou [16]. Nádorové buňky 
potřebují HSPA1A např. k  inhibici apo-
ptózy a senescence, ale i k posílení auto-
fagie (obr. 3) [17]. HSPA1A potlačuje apo-
ptózu inhibicí její vnitřní i vnější dráhy. 
U vnitřní dráhy je HSP70 vázán na BAX 
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Obr. 3. Příklady proonkogenního působení HSP70. 

Nádorové buňky jsou neustále vystavovány stresu (hypoxie, zánět, změna pH apod.), který aktivuje transkripční faktor HSF1 zodpovědný 
za zvýšenou expresi HSP70. Zvýšené množství proteinu HSP70 podporuje nádorovou transformaci na několika úrovních. a) Stabilizuje 
membrány lysozomů, čímž podporuje autofagii. b) Několika způsoby inhibuje vnější i vnitřní dráhu apoptózy. Zabraňuje translokaci BAX 
do mitochondrií, interakcí s APAF1 inhibuje vznik apoptozomu, zabraňuje kondenzaci chromatinu řízenou AIF-1 a inhibuje i děje řízené 
některými kinázami. c) Blokuje senescenci závislou i nezávislou na proteinu p53. d) Spolu s HSP90 se podílí na maturaci řady onkogen-
ních proteinů vč. HER2, CDK4 a AKT.
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vázán do negativně nabité kapsy v blíz-
kosti nukleotid vazebného místa. Díky 
jeho selektivní vazbě pouze do ADP stavu 
HSPA8 začal být MKT-077 klasifi kován jako 
alosterický inhibitor [54]. Jeho protinádo-
rový efekt byl pozorován např. u inhibice 
proliferace nádorových buněčných linií 
prsu, střeva a močového měchýře (IC50 ~ 
1– 5 μm) a zároveň nebyla pozorována to-
xicita u  zdravých buněk ledvin  [41]. In-
hibitor MKT-077  postoupil do fáze I  kli-
nických testů, v  níž byly pa cientům 
aplikovány každodenně infuze o  dávce 
30– 50 mg/ m2  po dobu 3  týdnů. U  řady 
pa cientů však byla pozorována renální to-
xicita a zároveň bylo zjištěno, že dochází 
k rychlé metabolizaci MKT-077, čímž ne-
mohlo být v séru dosaženo požadované 
terapeutické hladiny [55].

Nestabilita MKT-077  je způsobena 
především oxidací benzothiazolového 
a pyridinového kruhu. Lepší stability za 
současného udržení dobré antiprolife-
rační aktivity bylo dosaženo systematic-
kými susbstitucemi, přičemž nejlepší vý-
sledky vykazovala látka se zaměněným 
pyridinovým kruhem za thiazolový he-
terocyklus se současnými substitucemi 
malých molekul (na benzothiazolovém 
a  thiazolovém kruhu). Aplikací vzniklé 
látky JG-98 na buňky prsního adenokar-
cinomu MDA-MB-231  byly zjištěny 
EC50 = 0,4 μm a > 7× lepší mikrozomální 
stabilita –  37 min. Později byl JG-98 iden-
tifi kován jako alosterický inhibitor inter-
akce HSP70/ BAG3 [42,56]. 

Novolactone

Haasan et  al hledali dráhy a  konkrétní 
geny, které ovlivňuje přírodní látka no-
volactone prostřednictvím screeningu 
přežívání heterozygotických a  homozy-
gotikých delečních mutantů kvasinek vy-
stavených této látce. Při bližším zkoumání 
bio chemických vlastností kvasinkového 
i  lidského HSP70 po jejich ovlivnění no-
volactonem bylo objeveno, že se jedná 
o alosterický inhibitor, který se kovalentně 
váže na Glu444 v SBD HSPA1A. Studium 
chování HSPA1A inhibovaného novolac-
tonem přineslo nové poznatky o aloste-
rické komunikaci NBD a SBD domén [43]. 
Zmíněný inhibitor je proto užitečným ná-
strojem pro pochopení fungování chape-
ronů in vitro i in vivo a v neposlední řadě 
také novým potenciálním léčivem.

ligních onemocnění. Základním koncep-
tem úspěšné chemoterapie je narušení 
procesu, který je pro nádorovou buňku 
klíčový. Podobně jako genotoxické látky 
využívají u  nádorů zvýšený metaboliz-
mus nukleových kyselin, můžeme zvýše-
nou proteosyntézu a přítomnost nesta-
bilních proteinů v nádorových buňkách 
využít k cílené protinádorové léčbě. Do-
savadní vývoj protinádorové terapie za-
ložené na narušení proteinové homeo-
stázy se soustředil zejména na vývoj 
nízkomolekulárních látek inhibujících 
proteazom a  stresový protein HSP90. 
Ačkoli bylo v  uplynulém desetiletí vy-
vinuto několik specifických inhibitorů 
HSP90, jejich protinádorová aktivita je 
značně limitována kvůli indukci proteinů 
HSP70, které zabraňují navození buněčné 
smrti a umožňují buňkám přežít. Syntéza 
selektivních inhibitorů HSP70 tak před-
stavuje novou výzvu v terapii cílené na 
inhibici proteostatických mechanizmů 
nádorových buněk [37– 39].

Vhodným mechanizmem účinku inhi-
bitorů HSP70 je jejich vazba do substrát 
a nukleotid vazebné domény a také na-
rušení protein-proteinových interakcí 
mezi HSP70  a  jeho kochaperony  [40]. 
Doposud bylo nalezeno několik inhibi-
torů, u nichž byla potvrzena jejich vazba 
do struktury HSP70 (tab. 2). Míra aktivity 
inhibitorů a síla vazby látek k HSP70 byla 
charakterizována pomocí inhibiční kon-
stanty IC50  (koncentrace inhibitoru, při 
které dojde ke snížení odpovědi na 50 %), 
střední efektivní koncentrace EC50 (kon-
centrace látky, při které nastane snížení 
defi nované odpovědi na polovinu) nebo 
disociační konstanty Kd (síla vazby mezi 
inhibitorem a HSP70) (tab. 2). 

MKT-077 a jeho deriváty

Jedním z  prvních nalezených inhibi-
torů HSP70 je kladně nabité rhodacyani-
nové barvivo MKT-077, které se váže po-
blíž vazebného místa pro ATP v nukleotid 
vazebné doméně mitochondriálního 
HSPA9. Za selektivitu MKT-077  je zod-
povědná i  jeho kationtová povaha, díky 
čemuž je akumulován protonovým gra-
dientem v mitochondriích rychle se dě-
lících nádorových buněk [41,54]. Později 
byla také pomocí spektroskopie nukleární 
magnetické rezonance potvrzena vazba 
mezi MKT-077  a  HSPA8. Inhibitor je zde 

senescence v nádorových buňkách. Sní-
žení exprese HSPA1A pomocí siRNA vedlo 
k navození senescence doprovázené ak-
tivací nádorového supresorového pro-
teinu p53  a  zvýšenou expresí proteinu 
p21  [23]. Snížení exprese HSPA1A v  ná-
dorových buňkách může rovněž induko-
vat senescenci nezávislou na p53, a to díky 
schopnosti HSPA1A ovlivňovat signalizaci 
zprostředkovanou onkogenními kinázami 
PI3K, RAS a ERK [24]. Obdobné závěry vy-
plývají i z prací, které ukázaly, že inducibilní 
izoformy HSP70 jsou nezbytné pro nádo-
rovou transformaci zprostředkovanou on-
koproteinem HER2/ neu a snížení jejich ex-
prese vede k navození senescence [25]. 

Zvýšená exprese HSPA1A koreluje se 
zvýšenou proliferací nádoru, s klinickým 
stadiem a špatnou prognózou pa cientů 
s  nemalobuněčným karcinomem plic 
(non-small cell lung cancer –  NSCLC) [26], 
BC, endometria [27], kolorektálním karci-
nomem [28], hepatocelulárním karcino-
mem  [29] a karcinomem prostaty  [30]. 
U  pa cientů s  akutní myeloidní leuke-
mií s charakteristickou expresí Bcr-Abl je 
zvýšená exprese HSPA1A spojována s re-
zistencí k imatinibu [31,32]. 

Plazmatická membrána nádorových 
buněk často obsahuje zvýšené množ-
ství HSPA1A [33]. Nádory s vysokým ob-
sahem membránového HSPA1A jsou 
obecně vysoce rezistentní k  chemote-
rapii a to často kvůli inhibici signálních 
drah JNK, ERK a NF-κB [34]. U metastáz 
je hustota membránového HSPA1A vyšší 
v porovnání s primárním tumorem, což 
naznačuje schopnost membránového 
HSPA1A usnadnit proces metastazování. 
V souladu s těmito poznatky byla vyšší 
hustota membránového HSPA1A spo-
jena s  nepříznivou prognózou a  sníže-
ným celkovým přežitím pa cientů s rek-
tálním karcinomem a  spinocelulárním 
karcinomem plic [35,36].

Kromě cytoprotektivních účinků se 
změněná exprese nebo funkce HSPA1A 
podílí také na vývoji dalších onemoc-
nění, která jsou spojena s defekty v kon-
formaci či skládání proteinů. Mezi tato 
onemocnění patří např. Parkinsonova 
a Alzheimerova choroba [4].

Inhibice HSP70

V současnosti jsou neustále vyvíjeny 
nové strategie pro úspěšnou léčbu ma-
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DnaJ (HSP40), čímž blokuje ATPázový cy-
klus DnaK [45].

Látky mimikující ATP

Williamson et  al v  roce 2009  s  využi-
tím krystalové struktury komplexu ATP 
a  HSPA8/ BAG1  navrhli a  připravili sérii 

kého HSPA5 (Kd = 0,7 μm) [44]. Dalším 
inhibitorem s fl avonoidní strukturou je 
myricetin, který taktéž inhibuje ATPázo-
vou aktivitu HSP70. Detailnější mecha-
nizmus jeho účinku byl popsán u  bak-
teriálního HSP70  –  DnaK. Myricetin 
inhibuje interakci DnaK s kochaperonem 

Inhibitory s fl avonoidní 

strukturou

Epigalokatechin galát (epigallocatechin 
gallate  –  EGCG) je přírodní polyfeno-
lický fl avonoid ze zeleného čaje, u něhož 
byla pomocí afi nitní chromatografi e zjiš-
těna interakce s  NBD endoplazmatic-

Tab. 2. Látky modulující aktivitu HSP70. 

Látka Vazebné 

místo

Známá struktura 

HSP70 inhibitor

Míra aktivity/vazby 

[μm]

Reference

rhodocyaniny a analoga

MKT-077 NBD Ano d (NMR) 1,4 (EC50) [41,42]

JG-98 NBD 0,4 (EC50) [42]

novolactone SBD Ano b (RTG) 0,25 (IC50) [43]

fl avonoidy

EGCG NBD 12 (IC50); 0,7 c (Kd) [44]

myricetin NBD Ano a (NMR) 14,5 (IC50) [45]

látky mimikující ATP

VER-155008 NBD Ano d (RTG) 0,5 (IC50); 0,3 b (Kd) [46]

fenylehtylsulfonamidy

PES SBD 8,4 (IC50); 6 b (Kd) [47,48]

PET-16 SBD Ano a (RTG) 1,5 (IC50); 4 b (Kd) [48]

deriváty kolchicinu

AEAC neznámé 100 (IC50); 0,15 b (Kd) [49]

imidazoly

apoptozol NBD 0,21 d (Kd); 0,14 b (Kd) [50]

peptidy

peptidový aptamer A8 SBD [51]

peptidový aptamer A17 NBD [51]

polyaminy

15-deoxyspergualin SBD 4 d (Kd) [52]

dihydropyrimidiny

MAL3-101 NBD 8,3 d (IC50) [53]

vakcíny

pNGVL4a-Sig/E7(detox)/HSP70 DNA (NCT00121173) 

rekombinantní protein HSP70 (NCT00030303)

HSP70-peptid TKD/IL-2 aktivovaný (NCT02118415)

protilátka cmHSP70.1 epitop TKD (NCT02118415)

CN54gp140 glycoprotein-HSP70 

konjugovaná vakcína
(NCT01285141)

NMR – spektroskopie nukleární magnetické rezonance, EGCG – epigalokatechin galát, ATP – adenozintrifosfát, SBD – substrát va-
zebná doména, NBD – nukleotid vazebná doména, TKD – peptid o aminokyselinové sekvenci: TKDNNLLGRFELSG
a dnaK, b HSPA1, c HSPA5, d HSPA8
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s  chemoradioterapií fáze II u  pa cientů 
s NSCLC (NCT02118415). Odlišná vakcína 
pNGVL4a-Sig/ E7(detox)/ HSP70  DNA 
byla testována u pa cientek s cervikální 
intraepiteliální neoplazií [66]. Ve fázi I kli-
nického testování je také sledován re-
kombinantní protein HSP70  při léčbě 
CML v chronické fázi (NCT00030303).

Závěr

Zvýšení genetické nestability a proliferační 
aktivity nádorových buněk klade velké ná-
roky na buněčný proteostatický aparát, 
jehož centrální složkou jsou molekulární 
chaperony HSP90  a  HSP70. Úspěšné za-
vedení inhibice HSP90 do nádorové tera-
pie je komplikováno komplexností buněč-
ného chaperonového systému, který na 
inhibici HSP90 reaguje zvýšením exprese 
chaperonů rodiny HSP70. Objevení či de-
sign selektivního inhibitoru HSP70 s vyso-
kou afi nitou a jeho kombinované použití 
s inhibitory HSP90 představuje nadějnou 
strategii při léčbě nádorových onemoc-
nění. Klíčové je zejména zacílení na stre-
sem-indukovanou izoformu HSPA1A, jejíž 
zvýšená exprese je charakteristická pro 
nádorové buňky.
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V současnosti probíhá několik klinic-
kých testů sledujících imunogenní vlast-
nosti HSP70. V  prvním klinickém testu 
byla hledána míra odpovědi imunit-
ního systému pa cientů s chronickou my-
eloidní leukemií (CML) v chronické fázi 
na vakcínu vyrobenou z jejich vlastního 
nádoru. Vakcína byla připravena z pře-
čištěného HSPA1A a na základě výsledků 
byla reinfúze autologních NK (natural 
killer) buněk aktivovaných HSPA1A shle-
dána za bezpečnou [65]. Díky úspěšným 
testům z  fáze I, probíhá v  kombinaci 

8- a  8,5‘-substituovaných derivátů ade-
nozinu. Následnými systematickými 
modifikacemi těchto inhibitorů v  po-
loze C8  a  5‘ bylo dosaženo hodnoty 
IC50 = 0,5 μm u látky, která dostala název 
VER-155008. Krystalová struktura kom-
plexu VER-155008-HSPA8  odhalila sta-
bilizaci inhibitoru v  NBD HSPA8  pro-
střednictvím několika π-π interakcí mezi 
Arg272, aromatickými kruhy obou substi-
tuentů a Tyr15 [46]. Doposud byla u této 
látky prokázána inhibice proliferace ná-
dorových linií prsu a  střeva s  GI50  v  roz-
mezí 5,3– 14,4 μm. U linie BT474 (BC) VER-
155008 indukuje kaspázami-3/ 7 závislou 
apoptózu, kdežto u  linie HCT116  (karci-
nom střeva) způsobuje apoptózu nezávis-
lou na systému kaspáz-3/ 7 [57].

2-phenylethynesulfonamid

Nízkomolekulární látka 2-phenylethy-
nesulfonamid (PES) (známá též pod ná-
zvem pfithtrin-μ) zabraňovala akumu-
laci p53  v  mitochondriích, nebyly však 
známy jeho přímé intracelulární cíle. Pro-
střednictvím bio tinylovaného PES a  afi -
nitní precipitace byl jako intracelulární 
cíl tohoto inhibitoru nalezen HSPA1A. Va-
zebné místo pro PES bylo pomocí deleční 
mutageneze identifikováno v  substrát 
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Úloha proteínu HSF1 v nádorovej transformácii

Th e Role of HSF1 Protein in Malignant Transformation

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

Súhrn 
Východiská: Transkripčný faktor HSF1 je esenciálny regulátor stresovej odpovede, ktorá slúži 
k  rýchlej adaptácii organizmov na nepriaznivé podmienky, akými sú napr. zvýšená teplota 
alebo oxidatívny stres. HSF1 reguluje expresiu veľkého množstva génov primárne kódujúcich 
proteíny tepelného šoku (heat shock proteins –  HSPs). Ide prevažne o molekulárne chaperóny, 
ktoré umožňujú udržiavať natívnu konformáciu proteínov, zabraňujú ich degradácii a podieľajú 
sa na odstraňovaní denaturovaných proteínov. K základným predstaviteľom molekulárnych 
chaperónov patria proteíny HSP70 a HSP90. Stresová odpoveď je vysoko konzervovaná u všet-
kých eukaryotických organizmov. HSF1 je ako hlavný regulátor tejto odpovede zapojený do 
množstva fyziologických procesov (ribozómová bio genéza, translácia, transkripcia, bunkový 
cyklus, metabolizmus) a patologických stavov (neurodegeneratívne poruchy, akými sú napr. 
Parkinsonova alebo Alzheimerova choroba). Zvýšená expresia HSF1 bola pozorovaná v roz-
vinutých štádiach ľudských nádorov (karcinóm prostaty, prsníka, kolorektálny karcinóm aj.), 
v ktorých koreluje s ich agresivitou a zlou prognózou pre pa cienta. HSF1 ovplyvňuje množstvo 
procesov zapojených v karcinogenéze, a preto predstavuje významný dia gnostický a prognos-
tický marker. Dnes je predmetom výskumu pre potenciálnu protinádorovú terapiu. V súčasnosti 
je známych niekoľko inhibítorov HSF1, u ktorých zostáva objasniť molekulárne mechanizmy ich 
pôsobenia, potvrdiť špecifi tu k HSF1, netoxicitu v zdravých tkanivách a ich účinnosť v zabíjaní 
cieľových nádorových buniek. Cieľ: Tento prehľadový článok sa zameriava na transkripčný fak-
tor HSF1, zhrňuje základné mechanizmy jeho regulácie a aktivácie, úlohu HSF1 počas malígnej 
transformácie a možné protinádorové využitie nízkomolekulárnych inhibítorov HSF1 aktivity. 

Kľúčové slová 
HSF1 transkripčný faktor –  molekulárne chaperóny –  bunkový stres –  transformácia nádorov –  
rakovina

Summary 
Background: The heat shock transcription factor, HSF1, is the main regulator of the proteotoxic 
stress response that orchestrates the adaptation of cells to stress conditions such as elevated tem-
perature, oxidative stress, and proteotoxic stress. As such, HSF1 regulates a large number of stress 
response-related genes, primarily those encoding heat shock proteins (HSPs). HSPs are molecular 
chaperones involved in the acquisition of native protein conformations and the prevention of 
protein degradation, and they also contribute to the removal of denatured proteins via the pro-
teasome. Representative members of the HSP family are HSP70 and HSP90. The stress response 
is a highly conserved mechanism across all eukaryotes, and HSF1 has been linked to a number 
of physiological processes (ribosomal biogenesis, translation, transcription, cell cycle, and meta-
bolism) and pathological disorders (neurodegenerative disorders such as Parkinson´s and Alzhei-
mer´s diseases). HSF1 activation is also prominent in diff erent types of cancer (prostate, breast, 
colorectal carcinoma etc.) where it correlates with tumor aggressiveness and poor prognosis. 
HSF1 is therefore considered a diagnostic and prognostic marker and is currently being targeted 
to develop new cancer therapies. Several inhibitors of HSF1 have already been synthesized, but 
their molecular mechanism(s) of action, specifi city those of HSF1, nontoxicity in healthy tissues, 
and their effi  cacy in targeting tumor cells remain to be elucidated. Purpose: This review summa-
rizes known mechanisms of HSF1 regulation and activation, the role of HSF1 during malignant 
transformation, and the potential of designing small molecule HSF1 inhibitors for cancer therapy. 

Key words 
HSF1 transcription factor – molecular chaperones – cellular stress – tumor transformation – 
cancer
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Úvod

Objav transkripčného faktora HSF1 pred-
chádzali pozorovania zmeny štruktúry 
chromozómov a zvýšená expresia špe-
cifi ckých proteínov po vystavení bunky 
stresovým podmienkam. Taliansky ge-
netik Feruccio Ritossa v  roku 1962  pu-
blikoval, že v  podmienkach zvýšenej 
teploty alebo vplyvom Dinitrofenolu 
(Dinitrophenol –  DNP) dochádza u Dro-
sophily k rozvoľneniu niektorých špeci-
fi ckých oblastí chomozómov [1]. Pozoro-
vanie rozvoľnenia štruktúry, pripisované 
transkripčne aktívnym miestam, viedlo 
k  identifikácii proteínov tepelného 
šoku (heat shock proteins –  HSPs). Prvá 
zmienka o zvýšenej syntéze týchto pro-
teínov po vystavení buniek Droso-
phily stresovým podmienkam vyvola-
ným tepelným šokom bola publikovaná 
v  roku 1974  [2]. Odvtedy zaznamenal 
výskum stresovej odpovede významný 
posun. Bolo odhalené, že mnohé HSPs 
slúžia ako molekulárne chaperóny, ktoré 
umožňujú udržiavať natívnu konformá-
ciu proteínov, zabraňujú ich degradá-
cii a podieľajú sa na odstraňovaní dena-
turovaných proteínov v  podmienkach 
proteotoxického stresu  [3]. Všeobecne 
sa o nich dá povedať, že sa svojou akti-
vitou podieľajú na udržiavaní proteíno-
vej homeostázy (proteostázy), a sú preto 
pre život eukaryotických organizmov 
nevyhnutné. 

Expresia génov HSPs je regulovaná 
vysoko konzervovanou skupinou tran-
skripčných faktorov tepelného šoku 
(heat shock transcription factors –  HSFs). 
U Saccharomyces cerevisiae a Drosophila 
melanogaster bol charakterizovaný je-

diný, esenciálny HSF  [4]. U  stavovcov 
bolo popísaných niekoľko HSFs (HSF1-
5, HSFY a HSFX) a niekoľko ďalších bolo 
popísaných u rastlín [5]. U väčšiny orga-
nizmov sú HSF gény exprimované kon-
štitutívne, a preto sa vyvinulo množstvo 
mechanizmov, ktoré regulujú aktivitu 
HSF na úrovni proteínu [5].

HSF1

HSF1 je hlavný regulátor odpovede te-
pelného šoku. Úlohu transkripčného 
regulátora sprostredkováva cez väzbu 
na tzv. elementy tepelného šoku (heat 
shock element  –  HSE)  –  konzervované 
úseky promótorov cieľových génov [6]. 
HSF1 je známy ako transkripčný aktivátor 
chaperónov a ko-chaperónov, ktorý zo-
hráva dôležitú úlohu v základných fyzio-
logických procesoch, akými sú regulácia 
energetického metabolizmu, bunkové 
delenie alebo starnutie [7]. So zníženou 
expresiou HSF1 sú spojené niektoré pa-
tofyziologické deje, medzi ktoré pa-
tria neurodegeneratívne poruchy, ako 
napr. Parkinsonova a Alzheimerova cho-
roba [8]. Na druhej strane, pokročilé štá-
diá rozličných typov nádorov sú spojené 
s jeho zvýšenou expresiou [9].

Štruktúra a aktivácia HSF1

K pochopeniu mechanizmov aktivácie 
HSF1  na molekulárnej úrovni je nevy-
hnutné detailné poznanie jeho štruktúry. 
HSF1  sa skladá z  niekoľkých funkč-
ných domén, ktoré sú naprieč eukaryo-
tickými druhmi vysoko konzervované. 
Ľudský proteín HSF1 je usporiadaný do 
4  funkčných domén s celkovou dĺžkou 
529 aminokyselín (obr. 1). Na N-konci sa 

nachádza DNA väzbová doména (DNA-
bind ing domain  –  DBD)  [10], ktorá je 
zodpovedná za stabilizáciu oligomérnej 
štruktúry HSF1 a za väzbu na promótor 
cieľových génov. Za DBD sa nachádza 
trimerizačná doména, ktorá obsahuje 
krátke hydrofóbne opakovania (hydro-
phobic repeat – HR-A/ B)  majúce funk-
ciu tzv. leucinového zipsu. Nasledujúce 
domény zahŕňajúce regulačnú doménu 
(RD), krátky hydrofóbny úsek (HR-C) 
a  C-koncovú transaktivačnú doménu 
(TAD) sú cieľom pre kinázy/ fosfatázy, 
ktoré kontrolujú úroveň aktivácie HSF1 
prostredníctvom posttranslačných mo-
difi kácií (PTM) [11].

Komplexnosť stresovej odpovede do-
tvárajú okrem PTM aj iné regulačné me-
chanizmy. V bazálnych podmienkach ne-
stresovaných buniek sa HSF1  nachádza 
v jadre a cytoplazme v neaktívnej mono-
mérnej konformácii v  interakcii so cha-
perónovými komplexmi HSP70 a HSP90. 
V tomto stave vykazuje HSF1 nízku afi nitu 
k  cieľovým úsekom DNA. Po vystavení 
proteotoxickému stresu HSF1  formuje 
trimér prostredníctvom HR-A a  HR-B 
domén, ktorý sa akumuluje v jadre, kde sa 
následne viaže na HSE motívy v promóto-
roch cieľových génov [11,12] (obr. 2). 

HSF1  je priamy senzor stresu, ktorý 
reaguje na rôzne stresové podmienky 
rozvoľnením monomérnej konformácie 
a  formovaním stabilnej trimérnej kon-
formácie. Otázkou dodnes zostáva me-
chanizmus brániaci spontánnej trimeri-
zácii HSF1. Existujú tri modely, ktoré 
môžu byť za túto represiu zodpovedné. 

Prvý model predstavuje intramole-
kulárna interakcia medzi hydrofóbnymi 

Obr. 1. Štruktúra HSF1. HSF1 je proteín zložený zo 4 funkčných domén – DNA väzbová doména, trimerizačná doména, regulačná 

doména a transaktivačná doména. Dĺžka ľudského HSF1 je 529 aminokyselín. P (S230, S320, S326) znázorňujú 3 najlepšie popísané 

fosforylácie, spojené s aktiváciou HSF1.

HSF1 – transkripčný faktor tepelného šoku 1, P – fosforylácia, HR – hydrofóbne opakovania , TA doména – transaktivačná doména
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p-TEFb na cieľové promótory a  P-TEFb 
následne sprostredkováva fosforyláciu 
C-koncovej domény RNA polymerázy II
spojenú s  aktiváciou, a  tým spoločne 
s HSF1 zahajuje transkripciu [28].

Úloha HSF1 počas malígnej 

transformácie 

Proteínová homeostáza je v  nádoro-
vých bunkách často narušená dysregu-
lovanou proteosyntézou, nerovnováhou 
proteínov spôsobenou aneuploídiou 
a nadmernou expresiou onkogénov. 

To, že malígna transformácia je pro-
ces silno asociovaný s  proteotoxickým 
stresom, podporujú pozorovania zvýše-
nej aktivity HSF1 u rozličných typov ľud-
ských nádorov, akými sú napr. nádory 
prostaty [29], prsníka (breast cancer –  BC)
[30], kolorektálny karcinóm (colorectal 
carcinoma –  CRC) [31], orálny skvamózny 
karcinóm  [17] alebo hepatocelulárny 
karcinóm [32]. Zvýšená hladina HSF1 ko-
reluje s agresivitou onkologického ocho-
renia, pozitívne ovplyvňuje invazivitu 
a  rozvoj metastáz a  je spojená so zlou 
prognózou pre pa cienta  [33]. Dôleži-
tosť HSF1 v procese karcinogenézy pod-

kov S121  (MK2)  [19], S303  (GSK3)  [20], 
S307 (ERK) [21] a S363 (PKC) [22], ktoré 
potláčajú aktivitu HSF1  a  fosforylá-
cie S230  (CaMKII)  [23], S320  (PKA)  [24] 
a  S326  (mTORC1)  [25], ktoré naopak 
podporujú transaktivačnú kapacitu 
HSF1. Ďalšie PTM, akými sú acetylácia 
a sumoylácia, sa podieľajú po uplynutí 
stresu na miere a dĺžke stresovej odpo-
vede [26] (obr. 2). 

Génová regulácia

Dôležitou charakteristikou stresovej od-
povede je rýchlosť, akou bunka dokáže 
odpovedať na vzniknuté podnety pro-
stredníctvom zvýšenej expresie adap-
tačných proteínov. Aktivácia HSF1 musí 
preto predstavovať veľmi rýchly pro-
ces. Aktivovaný HSF1  je lokalizovaný 
na cieľových promótoroch už niekoľko 
sekúnd po tepelnom šoku. Promótory 
génov HSPs sú prispôsobené k  rých-
lej aktivácii tým, že obsahujú neaktívnu 
RNA polymerázu II, ktorá sa nachádza 
približne 20  bp od počiatku transkrip-
cie [27]. Vzájomná interakcia HSF1 s po-
zitívnym transkripčným elongačným fak-
torom 1  (p-TEFb) umožňuje naviazanie 

oblasťami HR-A/ B a  HR-C. Vystavením 
buniek zvýšenej teplote dochádza k roz-
voľneniu tejto štruktúry, a tým aj k uľah-
čeniu prechodu HSF1  do energeticky 
výhodnejšieho stavu (trimérna konfor-
mácia). Tento mechanizmus bol podpo-
rený prácou popisujúcou purifi kovaný 
rekombinantný proteín HSF1 ako priamy 
senzor zvýšenej teploty [13]. Práca však 
nevysvetľuje mechanizmus jeho priamej 
aktivácie pri odlišných typoch stresu. 

Ďalší možný mechanizmus predsta-
vuje väzba HSF1 s molekulárnymi cha-
perónmi, ktoré stabilizujú monomérnu 
konformáciu. Vplyvom HSP90  inhibíto-
rov alebo iného proteotoxického stresu 
dochádza k disociácii HSF1 z komplexu 
molekulárnych chaperónov, k  jeho tri-
merizácii a  následnej aktivácii  [14]. Po 
uplynutí stresu vedie zvýšená hladina 
voľných chaperónov k  spätnoväzbovej 
inaktivácii HSF1 [15– 17]. 

V bezstresových podmienkach pred-
stavuje HSF1  monomérny fosfopro-
teín, ktorý je fosforylovaný na niekoľ-
kých serínových zvyškoch  [18]. PTM 
preto môžu prezentovať ďalší mecha-
nizmus schopný ovplyvňovať úroveň 
aktivácie HSF1  v  odlišných stresových 
podmienkach.

Väzba na DNA 

Trimér HSF1 sa viaže na konzervované, 
kanonické oblasti HSE, ktoré sa nachá-
dzajú v promótoroch veľkého množstva 
génov asociovaných so stresom. Štruk-
túra HSE sa môže mierne líšiť medzi 
jednotlivými génmi. HSE oblasti pred-
stavujú invertované repetície s  nGAAn 
sekvenciou (nTTCn|nGAAn|nTTCn|n-
GAAn), kde „n“ predstavuje ľubovoľný 
nukleotid. Každá DNA väzbová do-
ména trimérneho HSF1  rozpoznáva 
jednu nGAAn sekvenciu, pričom tri strie-
davo orientované DBD domény sú ne-
vyhnutné pre stabilnú väzbu HSF1  na 
DNA [7]. 

Posttranslačné modifi kácie

Tvorba trimérnej konformácie, ktorá 
umožňuje DNA väzbovú aktivitu neza-
bezpečuje úplnú transkripčnú aktivitu. 
HSF1 preto podlieha PTM, ktoré zahŕňajú 
fosforylácie, acetylácie a  sumoylácie. 
Medzi najlepšie preskúmané fosforylá-
cie patria fosforylácie serínových zvyš-

Obr. 2. Aktivačno-utlmujúci cyklus HSF1. Pod vplyvom proteotoxického stresu dochá-

dza k nesprávnemu skladaniu proteínov, ktoré súperia s HSF1 o väzbu molekulárnych 

chaperónov. Po disociácii chaperónových komplexov podlieha HSF1 trimerizácii, ktorá 

umožňuje DNA väzbovú aktivitu. Prostredníctvom aktivačných fosforylácií (mTORC1, 

PKA) dochádza k úplnej aktivácii HSF1. Pre iniciáciu transkripcie sú nevyhnutné ďalšie 

ko-aktivátory, akým je napr. p-TEFb. Po utlmení stresu je HSF1 acetylovaný (p300/CBP), 

stráca DNA väzbovú aktivitu a plynulo prechádza do monomérnej konformácie, ktorá 

je stabilizovaná väzbou chaperónových komplexov.

A – acetylácia, P – fosforylácia, HSF1 – transkripčný faktor tepelného šoku 1,  mTORC1 – 
mTOR komplex 1, Sirt1 – Sirtuín 1
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luje expresiu iba niektorých špecifi ckých 
HSPs a  to v  závislosti od typu a  štádia 
ochorenia  [9]. Napríklad u  agresívnych 
HER2+ nádorov prsníka je knock-out 
HSF1  spojený so zníženou expresiou 
HSP27 a HSP70. U HER2+ myší viedol ná-
sledne knock-out HSF1 k zníženej karci-
nogenéze prsníka, ako aj k  zníženému 
výskytu pľúcnych metastáz [36,37]. Jed-
nou z možností protinádorového efektu 
delécie HSF1  je práve znížená expre-
sia týchto chaperónov. Keďže množstvo 
klientských proteínov HSPs predsta-
vujú silné onkoproteíny, ich stabilizá-
cia pomocou chaperónov je pre nádo-
rové bunky nesmierne dôležitá. Okrem 
toho zvýšená proliferácia nádorových 
buniek spojená so zvýšenou produk-
ciou proteínov kladie vysoké nároky na 
mechanizmy kontrolujúce kvalitu pro-
teínov. HSPs hrajú preto v týchto proce-
soch nezastupiteľnú úlohu závislú na ak-
tivite HSF1.

Jedným z  klientov HSP70  je napr. 
proapoptický proteín p53. HSP70 inter-
aguje s mutovaným p53 rovnako dobre 
ako s wild type p53 [38]. V prípade mu-
tácie chaperón HSP70 stabilizuje muto-
vaný p53  a  tým umožňuje propagáciu 
jeho onkogénnych vlastností.

Ďalším dôležitým chaperónom so zvý-
šenou expresiou u mnohých typov ľud-
ských nádorov je HSP27. Zvýšená hla-
dina HSP27 často koreluje s rezistenciou 
k chemoterapeutikám a so zlou prognó-
zou [39]. HSP27 sa podieľa na regulácii 
prestavby aktínových fi lamentov počas 
bunkového pohybu. HSF1 tak môže pro-
stredníctvom indukcie expresie a fosfo-
rylácie HSP27 podporovať migráciu a in-
vazivitu nádorových buniek [32].

Tretím dôležitým chaperónom, ktorý 
sa zúčastňuje nádorovej transformácie, 
je HSP90. Jeho expresia je rovnako ako 
u  predchádzajúcich chaperónov regu-
lovaná aktivitou HSF1. HSP90  pri pro-
cese karcinogenézy stabilizuje viacero 
onkogénnych klientov, akými sú pro-
teínkináza B (PKB), inhibičný faktor mi-
grácie makrofágov (MIF) alebo samotný 
HSF1 [35].

V CRC bola hladina mRNA pre 
HSF1  zvýšená u  86  % pa cientov. Zvý-
šená hladina HSF1  v  CRC koreluje 
so zvýšenou expresiou chaperónov 
HSP27 a HSP90 a ko-chaperónu BAG-3. 

v prípade iných onkoproteínov, akým je 
napr. Ras [33]. HSF1 podporuje karcino-
genézu tým, že sa zúčastňuje na fyzio-
logických procesoch, na ktorých sa stali 
nádorové bunky závislé. 

HSF1 a HSPs 

HSPs predstavujú skupinu molekulár-
nych chaperónov umožňujúcich udr-
žiavať proteínovú homeostázu počas 
stresových podmienok  [34]. Niektoré 
podtypy BC, nádorov prostaty či hru-
bého čreva sú spojené so zvýšenou ex-
presiou týchto chaperónov, predovšet-
kým však HSP27, HSP70 a HSP90 [31,35]. 
Hoci za ich expresiu zodpovedá pri-
márne HSF1, nie vždy bola pozorovaná 
asociácia medzi zvýšenou expresiou 
HSPs a HSF1. Podporuje to hypotézu, že 
HSF1  nespúšťa v  nádorových bunkách 
klasickú stresovú odpoveď, ale regu-

poruje znížené riziko tvorby nádorov 
u HSF1 defi cientných myší, ktorých rast 
bol indukovaný mutáciou p53, onkopro-
teínom Ras alebo chemickými mutagé-
nmi [33]. V ľudských nádorových líniách 
vedie utíšenie HSF1 k zníženej proliferá-
cii a k zníženému prežívaniu bunkových 
kultúr  [33]. Prvým vysvetlením tohoto 
fenoménu bolo, že HSF1 podporuje ma-
lignitu prostredníctvom expresie proteí-
nov HSPs. Štúdie zamerané na interak-
cie HSF1 s chromatínom však ukázali, že 
HSF1 riadi počas malígnej transformácie 
odlišnú skupinu génov ako počas stre-
sovej odpovede [9]. Aj napriek výraznej 
podpore karcinogenézy však HSF1  ne-
predstavuje klasický onkoproteín, pre-
tože v  ľudských nádoroch neboli po-
zorované žiadne somatické mutácie 
HSF1 a ani nad merná expresia HSF1 ne-
viedla k malígnej transformácii, ako je to 

Obr. 3. Prehľad významných úloh HSF1 počas karcinogenézy. HSF1 reguluje expresiu 

HSPs, energetický metabolizmus a množstvo signálnych dráh. Reguláciou procesov, 

akými sú proliferácia, EMT, nádorová angiogenéza, invazivita, migrácia a tvorba me-

tastáz zohráva dôležitú úlohu počas malígnej transformácie.

HSF1 – transkripčný faktor tepelného šoku 1, EMT – epiteliálno-mezenchymálna tranzícia, 
HSE – elementy tepelného šoku
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sú napr. aktivácia dráhy opravujúcej po-
škodenie DNA, alebo antioxidačnej od-
povede  [42– 44]. U  viacerých eukaryo-
tických organizmov bola počas hypoxie 
pozorovaná aj výrazne zvýšená expre-
sia HSPs, ktorých expresia nebola spá-
janá s  reguláciou HIF-1  [45,46], avšak 
sa ukázala ako dôležitá pre prežívanie 
v  podmienkach so zníženou hladinou 
kyslíka. To poukazuje na dôležitosť akti-
vácie HSF1 signálnej dráhy počas hypo-
xickej odpovede  [47,48]. Naopak Baird 
et al na modeli Drosophily melanogaster 
pozorovali po knock-oute HIF-1 výrazne 
zníženú expresiu HSPs spojenú s nižším 
prežívaním po vystavení hypoxii a reo-
xygenácii. Tieto pozorovania naznačujú, 
že HIF-1 signálna dráha by mohla regu-
lovať aj expresiu HSPs, ktoré sú zapo-
jené do fyziologickej odpovede na stres 
spôsobený nedostatkom kyslíku [49]. Na 
druhej strane bolo popísané, že chape-
rónová aktivita HSP70  a  HSP90  je po-
trebná pre stabilizáciu HIF-1, a  je teda 
kritická pre adaptáciu na hypoxiu a oxi-
datívny stres [50,51]. Môže teda aktivita 
HSF1 nepriamo regulovať hypoxickú sig-
nálnu dráhu cez expresiu HSPs stabili-
zujúcich HIF-1? Na myšom modeli pro-
genitorových buniek kostnej drene 

trum nádorov, zahŕňajúcich lymfómy, 
sarkómy aj karcinómy. Poukazuje to na 
významnú úlohu HSF1 pri p53  induko-
vanej karcinogenéze, ktorá bola potvr-
dená aj pri ďalších onkogénoch. Proteíny 
Ras ako aj PDGF-B sú silné mitogénne 
transduktory, ktorých aktivita vedie 
k  nadmernému deleniu buniek. Myšie 
embryonálne fi broblasty (MEFs) s delé-
ciou HSF1 však dokážu odolávať Ras-me-
diovaným mitogénnym signálom [33].

HSF1 a HIF-1

Jedným z možných následkov nadmer-
nej proliferácie neoplázií je vznik nedo-
statočne vaskularizovaných hypoxic-
kých oblastí charakteristických zníženou 
hladinou kyslíka v nádorovom tkanive. 
Kľúčovým regulátorom hypoxickej od-
povede je transkripčný faktor HIF-1 (hy-
poxia-inducible factor 1), ktorý po vytvo-
rení heterokomplexu pozostávajúceho 
z podjednotiek HIF-1α a HIF-1β reguluje 
expresiu cieľových génov cez väzbu na 
špecifi cké responzivné elementy (hypo-
xia response element –  HRE) sekvencie 
v DNA [41]. Adaptácia na hypoxiu je však 
okrem aktivácie HIF-1α podmienená via-
cerými faktormi všeobecne asociova-
nými so stresovou odpoveďou, akými 

BAG-3 stabilizuje hladinu anti-apoptic-
kých členov rodiny Bcl-2  a  tým umož-
ňuje bunkám CRC prežiť aj v pro-apop-
tických podmienkach [40].

HSF1 a signálne dráhy 

Vznik nádora, epiteliálno-mezenchy-
málna tranzícia (EMT), zvýšená migrá-
cia a  invazivita, výskyt metastáz alebo 
vznik rezistencie k apoptóze sú násled-
kom mutácií, ktoré vedú k  deregulácii 
signálnych dráh a metabolizmu bunky. 
HSF1 zohráva centrálnu úlohu v množ-
stve signálnych dráh, ktoré sa zúčastňujú 
týchto procesov (obr. 3).

p53 a Ras

Tumor supresor TP53 a onkogén Ras sú 
dva najčastejšie mutované gény v  ľud-
ských nádoroch. V modelových myších 
organizmoch s mutáciou p53 bol pozo-
rovaný zvýšený výskyt lymfómov, pričom 
simultánna delécia HSF1  a  p53  viedla 
k poklesu tvorby lymfómov [33]. Dai et al 
ukázali, že delécia HSF1 dramaticky zni-
žuje tvorbu nádorov u myší nesúcich do-
minantne negatívnu mutáciu génu Tp53. 
Naproti tomu, HSF1+/ + a HSF1+/ –  myši 
nesúce dominantne negatívnu mutá-
ciu génu Tp53 mali vyvinuté široké spek-

Obr. 4. Metabolizmus glukózy v zdravých a nádorových bunkách. Nádorové bunky sú závislé na aeróbnej glykolýze (Warburgov 

efekt) [64]. Zvýšená hladina HSF1 v nádorových bunkách indukuje syntézu laktát dehydrogenázy, ktorá katalyzuje premenu py-

ruvátu na laktát [67].

HSF1 – transkripčný faktor tepelného šoku 1, LDH – laktátdehydrogenáza, ATP – adenozíntrifosfát
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tou HSF1 a podporuje invazivitu a mig-
ráciu týchto buniek v miere závislej na 
HSF1 [70,71]. Identifi kácia HSF1 ako sub-
strátu AMPK poukazuje na vzťah medzi 
metabolickým a  proteotoxickým stre-
som, čo by mohlo byť zaujímavé z hľa-
diska protinádorovej terapie. Príkladom 
možnej terapie zameranej na signali-
záciu AMPK-HSF1  je metformín, ktorý 
je celosvetovo používaný k  liečbe dia-
betes mellitus 2. typu. Metformín účin-
kuje ako metabolický stresor, ktorý inhi-
buje mitochondriálny dýchací reťazec, 
zvyšuje pomer AMP/ ATP a  tým sa po-
dieľa na AMPK sprostredkovanej inhibí-
cii HSF1 [58,72]. 

HSF1 ako cieľ protinádorovej 

terapie 

Vďaka zvýšenej aktivite a  expresii 
HSF1  a  ním regulovaných chaperónov 
v  nádorových bunkách predstavuje 
HSF1 potenciálny cieľ protinádorovej te-
rapie. Znížená aktivita HSF1  v  nádoro-
vých bunkách vedie k  poklesu prolife-
rácie a ku zvýšenej miere apoptózy [33]. 
Nízkomolekulárne inhibítory HSF1  by 
tak mohli byť potenciálne využívané ako 
súčasť protinádorovej terapie. Inhibítory 
HSF1 sa dajú rozdeliť na dve skupiny:  
1.  Tzv. nepriame inhibítory, ktorých apli-

kácia zamedzí vzniku podmienok ak-
tivujúcich HSF1. Podľa súčasných 
poznatkov je HSF1 aktivovaný v pod-
mienkach zvýšenej expresie proteínov 
alebo následkom ich agregácie. Všeo-
becne teda platí, že podmienky desta-
bilizujúce proteostázu indukujú akti-
váciu HSF1  [73]. Naopak podmienky 
znižu júce produkciu proteínov vyvo-
lané napr. inhibíciou translácie (cy-
kloheximid, rocaglamid), inhibíciou 
mTOR a  aktiváciou AMPK (salycilát) 
môžu slúžiť k inaktivácii HSF1. Skupinu 
spomenutých inhibítorov proteosyn-
tézy teda môžeme klasifi kovať ako ne-
priame inhibítory HSF1. 

2.  Druhú skupinu reprezentujú inhibí-
tory, ktoré potláčajú expresiu HSPs 
priamo cez väzbu na HSF1. Ho-
voríme teda o  priamych inhibíto-
roch, ktoré zahŕňajú napr. KRIBB11, 
AptHSF-RA1 alebo IHSF115. Sľubné vý-
sledky prinieslo testovanie inhibítora 
KRIBB11, ktorý v rôznych nádorových 
bunkových líniách znižuje proliferá-

Tie metabolizujú glukózu za vzniku py-
ruvátu, ktorý je však prostredníctvom 
zvýšenej katalytickej aktivity laktátde-
hydrogenázy A  (LDH-A) redukovaný 
na laktát, a  to aj v  prítomnosti kyslíka 
(obr. 4). V porovnaní s oxidatívnou fos-
foryláciou ide o energeticky nevýhodný 
proces, a preto nádorové bunky zvyšujú 
príjem glukózy a  stávajú sa „závislé na 
cukre“. Nádorové bunky majú tiež zvý-
šenú aktivitu LDH-A a  utíšenie LDH-A 
u nich vyvoláva oxidatívny stres a  inhi-
buje progresiu nádora [64,65].

Štúdie interakcie HSF1  s  chromatí-
nom ukázali, že cicavčí HSF1 sa zúčast-
ňuje na regulácii energetického meta-
bolizmu  [33,66]. Napríklad knock-out 
HSF1  u  myších embryonálnych fibro-
blastov spôsobil, že sa tieto bunky ľa-
hšie adaptovali na podmienky s  níz-
kou glukózou a  mali zníženú aktivitu 
LDH-A  [33]. V  HER2+ BC závisí aktivita 
LDH-A od HSF1, ktorý sa viaže na pro-
mótor génu LDHA a spúšťa jeho expre-
siu. Naopak knock-out HSF1  v  týchto 
bunkách spôsobuje inhibíciu expresie 
génu LDHA, zníženú glykolýzu a chybný 
rast buniek [67]. 

HSF1 a AMPK 

AMPK je hlavný senzor metabolického 
stresu, ktorý hrá dôležitú úlohu pri udr-
žiavaní energetickej rovnováhy. Zvý-
šením pomeru adenozínmonofosfát 
(adenosine monophosphate  –  AMP)/  
adenozíntrifosfát (adenosine triphos-
phate  –  ATP) v  podmienkach metabo-
lického stresu dochádza prostredníc-
tvom fosforylácie Thr172  k  aktivácii 
AMPK  [68]. Phospho-AMPK (P-AMPK) 
sa následne účastní na potláčaní pro-
cesov, ktoré spotrebovávajú ATP, akými 
sú napr. proteosyntéza alebo produk-
cia lipidov  [68]. V  podmienkach nedo-
statku ATP a  zníženej proteosyntézy 
nie je pre bunku výhodné udržiavať vy-
sokú expresiu chaperónov, ktorá je zá-
vislá od ATP [69]. P-AMPK preto v týchto 
podmienkach fosforyluje HSF1 na S121, 
inaktivuje ho a  tým znižuje expresiu 
HSPs [70]. Zhou et al pozorovali v nádo-
roch pankreasu potlačenú aktivitu tu-
mor-supresoru AMPK, ktorá korelovala 
so zlou prognózou pa cientov. Knock-out 
AMPK v  pankreatických nádorových lí-
niách je asociovaný so zvýšenou aktivi-

spôsobil knock-out HSF1 nedostatočnú 
mieru angiogenézy asociovanej s  utl-
mením HIF-1 signálnej dráhy  [52]. Pre-
pojenie medzi signálnymi dráhami re-
gulovanými transkripčnými faktormi 
HIF-1 a HSF1 je z hľadiska protinádoro-
vej terapie zaujímavým, avšak nie úplne 
objasneným fenoménom, ktorý si zaslu-
huje ďalšie skúmanie. 

HSF1 a PI3K-AKT-mTOR 

Receptor HER2 je okrem nádorov vaječní-
kov a žalúdka asociovaný hlavne so zvý-
šenou agresivitou ľudského BC [37,53]. 
Nadmerná expresia HER2  spôsobuje 
jeho spontánnu, na ligande nezávislú 
dimerizáciu, ktorá vedie k aktivácii sig-
nálnej dráhy PI3K/ AKT [54]. Dráha PI3K-
-AKT-mTOR (mammalian target of rapa-
mycin) je zapojená do regulácie rastu, 
prežívania a  apoptózy a  je často dere-
gulovaná v ľudských nádoroch [55– 57]. 
V  HER2+ nádoroch prsníka je mTOR 
zodpovedný za konštitutívnu fosforylá-
ciu HSF1 na S326, expresiu HSPs a sta-
bilizáciu HSP90 klientov, akými sú napr. 
MIF, AKT, mutovaný p53 alebo samotný 
HSF1, ktoré podporujú rast HER2+ ná-
dorových buniek [25,35]. V prítomnosti 
metabolického stresu AMP-aktivovaná 
proteínkináza (AMPK) dokáže potláčať 
aktivitu komplexu mTORC1 [58]. Týmto 
sa metabolický stres podieľa nepriamo 
na inaktivácii HSF1. EMT je bunkový pro-
ces podporujúci tvorbu metastáz  [59]. 
Jedným z  hlavných iniciátorov EMT je 
regulačný faktor Slug [60]. Prostredníc-
tvom signalizácie HER2-PI3K-AKT-mTOR 
aktivovaný HSF1  je schopný indukovať 
expresiu proteínu Slug, podporovať EMT 
a  podieľať sa na zvyšovaní malignity 
HER2+ nádorov [61]. 

HSF1 a energetický 

metabolizmus 

Aby nádorové bunky spĺňali zvýšené ná-
roky na rast a proliferáciu, je u nich vý-
razne zosilnený príjem živín, najmä glu-
kózy  [62]. Zdravé bunky sa spoliehajú 
primárne na mitochondriálnu oxida-
tívnu fosforyláciu na generovanie ener-
gie potrebnej pre bunkové procesy. 
Naproti tomu nádorové bunky často vy-
užívajú aeróbnu glykolýzu. Tento jav sa 
nazýva „Warburgov efekt“ a  je pre ná-
dorové bunky charakteristický  [62,63]. 
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ciu a v myších modeloch znižuje rast 
nádorov, a  to bez straty ich telesnej 
hmotnosti. KRIBB11 pôsobí prostred-
níctvom reverzibilnej väzby na HSF1, 
ktorou brání väzbe p-TEFb, nevyhnut-
ného pre aktiváciu RNA polymerázy 
II, a zahájenie transkripcie [74]. Odliš-
ným mechanizmom pôsobí RNA ap-
tamér AptHSF-RA1, ktorý sa viaže na 
DNA väzbovú doménu HSF1, čím za-
medzuje jeho naviazaniu na promó-
torové oblasti HSPs. U bunkovej línie 
HeLa bolo po transfekcii AptHSF1-
-RA1 oproti kontrolným vzorkám po-
zorované 9-násobné zvýšenie mor-
tality v  bunkovej kultúre  [75,76]. 
IHSF115 je ďalším priamym inhibítorom 
HSF1, ktorý ovplyvňuje priamo jeho 
transaktivačnú funkciu. ATF1/ CREB re-
guluje stresom-indukovanú odpoveď 
tepelného šoku pomocou tvorby tran-
skripčného komplexu s HSF1 a umož-
ňuje tak nasadnutie HSF1 na cieľové 
promótory. IHSF115  sa viaže na DNA 
väzbovú doménu HSF1 a výrazne zni-
žuje interakciu HSF1-ATF1 [77]. Pred-
pokladá sa preto, že IHSF115 interferuje 
s  formovaním transkripčných kom-
plexov nevyhnutných pre zahájenie 
HSF1-sprostredkovanej transkripcie. 

Záver 

HSF1 je transkripčným faktorom dvoch 
tvárí. Na jednej strane sa obecne podieľa 
na ochrane bunky pred proteotoxickým 
stresom, ale zároveň napomáha nádoro-
vým bunkám prispôsobiť sa zvýšeným 
nárokom vyvolaných malígnou transfor-
máciou. Všeobecne sa dajú jeho onko-
génne úlohy rozdeliť na:  
a)  reguláciu proteínov HSPs, ktoré ako 

molekulárne chaperóny stabilizujú 
veľké množstvo klientských proteínov 
esenciálnych pre prežitie nádorových 
buniek (napr. mutovaný p53); 

b)  zapojenie v množstve signálnych dráh 
(AMPK, PI3K-AKT-mTOR), ktoré sú zod-
povedné za proliferáciu, EMT, invazi-
vitu, alebo migráciu; 

c)  reguláciu energetického metabo-
lizmu, ktorý predstavuje charakte-
ristickú črtu nádorových buniek. 
Zvýšená hladina HSF1  koreluje so 
zvýšenou agresivitou onkologic-
kého ochorenia a so zlou prognózou 
pre pa cienta. Vďaka jeho pleiotrop-
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Proteíny HDM2 a HDMX v ľudských nádoroch

HDM2 and HDMX Proteins in Human Cancer

Hároníková L., Vojtěšek B.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Súhrn
Východiská: Proteíny HDM2 a HDMX sú hlavné negatívne regulátory tumorového supresoru 
p53. Ich úlohou je udržiavať nízku hladinu proteínu p53 za normálnych podmienok. V streso-
vých podmienkach je však táto negatívna regulácia prerušená, čo umožní aktiváciu p53 dráhy. 
V mnohých ľudských nádoroch, ktoré si zachovávajú wild type p53, bola nájdená nadmerná ex-
presia proteínov HDM2 a HDMX, ako napr. v sarkóme. A tak okrem inaktivujúcej mutácie v géne 
pre proteín p53, modulácia expresie proteínov HDM2 a HDMX predstavuje alternatívny me-
chanizmus inaktivácie signálnej dráhy p53. Cieľ: V tomto zhrnutí stručne predstavíme funkciu 
proteínov HDM2 a HDMX, zhrnieme informácie o zvýšenom výskyte proteínov HDM2 a HDMX 
v ľudských nádoroch, jeho možné príčiny a predstavíme rôzne prístupy k potenciálnej liečbe 
nádorov založenej na cielení na proteíny HDM2 a HDMX. Záver: HDM2 a HDMX sa stali zaujíma-
vými cieľmi protinádorovej terapie, kedy prerušenie negatívnej regulácie p53 pomocou látok, 
ako napr. nutlinov, môže viesť k reaktivácii p53 odpovede a k potlačeniu rakovinového bujenia. 
Nové poznatky o funkcii a štruktúre proteínov HDM2, HDMX a p53 umožňujú návrh nových 
druhov terapeutík, čo môže prispieť k špecifi ckej liečbe a efektívnejšej odpovedi pa cientov. 
Mnohé z látok sú už testované v rámci klinických štúdií fáze I, II a III. 

Kľúčové slová
HDM2 –  HDMX –  signálna dráha p53 –  onkogény – MDM2 – MDMX

Summary
Background: HDM2 and HDMX proteins are key negative regulators of the tumor suppressor 
p53. Under normal conditions, p53 protein expression is maintained at a low level, whereas 
under stress conditions, this negative regulation is alleviated to increase the p53 level. HDM2 
and HDMX are overexpressed in many cancer types, mainly in tumors with wild type p53, such 
as sarcomas. In addition to an inactivating mutation in the TP53 gene, HDM2 and HDMX ove-
rexpression represents another kind of p53 inactivation pathway. Aim: In this review, we fi rst 
briefl y describe the roles of HDM2 and HDMX proteins and then the increased occurrence of 
their overexpression and the possible causes of this overexpression in diff erent human can-
cer types as well as therapeutic approaches targeting HDM2 and HDMX for the treatment of 
human cancer. Conclusion: HDM2 and HDMX are important therapeutic targets. The interrup-
tion of their negative eff ect on p53 pathway by compounds such as nutlins, leads to the reacti-
vation of the p53 pathway. However, a deeper understanding of HDM2-HDMX-p53 structure 
and function will enable the identifi cation of new therapeutic strategies that could help to 
provide more specifi c and more effi  cient therapies for cancer patients. Several small molecules 
and peptides are the subject of clinical testing in phase I, II and even III trials.
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HDM2 – HDMX – p53 signalling pathway – oncogenes – MDM2 – MDMX
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Úvod

Proteíny HDM2 (human double minute 
2 proteín, nazývaný aj MDM2) a HDMX 
(human double minute X proteín, nazý-
vaný aj MDMX, MDM4, HDM4) sú para-
lógne proteíny patriace do rodiny MDM 
(mouse double minute). Obidva pro-
teíny hrajú nezastupiteľnú úlohu v  re-
gulácii stability p53, ale podieľajú sa 
aj na mnohých iných procesoch, ako 
napr. opravách poškodenej DNA, trans-
lačnej regulácii, regulácii ribozomálneho 
stresu  [1]. Významný vplyv proteínov 
HDM2  a  HDMX bol preukázaný in  vivo 
na myších modeloch. Myši s MDM2–/– 
a MDMX–/– vykazovali veľmi skorú em-
bryonálnu letalitu a  zároveň bolo zis-
tené, že tejto letalite sa dá zabrániť, 
pokiaľ je vyradený aj proteín p53 [2,3]. 
Sú to onkogénne proteíny, ktoré sú 
často nadmerne exprimované, najmä 
v  tumoroch s  wild type p53. Pri nad-
mernej expresii sú zodpovedné za nad-
merné odbúravanie proteínu p53, ob-
medzenie jeho transkripčnej funkcie, 
ale spôsobujú aj genómovú nestabilitu 
a tým všetkým prispievajú ku vzniku ná-
dorov. Dlhodobý výskum v oblasti MDM 
proteínov poukazuje na ich neprekrýva-
júce sa, ale doplňujúce sa funkcie v regu-
lácií p53 signálnej dráhy a iných. Vďaka 
novým poznatkom sú vyvíjané liečivá, 
ktoré špecificky cielia na obmedzenie 
funkcie nie len HDM2  proteínu, ale aj 
HDMX.

Funkcia proteínov HDM2 a HDMX 

Najlepšie preštudovanou a  pravdepo-
dobne aj najdôležitejšou úlohou pro-
teínov HDM2  a  HDMX je ich regulácia 
proteínu p53, a  to skrz vplyv na stabi-
litu, ale aj transkripčnú aktivitu proteínu 
p53. Hladina proteínu p53  musí byt 
prísne regulovaná v  závislosti na pod-
mienkach. V normálnych podmienkach 
je potrebné, aby bola hladina p53 nízka 
a  bunka mohla prechádzať bunko-
vým cyklom. V tomto prípade proteíny 
HDM2  a  HDMX interagujú s  proteí-
nom p53  a  spôsobujú jeho proteazo-
málnu degradáciu. Proteín HDM2  svo-
jou E3-ligá zovou aktivitou v súčinnosti 
s E2-ligázou katalyzuje polyubikvitináciu 
proteínu p53 na lyzínoch v DNA-väzbo-
vej a C-terminálnej doméne. Takto ozna-
čený proteín p53 je odbúraný pomocou 

proteazómu  [4]. Proteín HDMX nie je 
funkčnou E3 ligázou, ale svojou schop-
nosťou tvoriť heterodiméry s proteínom 
HDM2 priamo zvyšuje účinnosť ubikvi-
tinácie proteínu p53  [5,6]. Ďalší me-
chanizmus, akým môže HDM2 a HDMX 
ovplyvniť funkciu p53, je skrz blokova-
nie transkripčnej aktivity p53. Proteín 
HDM2 aj HDMX sa viaže do N-terminál-
nej transaktivačnej domény p53. Na-
viazanie proteínu HDM2  skrz transak-
tivačnú doménu p53  blokuje možnosť 
proteínu p53  viazať sa s  transkripčnou 
mašinériou [7,8]. Avšak s využitím myších 
modelov, ktoré exprimovali HDM2 s mu-
tovanou RING (really interest ing new 
gene) doménou bez schopnosti ubikvi-
tinácie, bolo preukázané, že hlavný me-
chanizmus, akým HDM2  potláča funk-
ciu p53, je skrz jeho odbúravanie cez 
proteazóm, a  nie cez blokovanie tran-
skripčnej aktivity  [9]. Proteín HDMX sa 
viaže s proteínom p53 taktiež cez svoju 
N-terminálnu doménu. Tejto väzbe bola 
taktiež pripisovaná schopnosť blokovať 
transkripčnú aktivitu proteínu p53 [10]. 
Neskôr boli identifikované aj interak-
cie ďalších domén vedúcich k ovplyvne-
niu transkripčnej aktivity proteínu p53, 
a  to kyslej domény HDM2  a  DNA-väz-
bovej domény p53 [11,12] a taktiež kys-
lej domény HDMX a DNA-väzbovej do-
mény p53, čo vedie k  inhibícii väzby 
p53 k DNA [13]. Interakcia HDM2-HDMX-
-p53 je veľmi komplexná a je závislá na 
alosterických zmenách všetkých troch 
proteínov [14]. 

V prípade stresových podmienok, ako 
je napr. poškodenie DNA, je potrebné, 
aby sa rýchlo zvýšila hladina proteínu 
p53  a  ten mohol vykonať svoju funk-
ciu (zastavenie bunkového cyklu v prí-
pade menšieho poškodenia alebo vy-
volanie apoptózy v  prípade väčšieho 
poškodenia). V  tomto prípade je nevy-
hnutné, aby bola interakcia p53  s  pro-
teínmi HDM2 a HDMX prerušená. V prí-
pade poškodenia DNA je aktivovaná 
ATM kináza (ataxia-telangiectasia mu-
tated), ktorá vedie k  fosforylácii pro-
teínu p53 na Ser15 a proteínov HDM2 na 
Ser395  a  HDMX na Ser403. Proteíny 
HDM2  a  HDMX sú po fosforylácii 
schopné efektívnejšie viazať p53 mRNA 
a  prerušuje sa interakcia s  proteínom 
p53 [15– 17]. Ubikvitinačná aktivita pro-

teínu HDM2  je presmerovaná na sa-
motný proteín HDM2 a HDMX, čím do-
chádza k ich odbúravaniu [18]. 

Po odpovedi p53 je nutné, aby sa hla-
dina proteínu p53 opäť znížila. K tomu 
je potrebné, aby bola obnovená dosta-
točná hladina proteínov HDM2 a HDMX. 
To je zabezpečené spätno-väzbo-
vou reguláciou, kedy zvýšená hladina 
p53  vedie k  aktivácii transkripčného 
programu p53. Dochádza k  prepisu 
génov HDM2  a  HDMX a  novo vznik-
nuté proteíny HDM2  a  HDMX sa môžu 
opäť podieľať na odbúraní proteínu 
p53 [19– 21].

Interakcia proteínu p53 s HDM2 a HDMX
je regulovaná mnohými proteín-proteí-
novými interakciami. Proteín HDM2 in-
teraguje s plejádou rôznych proteínov, 
ktoré majú dopad na funkciu proteínu 
p53. Napríklad proteín ARF (alterante 
read ing frame protein) sa viaže do kys-
lej domény HDM2, blokuje E3-ligázovú 
aktivitu HDM2  voči p53  a  blokuje ex-
port proteínu p53  z  jadra závislý na 
HDM2  [22]. HDMX taktiež interaguje 
s proteínom ARF, čím ovplyvňuje stabi-
litu proteínu HDM2  [23,24]. Medzi ďal-
šie interagujúce proteíny patria ribozo-
málne proteíny, ako napr. RPL5, RPL11, 
RPL23, ktoré taktiež limitujú E3-ligázovú 
funkciu HDM2 [25]; proteín p300, ktorý 
tvorí komplex s HDM2 aj HDMX a umož-
ňuje aktiváciu p53  v  stresových pod-
mienkach [26,27] a mnohé iné. 

Okrem vplyvu proteínov HDM2 a HDMX
na aktiváciu p53 odpovede bola popísaná 
aj ich funkcia nezávislá na proteíne p53. 
Obidva proteíny inhibujú opravu poško-
denia DNA skrz ich asociáciu s DNA-re-
paračným komplexom MRN tvoreným 
proteínmi MRE11/ RAD50/ NBS1  (meio-
tic recombination 11 homolog 1/DNA 
repair protein RAD50/DNA repair and 
telomere maintenance protein NBS1). 
HDM2 aj HDMX sú viazané ku komplexu 
skrz proteín NBS1 a spôsobujú spomale-
nie opráv DNA. Takýmto spôsobom obi-
dva proteíny môžu prispievať ku genó-
movej nestabilite a  tumorigenéze [28]. 
Taktiež bola popísaná ich účasť v  kon-
trole translácie určitých proteínov skrz 
ich väzbu k mRNA. V prípade HDM2 tak 
bol popísaný okrem kontroly translá-
cie proteínu p53 [16] aj vplyv na translá-
ciu proteínov XIAP (X-linked inhibitor of 
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teínu HDM2 a sú spájané s predispozí-
ciou vzniku rakoviny [41]. 

Na C-konci proteínov HDM2 a HDMX 
sa nachádza RING doména, ktorá je 
opäť veľmi konzervovaná. RING doména 
proteínu HDM2  je priamo zodpo-
vedná za degradáciu p53, a  to svojou 
E3-ubikvitin ligázovou aktivitou. Na-
priek veľkej sekvenčnej homológii RING 
domény (72 %), HDMX nie je funkčnou 
E3 ligázou. RING doména obidvoch pro-
teínov slúži aj k proteín-proteínovým in-
terakciám s  inými RING-obsahujúcimi 
proteínmi. Dochádza najmä k  interak-
cii medzi proteínmi HDM2 a HDMX, tzv. 
heterodimerizácii, ktorá zvyšuje stabi-
litu proteínov HDM2 a HMDX [42]. Pro-
teín HDM2  vytvára cez RING doménu 
aj homodiméry. Táto vlastnosť ne-
bola u HDMX pozorovaná. Obidva pro-
teíny obsahujú v  svojej RING doméne 
P-slučku, ktorá umožňuje väzbu mo-
lekúl adenosintriphosphate (adenozín-
trifosfátu – ATP) [43,44]. RING doméne je 
pripisovaná aj schopnosť viazať sa špe-
cifi cky k  určitému typu RNA, ako napr. 
k p53 mRNA [15,17], k XIAP mRNA [45].

Proteíny HDM2 a HDMX majú v plnej 
dĺžke 491  a  490  aminokyselín. Skrz al-
ternatívny zostrih sú v  bunkách prí-
tomné aj rôzne izoformy proteínov, 
čo predstavuje ďalšiu rovinu regulácie 
nie len ich možnej štruktúry, ale aj ich 
funkcie [46].

Hladina proteínov HDM2 a HDMX 

v nádoroch

Proteín MDM2  (mouse double mi-
nute 2, myší homológ ľudského proteínu 

nal –  NES), umožňujúca naopak export 
proteínu z jadra do cytoplazmy. Proteín 
HDMX tieto signály neobsahuje. Je pri-
márne lokalizovaný v cytoplazme bunky, 
avšak na základe interakcií s  inými pro-
teínmi, ako napr. s HDM2, môže byť pre-
miestnený do jadra a späť [35]. Proteín 
HDMX naviac obsahuje za N-terminál-
nou doménou autoregulačný sekvenčný 
motív (aminokyseliny TRP200 a TRP201) 
nazývaný aj WW motív. Ten sa viaže 
k p53 väzbovej doméne na N-terminál-
nom konci samotného HDMX a tým blo-
kuje schopnosť proteínu viazať sa k p53. 
Strata tohto motívu vedie až k 32-násob-
nému navýšeniu väzby HDMX s proteí-
nom p53 [36].

V centrálnej časti proteínov sa nachá-
dza kyslá doména (ACIDIC), kde je prí-
tomných viacero kyslých aminokyselín. 
V proteíne HDM2 hrá táto doména po-
mocnú úlohu pri degradácii proteínu 
p53  [37,38]. Najnovšie poznatky uka-
zujú, že kyslá doména proteínu HDMX 
je taktiež dôležitá pri regulácií p53, a to 
cez väzbu kyslej domény HDMX k cen-
trálnej DNA väzbovej doméne pro-
teínu p53, čím dochádza k  zablokova-
niu funkcie proteínu p53  [13,39]. Za 
kyslou doménou sa nachádza doména 
zinkového prstu. Tvorí miesto pre inter-
akciu s mnohými proteínmi, napr. s  in-
hibítorom proteínu HDM2, proteínom 
ARF [40]. Táto doména je taktiež kľúčová 
pri väzbe s  ribozomálnymi proteínmi 
RPL5, RPL11, RPL23. Mutácie v  zinko-
vom prste (najmä v jednom z cysteínov, 
ktoré tvoria štruktúru C4  zinkového 
prstu) narúšajú správnu funkciu pro-

apoptosis protein)  [29], SLUG (taktiež 
nazývaný SNAI2  –  protein snail homo-
log  2)  [30], MYCN (N-myc proto-onco-
gene protein) [31], VEGF (vascular endo-
thelial growth factor) [32].

Štruktúra proteínov 

HDM2 a HDMX

Proteíny HDM2  a  HDMX sú paralógne 
proteíny zhodné na 30  % svojou sek-
venciou. Obidva proteíny sú zložené zo 
4 usporiadaných domén, medzi ktorými 
sa nachádzajú veľké úseky vnútorne 
neusporiadaných častí (obr. 1). 

Na N-terminálnom konci obidvoch 
proteínov sa nachádza p53  väzbová 
doména, ktorá je v proteínoch zhodná 
z 71 % a je zodpovedná za väzbu a regu-
láciu proteínu p53. Aminokyseliny, ktoré 
sú nevyhnutné pre väzbu s  pro teínom 
p53, sú konzervované u obidvoch pro-
teínov [10] a taktiež proteín p53 využíva 
na väzbu k obidvom proteínom rovnaké 
aminokyseliny  [33]. Avšak dôkladná 
röntgenová štruktúrna analýza odha-
lila rozdiely v usporiadaní p53 väzobnej 
kapsy u proteínu HDM2 a HDMX. V prí-
pade proteínu HDMX postranné reťazce 
dvoch aminokyselín spôsobujú uza-
vretejšiu konformáciu hydrofóbnej štr-
biny, ktorá sa viaže k p53 [34]. 

Za N-terminálnou doménou sa nachá-
dzajú neusporiadané časti proteínov. 
Proteín HDM2 obsahuje sekvenciu nazý-
vanú jadrový lokalizačný signál (nuclear 
localization signal  –  NLS), ktorá umož-
ňuje premiestenie proteínu do jadra. Za 
ňou sa nachádza sekvencia nazývaná sig-
nál pre export z jadra (nuclear export sig-

homológia (29 %)                        71 %                             50 %             33 %                               72 % 

1   18            101                      237   288 289 331                          436       482 491

1  19             102 215  255         290 332      437      483 490
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p53BD ACIDIC ZINC RING
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HDMX

N
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N
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Obr. 1. Schématické znázornenie štruktúry proteínov HDM2 a HDMX a ich homológie. 

p53BD – p53 väzbová doména, ACIDIC – kyslá doména, ZINC – doména zinkového prstu, RING – RING doména, NLS – jadrový lokalizačný 
signál, NES – signál pre export z jadra, WW – autoregulačný motív
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vaná na úrovni proteínu aj na úrovni 
mRNA. Mnohé štúdie preukázali zvý-
šenú hladinu proteínu HDM2 v rôznych 
typoch rakoviny, ako napr. v malignom 
glióme [55], v rakovine prsníka [56,57], 
v rakovine pľúc [58]. 

Proteín HDMX bol objavený ako ďalší 
regulátor p53 na základe svojej podob-
nosti na proteín HDM2  a  svojej schop-
nosti priamo interagovať s  proteínom 
p53 [10]. Tak ako HDM2, aj HDMX je nad-
merne exprimovaný v  niektorých ty-
poch rakoviny. Jeho zvýšený výskyt bol 
pozorovaný u  podobných typov rako-
viny ako v  prípade HDM2, napr. v  glio-
blastóme [59], v sarkóme [60] a v rakovine 
prsníka  [61,62]. Naviac bol pozorovaný 
zvýšený výskyt proteínu HDMX aj v reti-
noblastóme, kde môže zohrávať hlavnú 
úlohu v  inaktivácii signálnej dráhy 
p53  v  RB1-defi cientných bunkách (reti-
noblastoma protein 1 –  RB1) [63].

Stanovenie hladiny proteínov HDM2 
a HMDX odhalilo, že proteíny sú expri-
mované rôzne v závislosti na type tka-
niva a  podmienok. Avšak porovnaním 
normálnych a  rakovinových buniek sa 
preukázala nadmerná expresia týchto 
onkoproteínov takmer vo všetkých ty-
poch nádorov a  môže byť spôsobená 
skrz génovú alteráciu amplifikáciou 
génov, alebo nadmernou transkripčnou 
aktiváciou, transláciou a  post-translač-
nými modifi káciami.

Z hľadiska génovej alterácie proteíny 
HDM2 a HDMX, na rozdiel od ich hlav-
ného interakčného partnera p53, sú 
mutované len výnimočne. Najčastejšou 
alteráciou je už zmienená génová am-
plifi kácia. V roku 2016 Oliner et al ana-
lyzovali dostupné dáta týkajúce sa al-
terácie génu HDM2  z  databázy The 
Cancer Genome Atlas. Kritérium pre re-
levantnú HDM2 amplifi káciu autori na-
stavili ako vzájomnú výhradnosť s mu-
táciou proteínu p53. To znamená, že za 
amplifi káciu HDM2 bol považovaný taký 
počet kópií génu, kedy zvýšená hladina 
HDM2  a  mutácia p53  sa nevyskytovali 
zároveň v tej istej vzorke. Takto bola sta-
novená amplifi kácia HDM2 u 1,2 % vzo-
riek primárnych tumorov, avšak distri-
búcia medzi typmi tumorov bola veľmi 
rozdielna s najčastejším výskytom v sar-
kóme (18,7  %), glioblastóme (7,2  %) 
a uroteliálnom karcinóme (2,9 %) [64].

jednej tretiny prípadov ľudského sar-
kómu. Zaujímavou skutočnosťou je, že 
tieto prípady sarkómu si zachovávali 
wild type formu proteínu p53 [49]. Ne-
skoršie štúdie na väčšom počte vzoriek 
potvrdili amplifi káciu HDM2 v mnohých 
podtypoch sarkómu, ako napr. v osteo-
sarkóme, liposarkóme, lipóme  [50– 54]. 
Zvýšená hladina HDM2  bola pozoro-

HDM2) bol prvýkrát objavený v myších 
bunkách 3T3-DM na základe zvýšeného 
výskytu amplifi kácie génu MDM2  [47]. 
Neskôr bola popísaná jeho asociácia 
s  proteínom p53  a  bol pozorovaný re-
presívny vplyv proteínu MDM2 na tran-
skripčnú aktivitu proteínu p53  [48]. Už 
v roku 1992 Oliner et al pozorovali zvý-
šenú hladinu proteínu HDM2 u približne 
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Obr. 2. Frekvencia alterácie a výskyt alterácie génov TP53, HDM2 a HDMX u vybraných 

typov karcinómov. 

A. Percentuálne znázornenie alterácie pre TP53, HDM2 a HDMX. B. Výskyt alterácie pre 
TP53, HDM2 a HDMX v typoch karcinómov, kde bolo evaluovaných 500 a viac vzoriek [65]. 
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HDM2  je fosforylovaný Akt kinázou 
na Ser166  a  Ser186  [84], HDMX na 
Ser367  [85]. ATM kináza naopak repre-
zentuje fosforylačný enzým vedúci k od-
búravaniu proteínov HDM2  a  HDMX. 
Proteín HDM2  je primárne fosfory-
lovaný na Ser395  [86] a  HDMX na 
Ser403 [87]. Takto fosforylované proteíny 
HDM2  a  HDMX majú zvýšenú afinitu 
voči p53 mRNA [15,17,88]. Fosforylácia 
a zároveň väzba s p53 mRNA znemožnia 
ich schopnosť viazať p53 proteín, a tak 
dochádza k aktivácii p53 dráhy [18]. Fos-
forylácia taktiež mení ubikvitinačnú ak-
tivitu proteínu HDM2, pretože namiesto 
ubikvitinácie p53, proteín HDM2 ubikvi-
tinuje sám seba a  proteín HDMX  [18]. 
Fosforylácie v týchto miestach boli skú-
mané aj na myších modeloch a bolo uká-
zané, že skutočne hrajú úlohu v odpo-
vedi na poškodenie DNA [89,90]. 

Z uvedených príkladov je zrejmé, že 
hladina proteínov HDM2 a HDMX je re-
gulovaná na viacerých úrovniach. Na-
rušenie správnej regulácie môže viesť 
k  nadmernej expresii HDM2  a  HDMX. 
Avšak zatiaľ nie je úplne známe, akým 
podielom sa môžu rôzne mechanizmy 
účastniť na onkogénnom pôsobení 
HDM2 a HDMX. 

Využitie HDM2 a HDMX v liečbe 

ľudských nádorov

Proteíny HDM2 a HDMX sú kľúčové re-
gulátory proteínu p53  s  neprekrývajú-
cou sa funkciou. Zásah do regulačnej osy 
proteínu p53 cez tieto dva negatívne re-
gulátory je tak prirodzenou možnosťou, 
ako potenciovať proteín p53 k vykoná-
vaniu jeho protinádorovej aktivity. Vďaka 
dôkladnému poznaniu štruktúry a funk-
cie proteínov HDM2 a HDMX bolo navrh-
nutých viacero liečebných prístupov:
1.  cielenie na proteín-proteínovú inter-

akciu medzi HDM2-p53 a HDMX-p53; 
2.  cielenie na zmenu transkripčnej akti-

vity pre gény HDM2 a HDMX; 
3.  cielenie na ubikvitinačnú funkciu RING 

domény; 
4.  cielenie na heterodimerizáciu proteí-

nov HDM2 s HDMX; 
5.  cielenie na translačnú kontrolu spros-

tredkovanú proteínom HDM2. 

Jeden z prvých prístupov aktivujúcich 
p53 dráhu skrz inhibíciu proteín-proteí-

ším študovaným polymorfi zmom HDMX 
je SNP34091 A > C, avšak jednoznačné 
spojenie s výskytom v určitých typoch ra-
koviny zatiaľ nebolo preukázané [76,77]. 

Regulácia hladiny proteínov 

HDM2 a HDMX

Hladina proteínov HDM2 a HDMX je regu-
lovaná na úrovni transkripcie, translácie 
a posttranslačných procesov. Medzi tran-
skripčné procesy vedúce k nadmernej ex-
presii proteínov HDM2 a HDMX patrí sig-
nalizácia skrz dráhu Ras, ktorá aktivuje 
transkripčný faktor ETS, a ten vedie k pre-
pisu génov HDM2  a  HDMX  [78,79]. Na 
transkripčnej regulácii génu pre HMD2 sa 
podieľa aj hlavný interakčný partner, pro-
teín p53. Aktivácia proteínu p53  vedie 
k  spusteniu transkripcie génu HDM2, 
a tak dochádza k spätnoväzbovej regulá-
cii. HDM2 môže opäť ubikvitinovať p53, 
čím zníži jeho hladinu. V prípade proteínu 
HDMX dlho nebol pozorovaný priamy 
vplyv proteínu p53 na transkripciu tohto 
génu. Neskôr bola aj u  HDMX, tak ako 
predtým u HDM2, popísaná transkripčná 
aktivácia proteínom p53  z  miesta dru-
hého promótora, na rozdiel od bazálnej 
transkripcie začínajúcej z prvého promó-
tora [20,21]. Boli popísané aj ďalšie tran-
skripčné faktory podieľajúce sa na regu-
lácii transkripcie HDM2, ako napr. IRF8, 
Sp1 [80].

Ako jedným z posttranskripčných pro-
cesov ovplyvňujúcich hladinu proteí-
nov HDM2 a HDMX boli popísané rôzne 
mikroRNA. Napríklad mir-192, mir-194
a mir-215, ktoré sú ovplyvňované proteí -
nom p53, znižujú hladinu HDM2  [81]. 
mir-34a sa viaže do miesta SNP34091 
v  mRNA pre HDMX a  vedie k  zníže-
nej hladine proteínu HDMX [82]. Vplyv 
týchto interakcií však nebol zatiaľ potvr-
dený v  in  vivo experimentoch, a  preto 
sú ďalšie štúdie nutné k objasneniu vý-
znamu a možnému využitiu [83]. 

Posttranslačné modifi kácie tvoria vý-
znamný mechanizmus regulácie pro-
teínov HDM2 a HDMX skrz vplyv na ich 
stabilitu a funkciu. Dôležitú úlohu zohrá-
vajú mnohé kinázy vedúce k  fosforylá-
cii na špecifi ckých miestach proteínov. 
Medzi kinázy, ktoré vyvolávajú zvý-
šenú stabilitu proteínov HMD2 a HDMX 
a následnú inaktiváciu p53, patria najmä 
Akt kinázy (thymomas of AKR mice) 

Podľa portálu cbio portal.org  [65] sú 
gény HDM2  a  HDMX spolu s  génom 
TP53  (kódujúcim proteín p53) altero-
vané až v  43  % skúmaných vzoriek. 
TP53  je alterovaný v  39  % skúmaných 
vzoriek, s  najčastejším výskytom mutá-
cií. V 3 % vzoriek bola nájdená alterácia 
HDM2 a v 4 % vzoriek bola nájdená alterá-
cia HDMX (obr. 2A). Zastúpenie daných al-
terácií sa výrazne líši podľa typu rakoviny 
(obr. 2B). Gén TP53 je alterovaný výrazne 
v mnohých typoch rakoviny najmä skrz 
mutácie, s najvyšším výskytom v ovariál-
nom a cervikálnom karcinóme. V prípade 
cervikálneho karcinómu môžeme pozo-
rovať, že amplifi kácia HDM2  a  HDMX je 
takmer výnimočná. Najvýraznejšia am-
plifi kácia HDM2  sa vyskytuje v  sarkóme 
mäkkých tkanív (takmer 20 %). HDMX je 
amplifi kovaný najčastejšie v  karcinóme 
prsníka (takmer 14 %).

Ďalšou príčinou zvýšenej hladiny pro-
teínov HDM2 a HDMX môže byť aj po-
lymorfizmus jedného nukleotidu (sin-
gle nucleotide polymorphism  –  SNP). 
V  géne HDM2  bol dôkladne skú-
maný polymorfizmus na dvoch mies-
tach, SNP309 a SNP285. Polymorfi zmus 
v  mieste 309  sa nachádza v  prvom in-
tróne promótora HDM2  P2. Promótor 
P2  vo variante SNP309  G/ G vykazuje 
2× vyššiu afi nitu pre transkripčný faktor 
Sp1  a  vedie k  efektívnejšej transkripcii 
génu v porovnaní s  formou promótora 
SNP309 T/ T [66]. Variant alel SNP309 G/ G 
bol spojovaný s vyššou pravdepodobno-
sťou nádorových ochorení [66,67], avšak 
mnohé štúdie na rôznych typoch rako-
viny poukazujú na nejednoznačnú spo-
jitosť polymorfizmu SNP309  s  nádo-
rovými ochoreniami  [68– 71]. Naopak 
polymorfi zmus SNP285 je spájaný s niž-
ším výskytom rakoviny. Prítomnosť alely 
SNP285C potláča zvýšenú afi nitu Sp1 vy-
volanú variantou SNP309G  [72]. Avšak 
táto súvislosť nebola pozorovaná napr. 
v karcinóme pľúc [73]. Novšie štúdie na-
značujú, že vzájomné porovnanie vý-
skytu jedného a druhého polymorfi zmu 
v  konkrétnych tkanivách a  vztiahnutie 
výsledkov na konkrétny typ populácie 
môže prispieť k jednoznačnejším výsled-
kom [74]. V géne HDMX boli taktiež sle-
dované polymorfi zmy jedného nukleo-
tidu spájané s inaktiváciou proteínu p53, 
a to SNP1, SNP7, SNP9 a SNP12 [75]. Ďal-
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nukleotidu, príp. zmeny v regulácii tran-
skripcie, posttranskripčných procesov, 
translácie a posttranslačných procesov. 
Výskum v  oblasti štruktúry proteínov 
HDM2 a HDMX, ich interakcie s proteí-
nom p53  a  poznanie funkcie jednotli-
vých domén dovolil vzniknúť mnohým 
prístupom k  ovplyvneniu p53  dráhy. 
Niektoré látky vstúpili do klinických 
štúdií fázy I, II a III a predstavujú sľubnú 
možnosť liečby určitých typov rakoviny, 
ako napr. AML.
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Souhrn
Východiska: Nejčastěji mutovaným proteinem u  nádorových onemocnění je p53  a  jednou 
z možností protinádorové terapie je reaktivace jeho neaktivní mutované formy. Cílem reaktivací 
je nastartování apoptózy a potlačení maligního fenotypu. Látkou schopnou reaktivovat mu-
tantní p53 je Prima-1 nebo její metylovaná forma Prima-1Met (označovaná také jako APR-246). 
Jedná se o nízkomolekulární látky, které byly testovány u řady nádorových buněčných linií, 
ale i na samotných nádorech nesoucích mutantní p53. Cíl: Cílem článku je shrnout dosavadní 
poznatky o mechanizmu působení Prima-1 a APR-246, popsat jejích využití v protinádorové 
terapii a zároveň shrnout výsledky klinických studií, jimiž APR-246 aktuálně prochází. Závěr: 
Z dosavadních experimentů vzešla řada protichůdných výsledků upozorňujících na fakt, že me-
chanizmus účinku látek není stále zcela objasněn. S určitostí jen víme, že Prima-1 i APR-246 in-
dukuje apoptózu nádorových buněk. Specifi cita látek k mutantnímu p53 je však velmi varia-
bilní a odvíjí se především od použitého buněčného modelu a typu mutace. Kromě samotné 
reaktivace p53 jsou pravděpodobně ovlivněny i další buněčné mechanizmy, které cytotoxický 
účinek látek modifi kují. 

Klíčová slova
Prima-1 (MET) –  APR-246 –  Prima-1 –  reaktivace p53 –  apoptóza

Summary
Background: p53 is the most mutated protein in cancer and the reactivation of its inactive mu-
tated form represents one possibility for antitumor therapy. Reactivation leads to the initiation 
of apoptosis followed by the suppression of the malignant phenotype. Prima-1 and its methy-
lated form Prima-1Met (also called APR-246) are compounds capable of reactivating mutated 
p53. Both are low-molecular substances that have been tested in a number of tumor cell lines 
and tumors bearing mutated p53. Aim: This article summarizes what is currently known about 
both compounds, describes the possibilities of their use in anti-tumor therapy, and outlines 
the results of currently undergoing clinical trials of APR-246. Conclusion: The results show that 
the mechanism of action of both compounds is still not clear. The mechanism is only known 
clearly in the case of Prima-1, and APR-246 is only known to induce apoptosis. The specifi city of 
both substances for mutated p53 diff ers considerably and depends mainly on the cell model 
employed and the type of mutation. In addition to p53 reactivation itself, these compounds 
likely infl uence other mechanisms that also aff ect cytotoxic activity. 
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Prima-1Met – APR-246 – Prima-1 – reactivation of p53 – apoptosis
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Úvod

Protein p53 je nádorový supresor, jehož 
klíčovou funkcí je regulace buněčného 
cyklu a apoptózy v odpovědi na různé 
druhy buněčného stresu. Jako „strážce 
genomu“ zamezuje kumulaci mutací, 
a tím přispívá k omezení vzniku malig-
ního fenotypu. U  téměř poloviny ná-
dorových onemocnění dochází k  mu-
tacím TP53. Sekvenováním exomů více 
než 3 000 vzorků u 12 nejčastěji se vy-
skytujících lidských nádorů byla zjištěna 
přítomnost mutace TP53 u 42 % analy-
zovaných vzorků, nejčastěji pak u karci-
nomu vaječníku a endometria, nejméně 
naopak u  karcinomu ledvin  [1]. U  ná-
dorů s  velmi špatnou prognózou, jako 
jsou „high-grade“ serózní karcinom va-
ječníku, triple negativní karcinom prsu, 
nádor jícnu či plic se uvádí přítomnost 
mutované formy p53  (p53mut) do-
konce až v  80  % případů  [2]. Nádory 
s p53mut jsou obvykle charakterizovány 
horší prognózu, zvýšenou invazivitou 
a metastazováním. 

Nejčastějším typem mutací TP53  jsou 
bodové mutace, které mění smysl ko-
donu a  jejichž výsledkem je substituce 
jedné aminokyseliny za jinou. Téměř 
90  % z  nich je lokalizováno v  DNA va-
zebné doméně p53  [3], kde přispívají 
k  nesprávnému sbalování proteinu, 
znemožňují jeho vazbu na DNA cílo-
vých genů a omezují tak jeho nádorově 
supresorovou funkci v  buňce  [4]. Ne-
mutovaná forma p53 (p53wt) se v nor-
málních buňkách vyskytuje ve velmi 
nízkých hladinách, a to z důvodu regu-

lované degradace E3-ubikvitin ligázou 
MDM2. Naopak v případě p53mut je in-
terakce s MDM2 narušená a vede k jeho 
omezené degradaci a  kumulaci v  buň-
kách [5]. p53mut může navíc získat nové 
onkogenní vlastnosti přispívající k pře-
žití nádorových buněk nebo ke vzniku 
rezistence k chemoterapii [6].

V současné době je vyvíjeno značné 
úsilí získat nové látky specifi cky se vá-
zající na p53mut, schopné vyvolat bu-
něčnou apoptózu či podpořit další 
mechanizmy potlačující růst a  prolife-
raci buněk nebo alespoň zvýšit citli-
vost buněk k chemoterapeutikům. Mezi 
látky, které byly již v  minulosti testo-
vány a  jejichž antiproliferativní účinek 
je spojen s  reaktivací p53, patří např. 
MIRA-1 [7], CP 31398 [8], PhiKan083 [9], 
ale také Prima-1  (p53  reactivation 
and induction of massive apoptosis) 
a APR-246 [10,11].

Mechanizmus působení 

Prima-1 a APR-246

Prima-1  byla identifikována v  roce 
2002 v rámci screeningu knihovny níz-
komolekulárních látek amerického Ná-
rodního onkologického institutu (Natio-
nal Cancer Institute  –  NCI). Jeho cílem 
bylo nalézt látky schopné změnit ne-
funkční konformaci p53mut na funkční 
p53wt a tím reaktivovat funkci p53 jako 
nádorového supresoru schopného po-
tlačit růst nádorů  [12]. Chemicky se 
jedná o  2,2-bis(hydroxymethyl)-1-aza-
bicyklo[2,2,2]oktan-3-on (obr. 1) [10,12]. 
Analýzou strukturních analogů byla 
poté odhalena metylovaná forma ozna-
čující se jako Prima-1Met neboli APR-246, 
chemicky 2-hydroxymethyl-2-metho-
xymethyl-aza-bicyklo[2,2,2]oktan-3-on 
(obr.  1). Biologická aktivita obou slou-
čenin je dána konverzí na methylen qui-
nuclidinon (MQ), ke které dochází spon-
tánně při fyziologickém pH (obr. 1) [13]. 
Jeho struktura obsahuje dvojnou vazbu 
udělující MQ slabé elektrofilní vlast-
nosti a umožňující mu fungovat jako Mi-
chaelův akceptor, tzn. preferenčně in-
teragovat se slabými nukleofily. Slabé 
nukleofily jsou v  buněčném prostředí 
zastoupeny zejména thiolovými sku-
pinami na cysteinech obsažených ve 
strukturách proteinů či redoxních re-
gulátorů. V  případě p53  se MQ kova-

lentně váže na centrální část proteinu, 
která obsahuje 10  cysteinových rezi-
duí [13]. Počítačovou analýzou struktur-
ních modelů p53 byla identifi kována va-
zebná kapsa obsahující cysteiny Cys124, 
Cys135  a  Cys141  [14]. In vitro studie 
pak prokázaly, že primární roli při reak-
tivaci p53mut pomocí Prima-1 hraje al-
kylace Cys124 [14], která je spouštěčem 
alkylací ostatních cysteinů destabilizo-
vaného p53, které jej nakonec termo-
dynamicky uvězní v transkripčně aktivní 
konformaci  [15] a  navrátí mu schop-
nost transaktivovat cílové geny. Vazbou 
MQ na Cys277 a Cys124 dochází k reak-
tivaci p53 nesoucího mutaci v R175H. Al-
kylace pouze Cys277 zvyšuje termosta-
bilitu p53wt a  p53  nesoucích mutace 
R175H a R273H [16]. Dále bylo zjištěno, 
že Prima-1  zvyšuje expresi chaperonu 
Hsp90α, který také může napomáhat 
správnému sbalování p53 [17].

In vitro a  in  vivo studie u  různých ná-
dorových modelů prokázaly schop-
nost Prima-1  i  APR-246  indukovat apo-
ptózu  [18– 20] a  zástavu buněčného 
cyklu [19,20]. Větší cytotoxicitu obecně vy-
kazuje APR-246, a to především díky vyšší 
lipofi litě a schopnosti lépe penetrovat bu-
něčnou membránou  [11,21]. Reaktivace 
p53 pomocí Prima-1 či APR-246 byla stu-
dována především v souvislosti s bodo-
vými mutacemi měnícími smysl kodonu. 
Reaktivační efekt obou látek byl ale také 
prokázán u buněčných linií s TP53 nesou-
cích bodové mutace vedoucí ke vzniku 
zkrácených forem proteinu či mutace 
způsobující posun čtecího rámce  [22]. 
V současné době se objevují studie upo-
zorňující na cytotoxický efekt obou látek 
u buněčných linií s deletovanou či nemu-
tovanou formou p53, tzn. na cytotoxický 
efekt nezávislý na mutaci v p53 [22– 24].

Reaktivace p53  způsobuje indukci 
apoptózy prostřednictvím vnitřní mi-
tochondriální dráhy, a  to regulaci pro-
-apoptotických a  anti-apoptotických 
proteinů rodiny Bcl-2. Řada publikací 
popsala reaktivaci apoptózy indukova-
nou Prima-1 nebo APR-246, avšak s roz-
dílnými výsledky v expresi pro-apopto-
tických proteinů PUMA, BAX a  APAF-1. 
U plicních buněčných linií APR-246 indu-
kovala zvýšení aktivace kaspázy-2 a zvý-
šení exprese PUMA a BAX [25]. V jiné stu-
dii bylo prokázáno, že APR-246 indukuje 
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Obr. 1. Chemická struktura Prima-1 a APR-

-246 a jejich spontánní konverze na 

methylen quinuclidinon (MQ).
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bylo potvrzeno, že deplece CHOP vý-
razně snižuje cytotoxicitu Prima-1 [24].

Přestože je APR-246 nejčastěji zmiňo-
vaná v  souvislosti s  reaktivací p53, její 
efekt byl prokázán rovněž u  ostatních 
členů proteinové rodiny p53 (p63 a p73). 
Proteiny rodiny p53 sdílejí stejnou orga-
nizační strukturu zahrnující N-terminální 
transaktivační doménu, DNA-vazeb-
nou doménu a  C-terminální oligome-
rizační doménu. Díky částečné homo-
logii v  oligomerizační doméně mohou 
tvořit heterotetramery a vysoká homo-
logie v DNA-vazebné doméně indikuje 
jejich schopnost vázat se také na stejné 
cílové geny. Všechny geny kódující pro-
teiny rodiny p53  exprimují řadu izofo-
rem. Díky existenci alternativních pro-
motorů či počátků translace vznikají 
N-koncově zkrácené izoformy, díky růz-
ným místům sestřihu pak C-koncově 
zkrácené izoformy. N-koncově nezkrá-
cené izoformy TAp63 a TAp73 pak vyka-
zují největší homologii s  p53  a  rovněž 
se uplatňují v  indukci apoptózy a  zás-
tavě buněčného cyklu [37]. Na rozdíl od 
TP53 hrají TP63 a TP73 roli zejména v on-
togenezi a  v  nádorech jsou mutovány 
jen velmi zřídka [38]. Mutace v TP63 jsou 

u  nádorových buněk exprimujících 
p53mut i  p53wt  [34]. Dále bylo zjiš-
těno, že p53 vykazuje modulační efekt 
na autofagii vyvolanou Prima-1 u buněk 
s p53wt. Prima-1 omezuje autofagii, za-
tímco v  přítomnosti p53mut autofagii 
spouští a  podporuje  [34]. Proteomická 
analýza navíc ukázala, že kromě pro-
teinů vnitřní mitochondriální apopto-
tické dráhy jsou do mechanizmu pů-
sobení Prima-1 zapojeny také proteiny 
anaerobní glykolýzy [35], které naopak 
můžou napomáhat nádorovým buňkám 
bránit se apoptotickým signálům.

Dalším mechanizmem přispívajícím 
k cytotoxicitě Prima-1 je stres endoplaz-
matického retikula, tzv. UPR (unfolded 
protein response) (schéma 1). K aktivaci 
UPR dochází při kumulaci chybně sba-
lených proteinů. Buňka se snaží obno-
vit normální stav tím, že degraduje tyto 
proteiny a zároveň zvyšuje expresi mole-
kulárních chaperonů. V případě selhání 
těchto regulačních mechanizmů je spuš-
těna apoptóza. Prima-1 zvyšuje expresi 
chaperonů, a to zejména proteinů tep-
lotního šoku Hsp70  [24] a  Hsp90  [17]. 
Zvyšuje expresi CHOP [24], který spouští 
apoptózu indukovanou UPR [36]. Navíc 

expresi proteinů APAF-1 a PUMA, nikoli 
však BAX [26]. Naopak indukce apoptózy 
po expozici Prima-1 nebo APR-246 ne-
byla zjištěna u  nemalobuněčného kar-
cinomu plic (non-small-cell lung can-
cer –  NSCLC) [27], rakoviny prostaty [28] 
nebo sarkomu měkkých tkání  [29]. 
V  této souvislosti nebyly u  p53wt ani 
p53mut detekovány změny buněčného 
cyklu [27,28], přítomnost apoptotických 
tělísek [28] ani nedocházelo ke štěpení 
PARP [27,29], které by jinak poukazovalo 
na aktivaci apoptotických mechanizmů. 
U  nádorových linií sarkomu měkkých 
tkání bylo zjištěno, že APR-246  akti-
vuje signální dráhu JNK [29] a tím spou-
ští apoptózu v závislosti na mutantním 
stavu p53 u buněčných linií odvozených 
od nádorů tlustého střeva [30]. V proti-
kladu k těmto studiím bylo ovšem také 
publikováno, že indukce apoptózy je 
podmíněná inhibicí signální dráhy JNK 
u linií odvozených od nádorů prsu [31]. 
Rozdílné výsledky tedy upozorňují 
na nejasnosti v  mechanizmu účinku 
Prima-1 i APR-246 a poukazují na mož-
nou přítomnost dalších elementů či me-
chanizmů, které by mohly ovlivňovat je-
jich cytotoxickou aktivitu.

Procesy indukované Prima-1 nebo 

APR-246 nezávislé na přítomnosti 

p53mut

Jak bylo zmíněno výše, cytotoxicita 
APR-246 i Prima-1 se může projevit bez 
ohledu na přítomnost p53mut. Mimo 
reaktivaci p53mut mají Prima-1  i  APR-
246  schopnost aktivovat procesy ve-
doucí k indukci apoptózy, které jsou však 
na p53  proteinu nezávislé (schéma  1). 
APR-246  je inhibitorem thioredoxin re-
duktázy (TrxR1), enzymu katalyzují-
cího redukci thioredoxinu. MQ se váže 
na selenocysteiny obsažené ve struk-
tuře TrxR1, čímž mění jeho funkci z  re-
duktázy na NADPH oxidázu vedoucí 
ke zvýšené produkci reaktivních forem 
kyslíku (reactive oxygen species –  ROS) 
a  tím k  indukci apoptózy  [23]. Inakti-
vace TrxR1  může být podpořená spo-
lečným použitím APR-246  a  inhibitorů 
PARP-1 [32]. MQ se také může vázat na 
cysteiny glutationu a tím snížit jeho in-
tracelulární hladinu a  podpořit vznik 
ROS [33]. Zvýšená hladina ROS následně 
indukuje autofagii, jak bylo prokázáno 

Schéma 1. Procesy indukované Prima-1 a APR-246 vedoucí k indukci apoptózy.

MQ – methylen quinuclidinon, TrxR1 – inhibitor thioredoxin reduktázy, ROS – reaktivní 
formy kyslíku, ER – stres endoplazmatického retikula
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inhibitor mutace BRAFV600E, která má za 
následek zvýšení aktivity BRAF kinázy ve-
doucí k nekontrolovanému buněčnému 
růstu  [53]. K  mutaci BRAF dochází při-
bližně u 50 % kožních melanomů, z nichž 
právě mutace V600E je nejčastější  [54]. 
Pokud není gen BRAF mutovaný, není 
ani vemurafenib účinný. APR-246 v kom-
binaci s  vemurafenibem potlačuje při-
rozenou i získanou rezistenci k tomuto 
léčivu. APR-246  zvyšuje citlivost ná-
dorových buněk k  vemurafenibu bez 
ohledu na přítomnost mutace v p53, což 
bylo potvrzeno u buněk MM nesoucích 
BRAFV600E, v 3D kultuře, ale i na xenogen-
ním modelu in vivo [26,55]. Dalším kom-
petitivním inhibitorem mutace BRAF, 
který selektivně inhibuje kinázu BRAFV600E, 
je dabrafenib. V současné době probíhá 
klinická studie NCT03391050  fáze Ib/ II, 
jejímž cílem je posoudit bezpečnost 
a  léčebné účinky APR-246  v  kombinaci 
s dabrafenibem u pa cientů s nereseko-
vatelným a/ nebo metastazujícím mela-
nomem s pozitivní mutací BRAF.

Kombinovaný účinek byl testován 
u APR-246 a bortezomibu. Jedná se o in-
hibitor proteazomu, ve kterém dochází 
k  odbourávání nepotřebných proteinů. 
Inhibicí proteazomu dochází k omezení 
proteolýzy proteinů podílejících se na 
regulaci buněčného cyklu a  apoptózy. 
Kombinovaný účinek obou látek byl pro-
kázán u mnohočetného myelomu bez zá-
vislosti na přítomnosti mutace v p53 [24].

V první ukončené klinické studii 
(NCT00900614) byla APR-246  podá-
vána v  monoterapii s  eskalací dávky 
pa cientům s  hematologickými malig-
nitami (n = 15) a pa cientům s karcino-
mem prostaty (n  =  7), tedy typem so-
lidního nádoru s vysokým zastoupením 
p53mut. Studie prokázala klinicky dob-
rou toleranci k léku a příznivý farmako-
kinetický profil. Maximální tolerovaná 
dávka byla stanovená na 60 mg/ kg. Ve-
dlejší negativní účinek toxicity limitu-
jící dávku představovala zvýšená akti-
vita jaterních transamináz ALT/AST, která 
u jednoho pa cienta dosahovala stupně 
3– 4. Nejčastějšími limitujícími toxickými 
účinky pak byly poruchy centrální ner-
vové soustavy jako únava, dezorientace, 
závrať a bolest hlavy dosahující stupně 
1  nebo 2. K  projevům docházelo již 
v průběhu či krátce po infuzi, ale poru-

(HGSO) karcinomů nesoucích rezistenci 
k  cisplatině  [47,48]. Synergický efekt 
APR-246 a cisplatiny byl pozorován u ná-
dorových buněk získaných z ascitu HGSO 
karcinomů nesoucích v  DNA-vazebné 
doméně mutaci v p53 měnící smysl ko-
donu, ale i  u  vzorků nesoucích p53wt 
nebo zkrácenou formu p53 [48]. Syner-
gický efekt Prima-1 anebo APR-246 s cis-
platinou byl dále zjištěn u  buněčných 
linií kolorektalního karcinomu  [11], 
adenokarcinomu plic  [11], karcinomu 
hlavy a  krku  [46] a  karcinomu slinivky 
břišní  [49]. Na xenogenním modelu 
in vivo karcinomu plic [7], jícnu [22] a va-
ječníku [47] byl také potvrzen synergický 
účinek Prima-1 nebo APR-246 a cispla-
tiny. Další látkou znemožňující replikaci 
DNA vazbou na oba řetězce (interkalací) 
nebo inhibicí topoizomerázy II je doxo-
rubicin. Synergický efekt s Prima-1 nebo 
APR-246 in vitro a ex vivo byl pozorován 
u  karcinomu vaječníku  [47,48], štítné 
žlázy  [50], slinivky břišní  [49], prsu [17] 
a mnohočetného myelomu [42]. V sou-
časné době je APR-246 testovaná v kom-
binaci s  karboplatinou a  pegylovaným 
lipozomálním doxorubicinem v  kli-
nické studii fáze Ib/ II u  HGSO karci-
nomu (NCT02098343, NCT03268382). 
V  klinické studii NCT0299989  fáze Ib/ II 
je APR-246 testovaná v kombinaci s cis-
platinou a 5-fl uorouracilem při léčbě po-
kročilého a metastazujícího karcinomu 
jícnu s mutací v p53.

Další látkou testovanou v  kombinaci 
s  APR-246  je olaparib, který se řadí do 
skupiny inhibitorů PARP regulujících re-
paraci poškozené DNA. Vyřazením me-
chanizmu opravy dochází ke zvýšení cit-
livosti nádorových buněk k léčbě. Silný 
synergický efekt s APR-246 byl pozoro-
ván u NSCLC, a to bez ohledu na přítom-
nost mutace v p53 [51]. APR-246 navíc 
zvýšila citlivost k  olaparibu u  buněk 
s  p53mut, které byly k  olaparibu rezis-
tentní  [51]. Synergický efekt s  olapari-
bem byl pozorován i u prsních nádoro-
vých linií s p53mut [52].

p53mut se příliš často nevyskytuje 
v kožních nádorech (cca v 17 %) a prav-
děpodobně nehraje výraznější roli při 
rozvoji maligního melanomu (MM). 
Přesto byl zjištěn synergický efekt 
u kombinovaného použití APR-246 a ve-
murafenibu. Vemurafenib je specifi cký 

např. hlavní příčinou EEC (ectrodactyly-
-ectodermal dysplasia-clefting) syn-
dromu, charakteristického ektrodakty-
lií, ektodermální dysplazií a rozštěpy rtu 
nebo patra. APR-246 je schopná reakti-
vovat R240W a R304W mutantní formy 
TAp63γ, které odpovídají hot-spot mu-
tacím R175H a  R273H p53, a  to u  ke-
ratinocytů  [39] a  také u  indukova-
ných pluripotentních buněk pa cientů 
s  EEC syndromem  [40]. Dále bylo zjiš-
těno, že APR-246  je schopná obnovit 
pro-apoptotickou funkci mutantních 
forem TAp63γ a TAp73β u  nádorových 
buněk  [41]. APR-246  může navíc indu-
kovat p73-dependentní apoptózu bez 
ohledu na mutaci p53 [42].

Cytotoxicita a terapeutické 

využití Prima-1 a APR-246

Distribuce látky do jednotlivých orgánů 
byla testována pomocí intravenózní ap-
likace radioaktivně značené Prima-1. 
Bylo zjištěno, že Prima-1 není schopná 
překonávat hemoencefalickou bariéru, 
akumuluje se ale v ledvinách a je vylučo-
vána močí [43].

Prima-1 i APR-246 byly testovány u řady
lidských malignit a  cytotoxický úči-
nek se lišil v  závislosti na použité ná-
dorové linii či nádoru (IC50  v  rozmezí 
0,75– 200 μl)  [44]. Rozdílná cytotoxicita 
APR-246 byla pozorovaná u buněčných 
linií nesoucích stejnou mutaci v p53, ale 
i u vzorků získaných ze stejného nádoru, 
ale v různých fázích histopatologické di-
ferenciace (odlišný „grading“)  [18]. Cy-
totoxický účinek APR-246  se nepro-
jevil u  vzorků získaných od pa cientů 
s  chronickou B lymfocytární leukemií 
(B CLL) nesoucích hemizygotní delece 
v TP53 [45]. Omezený nebo téměř žádný 
cytotoxický efekt Prima-1 nebyl pozoro-
ván u nenádorových buněk krve [42,45] 
a fi broblastů [11,46].

Cytotoxická aktivita APR-246 byla tes-
tovaná in vitro a ex vivo v rámci mnoha 
studií, a to samostatně nebo v kombinaci 
s běžně používanými cytostatiky. V léčbě 
řady karcinomů se uplatňují sloučeniny 
platiny, které vytvářejí kovalentní vazby 
s purinovými bázemi v DNA, čímž ome-
zují její replikaci a aktivují signální dráhu 
p53. Bylo zjištěno, že APR-246  obno-
vuje citlivost k cisplatině u buněk získa-
ných z high-grade serózních ovariálních 
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19. Lambert JM, Moshfegh A, Hainaut P et al. Mutant 

p53 reactivation by PRIMA-1MET induces multiple signal -

ing pathways converg  ing on apoptosis. Oncogene 2010; 

29(9): 1329– 1338. doi: 10.1038/ onc.2009.425.

20. Zandi R, Selivanova G, Christensen CL et al. PRIMA-

1Met/ APR-246 induces apoptosis and tumor growth 

delay in small cell lung cancer expres s  ing mutant p53. Clin 

chy se jevily jako reverzibilní. Farmakoki-
netika látky vykazovala rozdíly mezi jed-
notlivými pa cienty a  nebyla závislá na 
dávce ani čase, bio logický poločas roz-
padu (t1/ 2) byl stanoven na 4– 5 hod [56].

Poslední probíhající klinická studie 
NCT03072043 fáze Ib/ II je zaměřená na 
léčebné účinky APR-246  v  kombinaci 
s azacitidinem. Cílem je zjistit, zda tato 
kombinovaná terapie zlepšuje celkové 
přežití pa cientů s hematologickými ma-
ligními onemocněními, jako jsou akutní 
a chronická myeloidní leukemie, myelo-
dysplastický syndrom a myeloprolifera-
tivní choroby.

APR-246 byla také testovaná v kombi-
naci s  radioterapií. Bylo zjištěno, že zá-
ření senzitizuje nádorové buněčné linie 
prostaty nesoucí p53mut a  linie s  de-
letovaným p53. Žádný účinek neměla 
APR-246 v kombinaci se zářením na ná-
dorové linie nesoucí p53wt a na lidských 
fi broblastech [28].

Závěr

Prima-1 a APR-246 jsou látky vykazující 
protinádorový účinek u  řady nádoro-
vých onemocnění. Hlavním mechaniz-
mem účinku v  buňce je indukce apo-
ptózy. Obě látky zvyšují expresi genů 
zapojených do kontroly buněčného 
cyklu a apoptózy v nádorových buňkách 
nesoucích p53mut i p53wt. V posledních 
letech se ukazuje, že mohou účinně in-
dukovat procesy, které jsou na aktivitě 
p53 nezávislé, čímž se rozšiřují možnosti 
jejich klinického využití. Cytotoxická ak-
tivita látek byla testovaná in vitro u řady 
nádorových linií a na xenogenních mo-
delech in vivo, a to v monoterapii nebo 
v kombinaci s běžně používanými cyto-
statiky. V  kombinaci s  jinými léčivy byl 
velmi často zjištěn synergický účinek. 
Látky navíc zvyšují citlivost nádorových 
buněk k  danému cytostatiku, dokonce 
napomáhají překlenout rezistenci k pou-
žitému léčivu, jejíž vznik velmi často při-
spívá k  selhání protinádorové léčby. 
V kombinaci s chemoterapií či ionizují-
cím zářením by obě tyto látky v budouc-
nosti mohly nabídnout nové možnosti 
pro léčbu agresivnějších typů nádoru. 
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Souhrn
Východiska: Nesteroidní protizánětlivé léky (non-steroidal anti-infl ammatory drugs –  NSAID) předsta-
vují skupinu léků inhibujících enzym cyklooxygenázu (COX) a vykazujících účinek analgetický, anti-
pyretický a antiinfl amatorní. Díky své efektivitě, dobré toleranci a snadné dostupnosti patří k celosvě-
tově nejvíce užívaným lékům. Již několik desítek let přibývají důkazy o jejich protinádorovém účinku, 
přičemž největší množství publikovaných prací se týká kolorektálního karcinomu (colorectal cancer –  
CRC). Na základě výsledků pokusů in vitro a in vivo a dat získaných z epidemiologických a klinických 
studií se v současné době diskutuje o možnosti nasazení NSAID zejména v rámci tzv. chemoprevence 
CRC, jejímž cílem je zabránit vzniku nebo rekurenci prekanceróz a nádorů. Nadějným lékem v této in-
dikaci je acetylsalicylová kyselina (acetylsalicylic acid –  ASA), která je nejstarším, více než 100 let pou-
žívaným členem rodiny NSAID. Předpokládá se, že neselektivní ireverzibilní inhibice COX je důležitým, 
nikoli však jediným mechanizmem jejího protinádorového účinku. Širšímu využití v chemoprevenci 
CRC brání nedostatečně defi novaná cílová skupina pa cientů a zejména pak obavy z gastrointestinální 
a renální toxicity vyvolané zvláště při jejím dlouhodobém užívání. Cíl: Předkládaná přehledová práce 
seznamuje s úlohou COX v nádorové bio logii CRC a poukazuje na výsledky nejzajímavějších experi-
mentů objasňujících protinádorový efekt ASA. V neposlední řadě rozebírá nejdůležitější publikované 
klinické analýzy chemopreventivního účinku ASA u CRC a hodnotí aktuální situaci. 

Klíčová slova
antifl ogistika nesteroidní –  kyselina acetylsalicylová –  kolorektální karcinom –  cyklooxygenáza –  
chemoprevence

Summary
Background: Non-steroidal anti-infl ammatory drugs (NSAID) represent a group of medicaments 
inhibit ing cyclooxygenase (COX) enzyme, and, in parallel, these drugs show also analgesic, anti-
pyretic and anti-infl ammatory eff ects. Due to their effi  ciency, good tolerance and easy availability, 
they belong to the world‘s most used drugs. For decades, evidence of their anti-tumor activity 
has been growing, with the largest amount of published work be ing related to colorectal cancer 
(CRC). Based on both in vitro and in vivo experiments and data obtained from epidemiological and 
clinical studies, potential application of NSAID as chemo-preventive treatment for CRC patients is 
recently discussed in order to prevent development or recurrence of precanceroses and tumors. 
Promis ing treatment for such indication would be acetylsalicylic acid (ASA), which is the oldest, 
more than 100 years used member of the NSAID family. Nonselective irreversible COX inhibition 
is an important but probably not solely mechanism of its anticancer activity. Notably, wider use of 
ASA in chemoprevention is also prevented due to particular concerns about gastrointestinal and 
renal toxicity caused especially by its long-term use. Aims: This review introduces the role of COX 
in tumor bio logy of CRC and highlights the results of the most interest ing experiments illustrat ing 
the anti-tumor eff ect of ASA. Moreover, our work evaluates the most important published clinical 
analyzes of the ASA chemopreventive eff ect on CRC and discusses the current state.

Key words
non-steroidal anti-infl ammatory agents –  acetylsalicylic acid –  colorectal carcinoma –  cyclooxyge-
nase –  chemoprevention
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Úvod

Kolorektální karcinom (colorectal can-
cer  –  CRC) patří celosvětově mezi nej-
častější nádorová onemocnění, v  roce 
2012  s  počtem 1,4  milionu nově dia-
gnostikovaných případů obsadil třetí 
příčku. Incidence vykazuje narůsta-
jící trend a existují odhady, že do roku 
2030  dosáhne hodnoty kolem 2,2  mi-
lionu [1]. Dle odhadů lze v roce 2018 před-
pokládat v Evropě kolem 500  000  pří-
padů CRC a přibližně 243 000 úmrtí [2]. 
Vznik CRC je dlouhodobý proces za-
hrnující progresi prvotních lézí do sta-
dia adenomu a následně CRC [3]. Jedná 
se o složitý mnohastupňový proces, ve 
kterém hraje klíčovou roli více environ-
mentálních a genetických faktorů, např. 
mutace v klíčových genech APC a TP53. 
Ukazuje se, že existuje propojení mezi 
kancerogenezí CRC a střevním zánětem, 
obzvláště chronickým  [4]. Jedním ze 
společných jmenovatelů těchto procesů 
je enzym cyklooxygenáza (COX), která se 
účastní metabolizmu kyseliny arachido-
nové, jehož výslednými produkty jsou 
prostaglandiny (PG), zejména pak PGE2, 
a tromboxan A2. V posledních třech de-
setiletích se postupně rozvíjí snaha 
o ovlivnění s nádorem asociovaného zá-
nětu prostřednictvím léků ze skupiny 
nesteroidních antiflogistik (non-ste-
roidal anti-infl ammatory drugs –  NSAID) 
v rámci koncepce tzv. chemoprevence. 
Byly publikovány výsledky mnoha epi-
demiologických a experimentálních stu-
dií, které potvrzují efekt NSAID v  pre-
venci vzniku adenomů i CRC. Z několika 
zvažovaných léků se jeví jako nejvíce 
perspektivní použití acetylsalicylové ky-
seliny (acetylsalicylic acid –  ASA, v ang-
losaské literatuře uváděna častěji jako 
aspirin). Jedná se o nejstaršího zástupce 
NSAID, který neselektivně inhibuje COX, 
což je pravděpodobně základní, i  když 
ne jediný mechanizmus jeho protinádo-
rového účinku. 

Cyklooxygenáza a prostaglandiny 

v kancerogenezi CRC

V literatuře se obvykle diskutují dvě izo-
formy COX odlišující se kromě jiného 
stupněm exprese v  různých tkáních. 
Zatímco COX-1  je konstitutivně expri-
mována jako tzv. housekeeping enzym 
v naprosté většině tkání, inducibilní izo-

forma COX-2 se nachází v tkáních posti-
žených zánětem, v prekancerózních lé-
zích [5] a v tkáních maligních [6]. Někdy 
se jako další izoforma uvádí také COX-3, 
která je variantou genetického sestřihu 
COX-1. Funkcí COX je katalyzovat kon-
verzi arachidonové kyseliny na trombo-
xan A2 a prostaglandin H2 (PGH2), který 
je prekurzorem pro syntézu dalších pro-
stanoidů. Je doloženo, že COX-2 prefe-
renčně syntetizuje prostacyklin a pros-
taglandin E2 (PGE2) [7]. Z hlediska zánětu 
a kancerogeneze je ze všech prostaglan-
dinů pravděpodobně nejdůležitějším 
právě PGE2, jehož zvýšená hladina je 
detekovatelná u zvířecích modelů CRC 
a v klinických vzorcích získaných z ade-
nomatózních polypů a  nádorů  [8]. Na-
vázáním PGE2  na povrchový buněčný 
receptor EP1-EP4 dojde zejména ke spuš-
tění signalizace cestou G-proteinu, při-
čemž diverzita exprese jednotlivých re-
ceptorů je jedním z důvodů rozmanitosti 
bio logických účinků PGE2, a to nejenom 
v kancerogenezi [9]. Signální cesta COX-
2/ PGE2 se u CRC podílí především na in-
dukci antiapoptotického proteinu Bcl-2 
(B-cell leukemia/lymphoma-2)  [10]. 
Jejím působením dále dochází k  trans-
aktivaci receptoru epidermálního růsto-
vého faktoru (epidermal growth factor 
receptor –  EGFR) a spuštění mitogenního 
signálu cestou ERK2 (mitogen-activated 
protein kinase 1 –  MAPK1) [11]. Aktivací 
dráhy PI3K-PKB (phosphoinositide-3-ki-
nase/protein kinase B) dochází k rozpo-
jení komplexu axin-GSK3-beta (glycogen 
synthase kinase 3- beta) a aktivací beta-
-kateninu, což vede ke stimulaci růstu ná-
dorových buněk [12]. COX-2/PGE2 dále 
aktivuje dráhu PI3K/PKB, čímž zvyšuje in-
vazivní potenciál buněk CRC [13]. Svou 
roli hraje i v oblasti nádorové angioge-
neze, neboť prostřednictvím transkripč-
ního faktoru indukovaného hypoxií 
(hypoxia-inducible factor 1 –  HIF-1) indu-
kuje expresi vaskulárního endoteliálního 
růstového faktoru (vascular endothelial 
growth factor –  VEGF) [14]. V neposlední 
řadě se COX podílí i na úniku nádorových 
buněk před imunitním dohledem – po-
psaná je suprese dendritických buněk, 
NK (natural killer) buněk nebo T lymfo-
cytů [15]. Z klinicko-patologického hle-
diska je zajímavá souvislost zvýšené ex-
prese COX-2 s parametry, jako je velikost 

tumoru, nízká a střední diferenciace ná-
dorových buněk, dále souvislost s vyšším 
počtem uzlinových metastáz, neovasku-
larizací tumoru, ale také s horším přeží-
váním [16]. Zvýšená exprese COX-2 byla 
asociována se zvýšenou pravděpodob-
ností rekurence tumoru a  obzvláště 
se vznikem hematogenně se šířících 
metastáz [17].

Nesteroidní antifl ogistika (NSAID)

NSAID jsou skupinou léků, resp. látek, 
které našly široké využití zejména pro 
svůj analgetický, antipyretický a antifl o-
gistický efekt. Základním mechanizmem 
jejich účinku je inhibice COX, která vede 
ke snížení produkce prostaglandinů [18]. 
Jednotliví zástupci skupiny NSAID se liší 
svojí selektivitou ke COX-1, resp. COX-2.
Např. acetylsalicylová kyselina (ace-
tylsalicylic acid  –  ASA) v  nižších kon-
centracích inhibuje selektivně COX-1,
ve vyšších pak také COX-2. K  neselek-
tivním inhibitorům COX se řadí např. 
ketoprofen, diklofenak, indometacin 
a ibuprofen. Existují také tzv. COX-2 pre-
ferenční NSAID (nimesulid, meloxikam) 
a dále pak COX-2 selektivní NSAID (ce-
lekoxib, rofekoxib). Inhibice COX je 
rovněž důvodem jejich renální a  gas-
trointestinální toxicity způsobené dlou-
hodobým podáváním těchto látek. Ta 
klesá se zvyšující se mírou selektivity ke 
COX-2, zároveň se ale při dlouhodo-
bém podávání selektivních inhibitorů 
COX-2  objevuje toxicita kardiovasku-
lární  [19]. Nežádoucí účinky jsou pro 
dlouhodobé použití nebo vyšší dáv-
kování limitující a mohou být nezřídka 
i fatální. Výsledky laboratorních experi-
mentů spolu s epidemiologickými a kli-
nickými studiemi přinášejí poměrně 
jednoznačné důkazy o  antineoplastic-
kém efektu NSAID, který je nejvýraznější 
a také nejlépe prozkoumaný u CRC. Jed-
ním z prvních klinických průkazů mož-
ného efektu NSAID u  kolorektálních 
prekanceróz bylo použití sulindaku 
u pa cientů s Gardnerovým syndromem, 
které vedlo k radikálnímu snížení počtu 
polypů [20]. I když je inhibice COX pod-
statou většiny farmakologických efektů 
NSAID, již poměrně dlouho je známo, 
že existují i  jiné, na inhibici COX a syn-
téze prostaglandinů nezávislé mechani-
zmy působení. Například podání celeko-
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Byl pozorován pouze trend ve snížení 
tzv. polypové nálože, a  to ve skupině 
pa cientů užívajících ASA. Povzbudivých 
výsledků však bylo dosaženo ve studii 
CAPP2 zkoumající efekt ASA u pa cientů 
s  Lynchovým syndromem (hereditární 
nepolypózní CRC (hereditary nonpoly-
posis colorectal cancer –  HNPCC))  [32]. 
Z 861 pa cientů bylo do skupiny užívají-
cích ASA zařazeno 427, do skupiny uží-
vajících placebo pak 434. Průměrná 
doba užívání ASA činila 25 měsíců, prů-
měrný follow-up byl 55,7  měsíce a  za 
tuto dobu vzniklo u 48 pa cientů 53 pri-
márních nádorů kolorekta –  18 ve sku-
pině s ASA, 30 ve skupině s placebem. 
Analýza času do vzniku prvního nádoru 
prokázala HR 0,63  (95% CI 0,35– 1,13). 
Pa cienti, kteří dokončili 2  roky inter-
vence, vykazovali HR 0,41  (0,19– 0,86, 
p  =  0,02). Během intervence byly ne-
žádoucí účinky ASA srovnatelné s  pla-
cebem. Význam užívání ASA v  nízkých 
dávkách zpochybnila nedávno publi-
kovaná analýza kohorty 8 391 pa cientů 
s  CRC stadia Dukes A– C (data získaná 
ze Scot tish Cancer Registry) [33]. Podá-
vání ASA v nízkých dávkách nebylo aso-
ciováno se snížením úmrtnosti z  dů-
vodu CRC (adjustované HR 1,17; 95% 
CI 1,00– 1,36), podobně bez efektu bylo 
i  užívání před dia gnózou (adjustované 
HR 0,86; 95% CI 0,88– 1,05). V současné 
době probíhá několik randomizovaných 
studií, většinou fáze III, jejichž výsledky 
lze očekávat v nejbližších letech a které 
by mohly zodpovědět alespoň ně kte ré 
otázky týkající se užití ASA v  prevenci 
a terapii kolorektálních adenomů a CRC 
(tab. 1) [34].

Závěr

Lze konstatovat, že úloha COX-2 a PGE2 
v  kancerogenezi CRC je nezpochyb-
nitelná. Avšak navzdory počátečním 
tendencím nelze jednoznačně připi-
sovat protinádorový účinek NSAID 
a konkrétně ASA inhibicí COX a násled-
nému snížení hladiny PGE2. Mechani-
zmus působení je nejspíše komplexní 
a přestože přibývá důkazů o protinádo-
rové aktivitě těchto léků nezávislé na 
COX, nadále zůstává mnoho otázek ne-
zodpovězeno. Lepší pochopení těchto 
mechanizmů by tak mohlo vést i ke sta-
novení prediktivních faktorů nasazení 

i hereditárně podmíněných. Randomizo-
vaná, dvojitě zaslepená studie publiko-
vaná v roce 2003 zkoumající efekt ASA 
na tvorbu polypů srovnávající placebo 
vzhledem k  ASA v  dávkách 81 mg/ den 
a  325 mg/ den prokázala mírné sní-
žení rizika ve skupině pa cientů užíva-
jících 81 mg ASA denně (RR 0,81; 95% 
CI 0,69– 0,96) [27]. Užívání ASA (v dávce 
160/ 300 mg/ den) vedlo ke snížení počtu 
polypů pouze po roce od zahájení studie 
(RR 0,73; 95% CI 0,52– 1,04), ne však po 
4  letech užívání  [28]. Metaanalýza čtyř 
randomizovaných studií (Thrombosis 
Prevention Trial; British Doctors Aspirin 
Trial; Swedish Aspirin Low Dose Trial; UK-
-TIA Aspirin Trial) a studie Dutch TIA Aspi-
rin Trial, publikovaná v roce 2010 a hod-
notící efekt ASA na incidenci CRC a úmrtí 
v jeho důsledku ve vztahu k  délce po-
dávání, dávce a umístění tumoru uká-
zala, že z  celkového počtu 14  033  sle-
dovaných pa cientů mělo 2,8  %  (391) 
pa cientů dia gnostikovaný CRC (me-
dián fol low-up 18,3  roku). Užívání ASA 
snížilo 20leté riziko vzniku CRC (HR 
0,76; 0,60– 0,96, p = 0,02), vč. mortality 
(HR 0,65; 0,48– 0,88, p = 0,005), zlepšení 
parametrů však nebylo zjištěno u  kar-
cinomů rekta. Taktéž nebyl prokázaný 
vyšší benefit v  případě podávaných 
dávek ASA vyšších než 75 mg/ den [29]. 
Nicméně v  současnosti existuje dopo-
ručení americké organizace U. S. Pre-
ventive Services Task Force (USPSTF) 
(se stupněm „B“) k  užívání nízké dávky 
(tj. < 100 mg denně) ASA jako primární 
prevence kardiovaskulárních nemocí 
a  CRC u  pa cientů ve věkovém rozmezí 
50– 59 let s min. 10% 10letým kardiovas-
kulárním rizikem spolu s min. očekáva-
nou délkou života 10 let, kteří nejsou ri-
zikoví stran krvácení. U pa cientů ve věku 
60– 69  let je zdůrazněna nutnost indi-
viduálního rozhodování  [30]. Meziná-
rodní multicentrická, randomizovaná 
a  placebem kontrolovaná klinická stu-
die zkoumala účinek ASA (600 mg/ den) 
a/ nebo tzv. rezistentního škrobu u mla-
dých pa cientů s  familiární adenoma-
tózní polypózou  [31]. Primárním sle-
dovaným cílem bylo množství polypů 
v rektu a v kolon sigmoideum. Výsledek 
této studie nesplnil očekávání, neboť 
v  žádném ze zkoumaných ramen ne-
bylo snížení počtu polypů pozorováno. 

xibu jako vysoce selektivního inhibitoru 
COX-2 v závislosti na dávce indukovalo 
zástavu buněčného cyklu v  G0/ G1  fázi 
v buněčných liniích odvozených od CRC, 
a to dokonce i v případě, že buňky neex-
primovaly COX-2 [21]. Celekoxib se navíc 
ukázal být nejen selektivním inhibito-
rem COX-2, ale navíc i poměrně silným 
inhibitorem PDK1 (pyruvate dehydroge-
nase kinase 1), která je klíčovou kinázou 
u  mnoha proonkogenních signálních 
drah [22]. 

Acetylsalicylová kyselina, 

molekulární mechanizmy jejího 

protinádorového účinku, klinický 

význam

ASA se řadí k  nespecifickým inhibito-
rům COX, přičemž inhibice je dosažena 
reverzibilní acetylací klíčových serino-
vých zbytků na molekule COX. Konkrétní 
antineoplastické mechanizmy ASA jsou 
různorodé a  nadále zůstávají předmě-
tem intenzivního výzkumu. Lze odůvod-
něně předpokládat, že minimálně zčásti 
jsou tyto mechanizmy podmíněny sní-
žením koncentrace PGE2, což úzce sou-
visí se všemi výše uvedenými důsledky. 
V buněčných liniích odvozených od CRC 
způsobuje ASA zejména u buněk s mu-
tací v PIK3CA zástavu buněčného cyklu 
a  indukci apoptózy  [23]. Dále je po-
psáno zvýšení hladiny „mismatch re-
pair“ proteinů  [24]. Dochází k  uvol-
nění cytochromu c a  k  aktivaci kaspáz 
9, 3 a 8, snižuje se hladina cytoplazma-
tického IκBα, čímž dochází k indukci sig-
nalizace cestou NFκB, což je nejspíše 
nejdůležitější způsob, kterým ASA způ-
sobuje apoptózu  [25]. ASA dále osla-
buje aktivitu T buněčného faktoru (T-cell 
factor –  TCF), aniž by narušila komplex 
beta-katenin/ TCF, což vede ke snížení 
transkripce cílových genů signalizační 
dráhy, která hraje klíčovou roli v regulaci 
buněčné proliferace během embryonál-
ního vývoje  [26]. ASA je jako nejstarší 
člen rodiny NSAID v klinické praxi využí-
vaná již více než 100 let, díky čemuž je 
profi l její toxicity i při dlouhodobém uží-
vání dobře znám. Zhruba od 80. let mi-
nulého století se uvažuje o  jejím vyu-
žití v rámci chemoprevence nádorových 
onemocnění. Je slibným kandidátem při 
prevenci kolorektálních adenomů i ade-
nokarcinomů, a to jak sporadických, tak 
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Exprese a funkční charakterizace miR-34c 
u karcinomu děložního hrdla

Expression and Functional Characterization of miR-34c 
in Cervical Cancer

Sommerová L.1, Fraňková H.1, Anton M.2, Jandáková E.3, Vojtěšek B.1, Hrstka R.1

1 Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno
2 Gynekologicko-porodnická klinika LF MU a FN Brno
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Souhrn
Východiska: Karcinom děložního hrdla je čtvrtým nejčastějším onkologickým onemocněním 
u žen a v drtivé většině případů je spojen s infekcí lidskými papilomaviry. Virové infekce jsou 
obvykle doprovázeny morfologickými změnami epiteliálních buněk, avšak pomocí stávajících 
dostupných vyšetřovacích metod není lehké rozlišit, zda se jedná o projevy produktivní infekce, 
nebo změny vedoucí ke vzniku maligního onemocnění. Z toho důvodu stále narůstá potřeba 
nalézt vhodné dia gnostické bio markery karcinomu děložního hrdla, např. ve formě miRNA, 
tj. malých nekódujících molekul RNA regulujících genovou expresi. Materiál a metody: Hla-
dina miR-34c v cervikálních nádorových liniích byla stanovena pomocí kapkové digitální poly-
merázové řetězové reakce. Zvýšení a inhibice exprese miR-34c in vitro bylo dosaženo pomocí 
transientní transfekce s využitím specifi ckých oligonukleotidů, a to miRNA mimikujících, nebo 
miRNA inhibujících. Buněčná proliferace byla analyzována barvením krystalovou violetí s ná-
sledným spektrofotometrickým měřením. Změny v migračních vlastnostech byly studovány 
pomocí „scratch“ testu. Exprese vybraných proteinů byla stanovena imunochemicky. Výsledky: 
Inhibice exprese miR-34c byla spojena s mírným zvýšením buněčné proliferace a především 
s výrazným zvýšením schopnosti buněk migrovat. Analýza exprese miR-34c prováděná na sou-
boru 39 dysplastických tkání a 35 vzorků zdravých kontrol následně ukázala signifi kantní rozdíl 
(p < 0,01) v hladině této miRNA. Závěr: Komparativní expresní analýza prokázala signifi kantně 
sníženou expresi miR-34c u prekanceróz děložního hrdla v porovnání s normálním netransfor-
movaným epitelem. Při modulaci exprese miR-34c in vitro byla potvrzena tumor supresorová 
úloha miR-34c u cervikálních malignit. 

Klíčová slova
karcinom děložního hrdla –  HPV –  miRNA –  HSIL –  hsa-miR-34c –  prekanceróza
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Úvod

Karcinogeneze děložního hrdla je více-
stupňový proces, který je započat infekcí 
lidskými papilomaviry (human papillo-
mavirus –  HPV) s následnou epizomální 
perzistencí viru v  hostitelské buňce 
a  jeho začleněním do genomu. Ač-
koli bylo popsáno více než 200 různých 
kmenů lidských HPV [1], se vznikem pre-
kanceróz a následným nádorovým one-
mocněním jsou spojovány tzv. high-
-risk kmeny, především HPV16 a HPV18, 
které jsou původcem přibližně 70  % 
všech karcinomů děložního hrdla [2]. Sa-
motnému vzniku karcinomu předchází 
vývoj přes prekancerózu, tzv. high-grade 
dlaždicobuněčnou intraepiteliální lézi 
(high-grade squamous intraepithelial 
lesions –  HSIL). Za iniciaci maligní trans-
formace jsou zodpovědné zejména vi-
rové onkoproteiny rané fáze E6  a  E7, 
které inhibují tumor supresorové pro-
teiny p53 a pRb (retinoblastomový pro-
tein). Protein p53  se aktivně podílí na 
celé řadě protinádorových funkcí, vč. re-
gulace apoptózy, buněčného cyklu, ge-
nomové stability, angiogeneze a dalších 
procesů spojených s  maligní transfor-
mací. pRb především blokuje buněčný 
cyklus v G1 fázi, čímž brání buňkám, aby 
se nekontrolovaně množily. V  případě, 
že je buňka připravená k dělení, dochází 
k fosforylaci pRb a tím jeho inaktivaci [3].

Vzhledem ke skutečnosti, že stávající 
dostupné vyšetřovací metody nedokáží 
rozlišit, zda morfologické změny v epi-
telu děložního hrdla povedou ke vzniku 

nádoru či nikoli, roste akutní potřeba 
nalézt dia gnostické bio markery umož-
ňující stanovit riziko vzniku karcinomu 
děložního hrdla. Aktuální a značně atrak-
tivní možnost v tomto směru představují 
malé nekódující RNA molekuly zvané 
mikroRNA (miRNA). miRNA se obvykle 
váží na 3‘ UTR oblast (3‘ untranslated re-
gion), tedy 3‘ nepřekládanou oblast cí-
lové mRNA, a  indukují její degradaci 
nebo inhibují její translaci [4– 6]. Mohou 
tudíž plnit funkci onkogenů, kdy inhi-
bují expresi nádorových supresorů a je-
jich hladina je v nádorové tkáni zvýšená, 
nebo mohou mít naopak funkci antion-
kogenní a inhibovat expresi onkogenů, 
v tomto případě se v maligní tkáni ob-
vykle setkáváme s jejich sníženou hladi-
nou. Právě díky změnám exprese v ná-
dorové tkáni mohou miRNA sloužit jako 
dia gnostické, prediktivní a prognostické 
bio markery, či dokonce i  jako léčebné 
modality uplatnitelné při terapii nádoro-
vých onemocnění [7].

Spektrum miRNA spojených s karcino-
mem děložního hrdla není kompletně 
popsáno, stejně tak ani úloha doposud 
popsaných miRNA ve vzniku a rozvoji to-
hoto onemocnění. V naší práci jsme se 
zaměřili na rodinu miR-34, především 
miR-34c, jejíž členové se uplatňují jako 
nádorové supresory, neboť často zastá-
vají úlohu prostředníků v rámci signali-
zace mezi proteinem p53 a jeho cílovými 
molekulami a podílejí se tak na regulaci 
buněčné proliferace, migrace, invazivity, 
angiogeneze a apoptózy [8,9].

Materiál a metody

Buněčné linie odvozené od karcinomu 
děložního hrdla C-4I, HeLa (obě HPV18+), 
Ca Ski a SiHa (obě HPV16+) byly kultivo-
vány v D-MEM (HeLa), RPMI (Ca Ski, SiHa) 
a McCoy‘s (C-4I) médiu s přídavkem 10 % 
fetálního bovinního séra (fetal bovine 
serum –  FBS) při 37 °C a 5 % CO2. Buňky byly 
transfekovány s  využitím polyethylen-
iminu (PEI) specifi ckými oligonukleotidy 
(miRVana microRNA), které napodobují 
(miR-34c mimic, kat. číslo –  4464066) nebo 
inhibují endogenní miRNA (miR-34c
inhibitor, kat. číslo –  4464084). V prvním 
kroku transfekce bylo smícháno bezsé-
rové médium s oligonukleotidy a k nim 
se pak přidal PEI. Po 15min inkubaci 
za pokojové teploty se směs přikapala 
k buňkám.

Klinický materiál

V rámci studie bylo analyzováno celkem 
74 vzorků –  39 pocházelo z dysplastické 
a 35 z přilehlé normální tkáně děložního 
hrdla. Jednalo se o vzorky z konizací pro-
váděných v letech 2011– 2014. Všechny 
pa cientky podepsaly informovaný sou-
hlas s využitím klinického materiálu k vě-
deckým účelům. 

Kvantifi kace nukleových kyselin

Celková RNA byla izolována z buněk po-
mocí TRIZOL reagentu (VWR). Po izolaci 
RNA byla stanovena její čistota a  kon-
centrace pomocí spektrometru Na-
noDrop 1000. Pro určení čistoty byl sta-
noven poměr absorbancí A260nm/ A280nm 

Summary
Background: Cervical cancer is the fourth most common cancer in women and is usually associated with human papillomavirus infection. Viral 
infections are usually characterized by morphological changes of epithelial cells; however, it is diffi  cult to determine using recently available 
screening methods whether the changes are caused by productive infection or by malignant disease. Thus, new eff orts are required to fi nd 
novel diagnostic biomarkers of cervical cancer, such as miRNAs, which are small non-coding RNAs involved in the regulation of gene expre-
ssion. Materials and Methods: miR-34c levels in cervical cancer cell lines were determined by the droplet-digital polymerase chain reaction. 
Changes in miR-34c expression in vitro were achieved by transient transfection with a specifi c miRNA mimic and inhibitor oligonucleotides. 
Cell proliferation was analyzed by crystal violet staining followed by spectrophotometric measurements. The eff ect on migratory properties 
was studied using a „scratch“ assay. Western blotting analysis was used to determine the expression of selected proteins. Results: The downre-
gulation of miR-34c expression was associated with a slight increase in cellular proliferation and a signifi cant increase in cell migration. The 
analysis of miR-34c expression performed on a set of 39 dysplastic tissues and 35 samples of healthy controls subsequently revealed a signifi cant 
diff erence (p < 0.01) in the level of this miRNA. Conclusion: Comparative expression analysis revealed lower expression of miR-34c in cervical 
precanceroses than in normal untransformed epithelium. in vitro modulation of miR-34c expression revealed its tumor suppressor role in cervical 
malignancies. 

Key words
cervical cancer – HPV – miRNA – HSIL – hsa-miR-34c – precancerosis 
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Výsledky 

Na panelu čtyř nádorových buněčných 
linií odvozených od cervikálního karci-
nomu byla pomocí ddPCR stanovena 
hladina miR-34c. Nejvyšší hladina miRNA 
byla detekována u buněčné linie Ca Ski, 
a to téměř desetinásobně vyšší v porov-
nání s ostatními testovanými buněčnými 
liniemi (graf  1). Znatelně nižší hladina 
miR-34c byla pozorována u HPV18+ bu-
něčných linií HeLa a  C-4I. U  buněčné 
linie SiHa se exprese miR-34c pohybo-
vala na hranici limitu detekce. Pro další 
studium byla vybrána HPV16+ buněčná 
linie Ca  Ski, vykazující nejvýraznější 

595 nm. Měření proliferace bylo opako-
váno ve 3 nezávislých opakováních.

„Scratch“ test

Buňky byly 24  hod po transfekci nasa-
zeny na 6jamkovou desku tak, aby se 
vytvořila konfl uentní vrstva buněk, ve 
které byla vytvořena rýha pomocí plas-
tové špičky. Postupné zacelování rýhy 
bylo pozorováno pod mikroskopem, sní-
máno každé 4  hod a  následně vyhod-
noceno pomocí Tscratch software  [10] 
(CSElab, ETH). Byly provedeny vždy cel-
kem 3 nezávislé experimenty. 

Western blott ing analýza

Buňky byly po transfekci lyzovány v  ly-
začním pufru, který obsahoval NP-40 de-
tergent, proteázové a  fosfatázové inhi-
bitory. Proteiny byly separovány pomocí 
SDS polyakrylamidové gelové elektrofo-
rézy a poté přeneseny na nitrocelulózovou 
membránu. Cílové proteiny byly deteko-
vány pomocí specifi ckých primárních pro-
tilátek rozeznávajících – p21 (118, vlastní), 
p53 (DO-1, vlastní), aktin (Santa Cruz Bio-
technology), MDM2  (2A9, vlastní) a  ná-
sledně vhodných sekundárních protilátek 
(Santa Cruz Biotechnology, USA) konju-
govaných s  peroxidázou. Signály navá-
zané protilátky byly detekované pomocí 
chemiluminiscence.

Statistika

Komparativní analýza exprese miRNA 
pocházející z  prekanceróz děložního 
hrdla vzhledem ke kontrolám tvořeným 
přilehlými netransformovanými tkáněmi 
byla provedena pomocí neparametric-
kého Mann-Whitney U testu.

a pouze RNA, u kterých byl poměr v roz-
mezí hodnot 1,9– 2,1, pak byly pře-
psané (10 ng RNA) do cDNA pomocí kitu 
(TaqMan miRNA Reverse Transcription 
Kit) s využitím specifi ckých primerů pro 
miR-34c (Applied Biosystems). Kapková 
digitální polymerázová řetězová reakce 
(droplet-digital polymerase chain re-
action –  ddPCR) byla použita pro abso-
lutní kvantifikaci molekul nukleových 
kyselin. Vzorky cDNA byly smíchány 
s  fluorescenčními sondami (TaqMan 
MicroRNA Assays, Applied Biosystems), 
mastermixem (ddPCR Supermix for Pro-
bes, Bio-Rad) a  olejem (ddPCR Dro-
plet Generation Oil for Probes, Bio-
-Rad). Pomocí generátoru mikrokapek 
(QX200  droplet generátor, Bio-Rad) se 
vytvořily olejové mikrokapky, které pak 
byly podrobeny PCR reakci dle instrukcí 
výrobce. Mikrokapky byly následně ana-
lyzovány fluorescenčním detektorem 
(QX200 droplet reader, Bio-Rad).

Analýza buněčné proliferace

Transfekované buňky byly po 24hod in-
kubaci spočítány a přesný počet buněk 
(5  000) byl nanesen na jamku 96jam-
kové desky. Buňky byly kultivovány dal-
ších 24  hod, médium následně odsáto 
a  buňky promyty. Poté byly buňky fi-
xovány a obarveny ve fi xačně-barvicím 
roztoku složeném z formaldehydu, me-
tanolu a krystalové violeti po dobu při-
bližně 20  min. Po odstranění zbytku 
barvicího roztoku byly buňky promyty 
vodou a vysušeny. Obarvené buňky byly 
rozpuštěny v 2% dodecylsíranu sodném 
(SDS) a  modré zbarvení bylo měřeno 
spektrofotometricky při vlnové délce 
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Graf 1. Pomocí ddPCR byl stanoven ab-

solutní počet kopií miR-34c vzhledem 

k dané reakční směsi (koncentrace) na pa-

nelu cervikálních buněčných linií, které 

jsou k dispozici na pracovišti RECAMO. 

ddPCR –  kapková digitální polymerázová 
řetězová reakce
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Graf 2. Stanovení proliferace u buněčných líní Ca Ski a HeLa. Celkem 24 hod po transfekci byly buňky barveny pomocí krystalové 

violeti s následným spektrofotometrickým stanovením intenzity fi alového zbarvení, které je přímo úměrné množství buněk.

NEG – negativní kontrola (buňky transfekované nespecifi ckým oligonukleotidem)
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stanovení proliferace u buněčných linií 
Ca Ski a HeLa ukázalo, že v případě inhi-
bice miR-34c lze u obou buněčných linií 
pozorovat obdobný trend, neboť buňky 
transfekované 34I vykazovaly v  porov-

vých buněk vnesen buď specifi cký in-
hibitor miR-34c (34I) s cílem redukovat 
expresi endogenní miR-34c, nebo na-
opak specifi cký oligonukleotid mimiku-
jící přítomnost miR-34c (34M). Následné 

expresi miR-34c, a  buněčná linie HeLa 
jako představitel HPV18+ buněk. 

V rámci funkční analýzy úlohy miR-34c 
během maligní transformace a progrese 
cervikálního karcinomu byl do nádoro-

NEG 34I 34M

Ca Ski

0

20

40

60

80

NEG 34I 34M

%
 ry

ch
lo

st
 m

ig
ra

ce

0

20

40

60

80

%
 ry

ch
lo

st
 m

ig
ra

ce

HeLa

Obr. 1. Analýza buněčné migrace. Celkem 36 hod po transfekci 34I nebo 34M byla stanovena schopnost buněk Ca Ski (A) a HeLa (B) 

migrovat pomocí scratch testu. Jako kontrola (NEG) sloužily buňky transfekované nespecifi ckými oligonukleotidy. Experiment byl 

proveden 3× s podobným výsledkem.

NEG – negativní kontrola (buňky transfekované nespecifi ckým oligonukleotidem)
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Imunochemická detekce prokázala, že 
po transfekci Ca Ski buněk 34M došlo 
k  mírné indukci exprese MDM2, p53, 
p21  i  LC3b, zatímco transfekce 34I ne-
měla žádný efekt (obr. 2B). 

Diskuze

miRNA hrají důležitou úlohu v řadě pato-
logických procesů, vč. maligní transfor-
mace. Mnoho prací se zabývá studiem 
odlišné exprese miRNA v  nádorových 
a  přilehlých nenádorových tkáních se 
záměrem objevit miRNA, které by mohly 
sloužit jako bio markery nebo konkrétní 
cíle využitelné při léčbě nádorových 
onemocnění.

Tumor supresorová úloha rodiny 
miR-34, jež je tvořena miR-34a/ b/ c, byla 
prokázána v řadě studií zabývajících se 
funkcí této miRNA u  nádorových one-
mocnění, konkrétně se jedná o ně kte ré 
epiteliální nádory (karcinom plic, sli-
nivky břišní, mléčné žlázy, prostaty, ža-
ludku, vaječníků, střeva a  konečníku), 
melanomy, neuroblastomy, leukemie 
a sarkomy [12]. Bylo zjištěno, že hladina 
těchto miRNA je regulována proteinem 

genní miRNA vykazovaly pomalejší mi-
graci. Z  těchto výsledků je patrné, že 
miR-34c se v epiteliálních buňkách dě-
ložního hrdla přímo podílí na inhibici bu-
něčné migrace. 

Tumor supresorovou úlohu miR-34c 
potvrzují i výsledky analýzy prekanceróz 
pocházejících z  děložního hrdla. Kon-
krétně byla hladina miR-34c stanovena 
u 39 HSIL a u 35 přilehlých netransfor-
movaných tkání. Z grafu 3 je patrné, že 
exprese miR-34c byla u dysplazií signi-
fi kantně snížena (p < 0,01) v porovnání 
s přilehlou zdravou tkání. 

S cílem nastínit mechanizmus, který 
by se mohl uplatňovat při regulaci ex-
prese miR-34c, bylo použito srovnání 
sekvencí s on-line databází MethHC [11]. 
Zřetelně se ukázalo, že ve vzorcích po-
cházejících z nádorových tkání dochází 
často k  hypermetylaci promotoru pro 
miR-34c v porovnání s kontrolními zdra-
vými tkáněmi (obr.  2A). Na základě již 
publikovaných článků, které úzce pro-
pojují miR-34c a p53, jsme sledovali, zda 
budou mít změny v hladině miR-34c vliv 
na expresi p53 a jeho cílových molekul. 

nání s  kontrolními buňkami intenziv-
nější proliferaci (graf 2). V případě trans-
fekce 34M nebyly výsledky konzistentní. 
Buněčná proliferace byla měřena také 
po 36 a 48 hod s podobným výsledkem.

Možnost, že se miR-34c nějakým způ-
sobem účastní mechanizmů zodpověd-
ných za citlivost/ rezistenci nádorových 
buněk karcinomu děložního hrdla k che-
moterapeutikům, byla analyzována po-
mocí testu viability (MTT test). Buňky 
transfekované 34I nebo 34M byly vysta-
veny působení cytostatik běžně použí-
vaných při chemoterapii, konkrétně to-
potekanu, cis platině a paklitaxelu. Bylo 
však zjištěno, že změna v hladině miR-34c
zásadním způsobem neovlivnila citli-
vost buněk odvozených od cervikálního 
karcinomu k  testovaným cytostatikům 
(data neuvedena).

Vliv miR-34c na buněčnou migraci 
byl stanoven pomocí tzv. scratch testu. 
Buňky transfekované 34I migrovaly vý-
razně rychleji než kontrolní buňky 
(obr.  1). Naproti tomu buňky transfe-
kované 34M sloužícím jako umělá exo-
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Graf 3. Komparativní analýza hladiny 

miR-34c u cervikálních prekanceróz (T) 

a přilehlé netransformované tkáně (N).

Obr. 2. A) Analýza metylací promotoru miR-34c s využitím online databáze MetHC. 

Intenzita metylace promotoru pro miR-34c byla porovnávána mezi vzorky pocházejí-

cími ze souboru CESC  a zdravými kontrolami (vlevo); **p < 0,005. B) Imunochemická 

analýza změn exprese vybraných proteinů po transfekci buněk Ca Ski a HeLa inhibito-

rem miR-34c (34I) a miR-34c mimikujícími oligonukleotidy (34M).

CESC – cervikální spinocelulární karcinom a endocervikální adenokarcinom
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ných liniích odvozených od cervikálního 
karcinomu podílela na inhibici buněčné 
proliferace a schopnosti buněk migrovat. 
Tyto výsledky potvrzují důležitou úlohu 
miR-34c v patogenezi a progresi cervikál-
ních malignit na molekulární úrovni a na-
značují možnosti jejího budoucího vyu-
žití v onkogynekologické praxi. 

Závěr

Funkční analýza exprese miR-34c v  lid-
ských nádorových buněčných liniích od-
vozených od karcinomu děložního hrdla 
prokázala tumor supresorovou úlohu 
této miRNA. Signifi kantní rozdíl v hladině 
miR-34c mezi HSIL a normálním dlaždi-
cobuněčným cervikálním epitelem, kde 
je exprese miR-34c výrazně vyšší, zře-
telně dokresluje význam miR-34c při kar-
cinogenezi děložního hrdla. 
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p53, který indukuje jejich expresi při ge-
notoxickém stresu obvykle vedoucím 
k poškození DNA  [13]. V návaznosti na 
zvýšenou expresi rodiny miR-34 pak ob-
vykle dochází k indukci apoptózy a bu-
něčné senescence. Nejznámějším zá-
stupcem rodiny miR-34  je miR-34a, 
v případě této miRNA bylo popsáno sní-
žení hladiny i  u  karcinomu děložního 
hrdla v porovnání s přilehlými netrans-
formovanými tkáněmi, a to hned v ně-
kolika nezávislých studiích [14,15]. Stran 
miR-34c a cervikálních malignit jsou stá-
vající literární zdroje značně omezenější. 
Expresním profilováním cervikálních 
prekanceróz a hierarchickou klastrovou 
analýzou bylo identifi kováno 12 odlišně 
regulovaných miRNA, vč. miR-34c. Stu-
die deklaruje, že na základě identifi ko-
vaného panelu miRNA je možné rozlišit, 
zda se jedná o dysplastický epitel, nebo 
normální tkáň [16]. 

V naší práci jsme se zaměřili na validaci 
úlohy miR-34c jako nádorového supre-
soru a na možnosti jejího využití při de-
tekci cervikálních dysplazií. miR-34c po-
tvrdila svůj diskriminační potenciál při 
expresní analýze, která prokázala její sní-
ženou hladinu u prekanceróz ve srovnání 
s  kontrolní netransformovanou tkání. 
Současně tato miRNA vykazovala rysy ná-
dorového supresoru, neboť se při funkč-
ních analýzách na modelových buněč-
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Summary
Background: Myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) contribute to tumor escape from host 
immune surveillance and to tumor progression by producing tumor-promoting factors. We 
focused on clinical and analytical MDSCs-related issues as potential bio markers and immune 
regulators involved in tumor progression. Patients and Methods: We analyzed 10 patients with 
advanced colorectal carcinoma (CRC) with (M1 subgroup) or without (M0 subgroup) distant 
metastases at dia gnosis. Peripheral blood was collected at dia gnosis prior to treatment and 
subsequently 12 months after therapy initiation. Using multicolor fl ow cytometry MDSC sub-
sets were evaluated. Monocytic MDSCs (M-MDSCs) were detected as CD45+ CD11b+ CD33+ 
HLA-DRlow/ − CD14+ CD15–, granulocytic MDSCs (CD33hi PMN-MDSC) were detected as CD45+ 
CD11b+ CD33hi HLA-DRlow/ − CD14− CD15+. For analytical and preanalytical studies, random fresh 
blood specimens predominantly from cancer patients were analyzed. Results: Levels of circu-
lating M-MDSCs were not associated with metastatic disease within advanced CRC patients. 
Levels of circulating CD33hi PMN-MDSCs were elevated in patients with distant metastases 
compared to T3 M0 subgroup. Circulating M-MDSCs increased upon treatment initiation in 
9 out of 10 patients. CD33hi PMN-MDSCs substantially dropped upon treatment initiation in 
5 out of 10 patients and substantially increased in 2 out of 10 patients. Analytical part showed 
that absolute and relative counts within each MDSC subset are correlated. Coeffi  cient of va-
riation (CV) for repeatability was 6–11% for M-MDSCs and 25–44% for CD33hi PMN-MDSCs. 
CV for reproducibility was higher with 8–22% for M-MDSCs and 35-79% for CD33hi PMN-MDSCs 
demonstrating that delay in measurement of MDSCs in whole blood specimen may distort 
quantifi cation of circulating MDSC subsets. Conclusion: The quantifi cation of MDSC subsets is 
substantially dependent on the type of specimen examined and its preanalytical processing. 
Exploratory analysis of M-MDSCs and CD33hi PMN-MDSCs in CRC patients revealed diff erent 
dynamics of M-MDSC and CD33hi PMN-MDSC subsets in the context anti-cancer treatment. 

Key words
myeloid-derived suppressor cells – preanalytics – colorectal cancer – fl ow cytometry – immune 
monitoring
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Introduction

Cancer development is caused by 
accumulation of intrinsic cellular 
changes that are shaped by host-related 
factors such as inflammatory cells 
and cytokine/ chemokine levels in the 
tumor macro and microenvironment. 
Chronic infl ammation supports cancer 
angiogenesis, glycolytic phenotype 
and Th2  immune response and thus 
contributes to cancer progression [1,2]. 

Myeloid-derived suppressor cells 
(MDSCs) are regulatory myeloid cells
with capability to inhibit T-cell effect or 
functions. MDSCs can elicit their immu-
nosuppressive functions by va rious 
mechanisms relying on production of 
1. immunoregulatory enzy mes, such as 
arginase-1, indoleamine 2,3 dio xygenase 
and nitric oxide synthase 2; 2. reactive 
oxygen species and 3. suppres sive 
cytokines, such as TGF�, IL-10 and IL-8. The 
latter is associated with tolerogenic action 
of MDSCs leading to T-cell tolerogenic 
phenotype or Treg cell expansion.

In recent years, MDSCs were studied in 
the context of tumor growth where they 
contribute to tumor escape from the 
host immune surveillance [3] and in the 
context of their targeting by anticancer 
therapeutics. Association between in-
creased circulating MDSC number and 
worse prognosis has been reported 
across various cancer types (summarized 
and reviewed in [4]). 

In humans, MDSC are characterized as 
CD33+ cells, common myeloid marker, 
and CD11b+ with no marker for mature 
lymphoid or myeloid on their membrane 
including HLA-DR. Further, MDSCs can 
be divided into two main groups based 
on expression CD14 and CD15 as CD14+ 
CD15– monocytic MDSCs (M-MDSCs) and
CD14– CD15+ granulocytic MDSCs (PMN-
MDSCs) [5]. Published data show great va-
riability in immunophenotype of cells 
evaluated as “MDSCs” in cancer-related 
studies in humans  [4]. Majority of pub-
lished studies focuses on M-MDSCs or total 
MDSCs. Granulocytic fraction of MDSCs 
can be defi ned as low density immature 
myeloid PMN-MDSCs or CD33hi mature 
presumably activated PMN-MDSCs [1].

We have previously shown increased 
numbers of circulating M-MDSC in colo-
rectal cancer (CRC) patients compared to 
control population [6]. In recent work, we 
focused on MDSC subsets in the clinically 
relevant context pharmacologically 
administered G-CSFs [1].

Here, we addressed analytically and 
clinically relevant issues relating to 
circulating MDSC subsets as potential 
cancer bio markers and immune re-
gulators in cancer patients. 

Material and methods

Patients

The CRC group was pilot part of the 
Colobio me project approved by the 

Ethics Board of Masaryk Memorial 
Cancer Institute (MMCI), Brno, Czech 
Republic, and all patients signed in  -
form ed consent for the study. Patients 
were enrolled to the study at the time 
of dia gnosis of advanced CRC with 
(M1 subgroup) or without (M0 subgroup) 
distant metastases at dia gnosis. The 
analysis of circulating MDSC subsets 
was performed at dia gnosis prior 
treatment and subsequently 12 months 
after therapy initiation. For analytical 
and preanalytical studies, random fresh 
blood specimens predominantly from 
cancer patients were analyzed.

Circulating MDSC subset detection

Peripheral blood specimens were col-
lected in a  2.6 ml S-Monovette® tube
with tripotassium ethylenediamine-
tetraacetic acid (K3EDTA) anticoagulant 
in a phlebotomy room in close proximity 
to the laboratory where the analysis 
was performed. The blood specimens 
were mixed for several minutes on the 
roller mixer. Immediately after that,
complete blood count and diff erential 
was obtained on Sysmex XE-5000 
haematology analyzer. Total white blood 
cell count was used for calculation of the 
absolute count of MDSC subsets. MDSC 
subsets were evaluated within 3 hours 
after blood withdrawal by Navios fl ow 
cytometer and software (Beckman 
Coulter) by multicolour protocol using 

Souhrn 
Východiska: Myeloidní supresorové buňky (MDSCs) přispívají k úniku nádoru imunitní kontrole a podporují nádorový růst produkcí růstových 
faktorů. Zaměřili jsme se na klinické a analytické otázky týkající se MDSCs jako potenciálních bio markerů a imunitních regulátorů, které se po-
dílejí na progresi nádoru. Soubor pacientů a metody: Analyzovali jsme skupinu 10 pacientů s pokročilým kolorektálním karcinomem (colorectal 
carcinoma – CRC) a přítomnými metastázami (podskupina M1), nebo bez metastáz (podskupina M0) v době dia gnózy. Krev byla pacientům ode-
brána v době dia gnózy před zahájením protinádorové léčby a dále 12 měsíců po zahájení léčby. Fluorescenční imunoanalýzou na průtokovém 
cytometru byly detekovány subpopulace MDSCs – monocytární MDSC (M-MDSCs) s imunofenotypem CD45+ CD11b+ CD33+ HLA-DRlow/ − CD14+ 

CD15– a granulocytární MDSC (CD33hi PMN-MDSC) s imunofenotypem CD45+ CD11b+ CD33hi HLA-DRlow/ − CD14– CD15+. V preanalytické a analy-
tické části studie byly změřeny náhodně vybrané vzorky krve pacientů s onkologickou dia gnózou. Výsledky: Hladina cirkulujících M-MDSCs není 
asociována s metastatickým CRC. Naopak cirkulující CD33hi PMN-MDSCs byly zvýšeny u pacientů se vzdálenými metastázami (M1) v porovnání 
s T3 M0 podskupinou. Cirkulující M-MDSCs byly zvýšeny po podání chemoterapeutické léčby u 9 z 10 pacientů. CD33hi PMN-MDSCs značně po-
klesly po zahájení léčby u 5 z 10 pacientů a byly zvýšeny u 2 z 10 pacientů. Absolutní a relativní počty MDSCs spolu korelovaly a oba mohou být 
použity pro kvantifi kaci MDSCs. Variační koefi cient (CV) opakovatelnosti byl 6–11 % pro M-MDSCs a 25–44 % pro CD33hi PMN-MDSCs. CV mezi-
lehlé preciznosti byl vyšší – 8–22 % u M-MDSCs a 35–79 % u CD33hi PMN-MDSCs, což ukazuje, že časová prodleva měření MDSCs ve vzorku plné 
krve ovlivňuje množství detekovaných MDSCs. Závěr: Kvantifi kace subpopulací MDSC je závislá na typu zkoumaného vzorku a jeho preanaly-
tickém zpracování. Explorativní analýza M-MDSCs a CD33hi PMN-MDSCs u pacientů s CRC ukázala, že dynamika cirkulujících MDSCs před a po 
podání protinádorové léčby je odlišná s ohledem na konkrétní subset myeloidních supresorových buněk. 

Klíčová slova
myeloidní supresorové buňky – preanalytika – kolorektální karcinom – průtoková cytometrie – imunomonitoring
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fl uorescence-labelled antibodies CD33-
FITC, CD14-PE, HLA-DR-PC5, CD11b-
APC, CD45-PacBlue, CD15-KrO from 
Beckman Coulter. M-MDSCs were 
detected as CD45+ CD11b+ CD33+ HLA-
DRlow/ − CD14+ CD15− and CD33hi PMN-
MDSC subset was detected as CD45+ 
CD11b+ CD33+ HLA-DRlow/ − CD14− CD15+. 
The number of MDSCs was expressed as 
percentage from total circulating white 
blood cells and as an absolute MDSC 
count calculated from total white blood 
cell count. 

Statistical analysis

Wilcoxon test was used to compare 
medians in two groups. Absolute MDSC 
counts at dia gnosis and after treatment 
were compared by paired variant of 
Wilcoxon test. All statistical tests were 
performed by the R software version 
3.5.1. p-values < 0.05 were considered to 
be statistically signifi cant.

Results and discussion

Circulating MDSC subsets – analytical 

and preanalytical aspects 

Using multicolor immunophenotyping 
protocol, we enumerated M-MDSCs and 
CD33hi PMN-MDSCs in fresh peripheral 
blood specimens. The majority of studies 
on MDSC in humans are performed 
using peripheral blood. The number of 
MDSCs can be reported as absolute cell 
count per volume of blood or as relative 
count such as percentage of cell in total 
white blood cells (WBC) and the latter 
approach to quantifi cation of circulating 
MDSC numbers prevails. Here we show 
that in both MDSC subsets absolute and 
relative counts are correlated (Fig. 1a) 
and therefore equal information may 
be derived from either method of MDSC 
enumeration. 

Quantification of circulating MDSCs
may be infl uenced by several preanaly-
tical and analytical factors. First, for 
practical reasons, MDSCs are often 
investigated in cryopreserved separated 
peripheral blood mononuclear cell
(PBMC) specimens. Gradient centrifu-
gation used for PBMC isolation can 
be expected to deplete PMN-MDSCs 
together with granulocytes. Moreover, 
cryopreservation of PBMC samples 
de creases MDSCs and mainly their 
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Fig. 1. a) Comparison of relative and absolute MDSC enumeration in peripheral blood. 

MDSCs were evaluated in 38 samples of peripheral blood withdrawn to K3EDTA from 

control group and patients with CRC at the time of diagnosis. b) Time-to-analysis rela-

ted changes of M-MDSC relative count. Measurement of M-MDSCs was performed in 

three whole blood specimens of CRC patients in 2, 7, 24 and 48 hours from blood col-

lection into K3EDTA. 

MDSCs – myeloid-derived suppressor cells, K3EDTA – tripotassium ethylenediamine-
tetraacetic acid, M-MDSC – monocytic MDSCs, CRC – colorectal cancer, WBC – white 
blood cell
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CD33hi PMN-MDSCs demonstrating 
that delay in measurement of MDSCs 
in whole blood specimen may distort 
quantification of circulating MDSC 
subsets. M-MDSCs are defined and 
detected as HLA-DR–/ low+ cells and 
expression of this marker is vulnerable 
to the down and up-regulation on 
cell surface upon blood collection 
into anticoagulants  [10]. We observed 
transient increase of M-MDSC in K3EDTA-
anticoagulated whole blood specimen 
in the time point 7 hours from the blood 
collection that dropped at day 2 and 3 
(Fig. 1b). As M-MDSC enumeration is 

K3EDTA whole blood specimens of CRC 
patients to assess 1) reproducibility in 
time and 2) repeatability immediately 
after blood collection. Repeatability 
was performed on four independent 
measurements within 2  hours from 
blood collection. Reproducibility was 
performed in subsequent time points 
– 2, 7, 24 and 48 hours from the blood 
collection while storing blood specimen 
at 2–8 °C. Coeffi  cient of variation (CV) for 
repeatability was 6–11% for M-MDSCs 
and 25–44% for CD33hi PMN-MDSCs. 
CV for reproducibility was higher with 
8–22% for M-MDSCs and 35–79% for 

granulocytic subset due to their fragile 
nature  [7,8]. Second, time between 
blood collection and the measurement 
probably also infl uences frequency of 
circulating MDSCs. However, publish ed
data are not consistent in this res-
pect  [8,9]. Time-to-analysis related 
changes in M-MDSC frequency may be 
caused by adhesion of the monocytic 
cells to the vial surface or by phenotype 
changes  [8]. Granulocytic cells on 
the other hand loose viability in the 
stored blood specimens. We tested 
analytical variability (measurement 
precision) of MDSC quantification in 

p = 0.24

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

M0 M1

 

M
−

M
D

SC
 c

ou
nt

 
 (1
0

9
l)

a

p = 0.014

0.000

0.002

0.004

0.006

M0 M1

 

CD
3

3
hi

 P
M

N
−

M
D

SC
 c

ou
nt

  (
10

9
l)

b

p = 0.008

0.0

0.2

0.4

at diagnosis after chemotherapy

 

M
−

M
D

SC
 c

ou
nt

  (
10

9
l)

M0

M1

c

p = 0.19

0.000

0.002

0.004

0.006

at diagnosis after chemotherapy

 
CD

3
3

hi
 P

M
N

−
M

D
SC

 c
ou

nt
  (

10
9

l)
M0

M1

d

Fig. 2. a) Diff erence in baseline M-MDSC counts in patients with primary metastatic CRC (M1) and patients without detected me-

tastases (M0) at diagnosis. b) Diff erence in baseline circulating CD33hi PMN-MDSC counts in colorectal patients with metastatic 

disease (M1) and advanced CRC without distant metastases (M0) at diagnosis.c) Comparison of absolute circulating M-MDSC count 

at diagnosis and after chemotherapy initiation in advanced CRC patients. d) Comparison of absolute circulating CD33hi PMN-MDSC 

count at diagnosis and after chemotherapy initiation in advanced CRC patients. 

M-MDSC – monocytic myeloid-derived suppressor cells, CRC – colorectal cancer, CD33hi PMN-MDSC – granulocytic MDSCs
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isolated and frozen PBMCs) and its 
preanalytical processing in terms of 
the delay be tween blood withdrawal 
and MDSC enumeration. Analysis of 
MDSC subsets in CRC patients revealed 
different dynamics of M-MDSCs and 
CD33hi PMN-MDSCs in the context anti-
cancer treatment and therefore the bio-
marker potential of MDSC should be 
explored with respect to distinct MDSC 
subsets. 
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increased upon treatment initiation 
in 9 out of 10 patients (Fig. 2c). CD33hi 
PMN-MDSCs substantially dropped 
upon treatment initiation in 5  out of 
10 patients and substantially increased 
in 2 out of 10 patients (Fig. 2d). There-
fore, circulating MDSC subsets, namely 
M-MDSC and CD33hi PMN-MDSCs, 
revealed unbalanced relation to the 
disease extent and different time-
dependence in the context of anti-can-
cer therapy, which pointed out that 
circulating M-MDSCs and CD33hi PMN-
MDSCs should not be evaluated as 
a  pooled cell type in clinical cancer 
research. 

It is not yet clear whether elevation 
of a particular circulating MDSC subsets 
refl ects rather the presence and extent of 
malignant disease or functional cancer-
promoting properties of the tumor, 
including level of immune suppression 
and vascular endothelial growth factor 
stimulation, or the host response to the 
disease, such as acute-phase marker. 
Exploring a  correlation of circulating 
MDSC subsets and routinely exploited 
acute phase marker, C-reactive protein 
(CRP), we observed that unlike WBC 
count, number of circulating M-MDSCs 
or CD33hi PMN-MDSCs was not asso ciat -
ed with plasma CRP elevation in CRC pa-
tients at the dia gnosis (data not shown).

Conclusions

In recent years, scientific interest 
in the role of immunosuppressive 
MDSCs in cancer has moved to clinical 
research and is approaching the clinical 
practice. Detection of human MDSCs 
requires multicolor flow cytometry to 
distinguish MDSC subsets. Beyond the 
issue of immunophenotypic MDSC 
definition, the quantification of both 
M-MDSC and CD33hi PMN-MDSCs is 
substantially dependent on the type 
of specimen examined (full blood vs. 

critically dependent on the expression 
of HLA-DR molecule on monocytes, 
the recommendations for preanalytical 
handling of specimen for HLA-DR/ mono 
analysis should be followed when 
M-MDSCs are quantified. To detect 
the level of HLA-DR on monocytes to 
evaluate the level of immunosuppression 
in sepsis, it is recommended to perform 
the cell staining within 2  hours 
after sampling  [11]. Taken together, 
inconsistency in quantification of 
CD33hi PMN-MDSCs related to delay 
from blood collection to analysis is 
likely to be attributed to fragility of 
granulocytic cells and to some extent 
also by unspecifi c binding of antibodies 
to decayed non-viable cells. The main 
cause in variation in M-MDSC count 
within time to analysis of whole blood 
is caused by ex vivo changes in HLA-DR 
surface expression. We conclude that 
a laboratory providing quantifi cation of 
circulating MDSC subsets in peripheral 
blood should develop robust and 
consistent approach to preanalytics 
not only in term of the type of anti-
coagulants used for blood collection but 
also in terms of storage conditions and 
exact time from the blood collection to 
analysis. 

Circulating MDSC subsets 

in CRC patients 

In our exploratory analysis of 10 patients 
with advanced CRC treated with stan-
dard adjuvant or palliative treatment 
predominantly with fl uoropyrimidines, 
we observed diff erent therapy-related 
dynamics in MDSC subsets. Levels 
of circulating M-MDSCs were not as -
sociated with metastatic disease 
within advanced CRC patients (Fig. 2a). 
Levels of circulating CD33hi PMN-
MDSCs were elevated in patients with
distant metastases compared to T3 M0
subgroup (Fig. 2b). Circulating M-MDSCs 
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Současné metody analýzy mikroRNA

Current Methods of microRNA Analysis

Bartošík M., Jiráková L.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
Východiska: ImikroRNA (miRNA) jsou krátké nekódující molekuly RNA regulující genovou ex-
presi vazbou na mRNA. Ovlivňují řadu fyziologických procesů, vč. buněčné proliferace, diferen-
ciace nebo apoptózy, a mají tak výrazný vliv na vývoj nádorových i jiných onemocnění. Před-
stavují proto slibnou skupinu nádorových bio markerů využitelných např. v časné dia gnostice, 
v predikci odpovědi na léčbu, při záchytu relapsu nebo při klasifi kaci nádorů do molekulárních 
subtypů. Cíl: Detekce miRNA vyžaduje různé sofi stikované strategie zejména kvůli jejich krátké 
délce, značné sekvenční podobnosti mezi miRNA patřící do stejné rodiny, i pro jejich často 
velmi nízkou hladinu ve studovaném vzorku. V této práci jsou zmíněné standardně používané 
metody, např. reverzní transkripce s následnou polymerázovou řetězovou reakcí, microarrays 
nebo sekvenování nové generace, a rovněž jsou porovnány různé komerčně dostupné sady pro 
detekci miRNA. Hlavní důraz je kladen na nově vyvíjené technologie a metody, které by mohly 
současnou analýzu zlevnit nebo urychlit. Představeny jsou např. alternativní amplifi kační 
techniky (izotermální amplifi kace, hybridizační řetězová reakce), různé typy nanomateriálů, 
speciální proteiny se schopností vázat miRNA, a řada bio senzorů využívající optickou nebo 
elektrochemickou detekci. Závěr: Důležitost miRNA vedla k obrovskému nárůstu počtu nově 
vyvíjených metod. Většina z nich ovšem nebyla testována na klinickém materiálu, takže je těžké 
určit jejich eventuální aplikovatelnost do praxe. Pro komerční využití nových metod bude proto 
nutné provést jejich přísnou validaci pomocí standardních metod nejenom na modelových 
systémech, ale zejména u klinických vzorků.

Klíčová slova
mikroRNA – regulace genové exprese – nádorové bio markery – RT-PCR – bio senzory

Summary
Background: MicroRNA (miRNA) are a class of short non-coding RNA molecules that regulate 
gene expression at the post-transcription level by binding to mRNA. By aff ecting many phys-
iological processes, including cellular proliferation, diff erentiation, and apoptosis, they have 
a major impact on the development of cancer as well as other diseases. Hence, miRNAs could 
serve as potential tumor biomarkers in e.g. early diagnostics, predicting responses to therapy, 
monitoring relapse, and molecular classifi cation of tumors. Aim: miRNA detection requires va-
rious sophisticated strategies due to the small size, sequence similarity among family mem-
bers, and often very low levels of miRNAs in analyzed samples. This review describes standard 
techniques of miRNA detection, such as the reverse transcriptase polymerase chain reaction, 
microarrays, and next-generation sequencing, and compares several commercially available 
detection kits. Major emphasis is given to newly developed technologies and methods, which 
could make the analysis cheaper and quicker. We present, for instance, alternative amplifi cation 
techniques (isothermal amplifi cation and the hybridization chain reaction), diff erent types of 
nanomaterials, special proteins used in miRNA analysis, and a number of biosensors utilizing 
optical or electrochemical detection. Conclusion: The importance of miRNA has led to a huge 
increase in the number of new methods. Most of them, however, have not been tested on clini-
cal material, and thus it is diffi  cult to assess their potential usefulness in routine practice. Their 
commercial application strongly depends on strict validation with standard techniques using 
not only model systems, but also clinical samples.

Key words
microRNA – gene expression regulation – tumour biomarkers – reverse transcription PCR – 
biosensors
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Úvod

O důležitosti a  významu mikroRNA 
(miRNA) již dnes není pochyb. Tyto 
krátké nekódující molekuly RNA s  prů-
měrnou délkou 22  bází kontrolují ex-
presi mnoha proteinů, a  ovlivňují tak 
řadu fyziologických procesů, jako je bu-
něčná proliferace, diferenciace, apo-
ptóza, vývoj a  růst orgánů, imunita 
nebo metabolizmus [1]. Od objevu první 
miRNA v háďátku obecném (Caenorhab-
ditis elegans) uplynulo už čtvrtstoletí [2], 
během kterého přibylo do celosvětové 
databáze těchto molekul, známé jako 
miRBase  [3], přes 38  000  nových sek-
vencí (verze 22, 04/ 2018), z  toho bez-
mála 2 000 lidských miRNA. Když v roce 
2002  skupina profesora Croceho uči-
nila významný objev popisující deregu-
laci miR-15 a miR-16 u chronické lymfo-
cytární leukemie [4], odstartovala se tím 
doslova nová éra výzkumu miRNA ja-
kožto potenciálních bio markerů nádoro-
vých onemocnění.

Vznik nové miRNA neboli tzv. bio ge-
neze probíhá v několika krocích: 1. syn-
téza dlouhých primárních transkriptů 
(pri-miRNA) z nekódujících oblastí DNA 
pomocí RNA polymerázy II; 2. jaderné 
štěpení pri-miRNA pomocí endonuk-
leázy Drosha na cca 60–70  nukleotidů 
dlouhou vlásenkovou RNA známou 
jako pre-miRNA; 3. transport pre-miRNA 
z  jádra do cytoplazmy pomocí expor-
tinu-5; 4. štěpení endonukleázou Dicer, 
která z  pre-miRNA vytvoří krátký du-
plex miRNA-miRNA* o délce cca 22 bází; 
5. vazba duplexu na katalyticky aktivní 
argonautový (AGO) proteinový kom-
plex, čímž dochází k vyloučení a degra-
daci miRNA* vlákna za vzniku tzv. RISC 
komplexu (RNA-induced slencing com-
plex). Jedná se o ribonukleoproteinový 
komplex obsahující vedoucí vlákno 
miRNA, odpovědný za samotnou post-
-transkripční regulaci genové exprese.

Již první publikované výsledky nazna-
čily, že miRNA ovlivňuje genovou ex-
presi vazbou na nepřekládanou oblast 
na 3’ konci mRNA (3’ untranslated region 
– UTR), i  když konkrétní mechanizmus 
byl dlouho předmětem diskuzí. V  sou-
časnosti převažuje model rozštěpení cí-
lové mRNA v případě dostatečné kom-
plementarity miRNA a represe translace, 
pokud je miRNA komplementární jen 

zčásti  [5]. Jelikož jsou vazebná místa 
krátká a  nemusí být plně komplemen-
tární, je běžné, že jedna miRNA sekvence 
reguluje translaci stovek mRNA a  že 
translace jedné mRNA může být regulo-
vána několika miRNA současně.

Velikostí, chemickým složením i funkcí 
jsou miRNA velmi blízké jinému typu 
krátkých nekódujících RNA molekul, a to 
siRNA (small interfering RNA). Je mezi 
nimi ovšem několik významných odliš-
ností. Za prvé, geny kódující miRNA jsou 
odlišné od ostatních kódujících oblastí 
a  z  původně jednořetězcového tran-
skriptu vniká úpravami fi nální miRNA; 
oproti tomu siRNA pochází z  dlouhé 
dvouřetězcové RNA, často exogen-
ního původu, z transpozonů či virů [6]. 
Za druhé, sekvence miRNA jsou vysoce 
konzervovány napříč příbuznými orga-
nizmy, zatímco siRNA tuto vlastnost ne-
vykazují. miRNA dále potlačují expresi 
často nesouvisejících vzdálených genů, 
kdežto siRNA obvykle ovlivňuje to místo 
genomu, ze kterého pochází [6].

Jak už bylo zmíněno, funkce miRNA 
jsou různorodé. Nejjednodušším způso-
bem, jak určit funkci dané miRNA, je sle-
dovat změnu fenotypu na nižších orga-
nizmech po její deregulaci. Příkladem 
jsou lin-4  nebo let-7  u  hlístic regulující 
přechod mezi jednotlivými larválními 
stadii  [7]. Pro většinu miRNA však tyto 
experimenty chybí, a  jejich funkci je 
proto nutno pouze odhadnout. K tomu 
slouží různé bio informatické nástroje 
predikující cílovou mRNA, na kterou se 
daná miRNA váže  [8], a  předpovídající 
možný účinek miRNA, který se až ná-
sledně ověřuje experimentálně. Mezi 
nejznámější bezplatné online nástroje 
patří miRanda [9], TargetScan [10], miR-
Walk [11] nebo miRDB [12].

Role miRNA v karcinogenezi

Bylo prokázáno, že miRNA mohou re-
gulovat většinu aspektů maligní trans-
formace, jako je produkce růstových 
signálů, deregulace buněčného cyklu, 
blokování apoptózy či podpora angio-
geneze a metastazování. Exprese miRNA 
je tkáňově i  nádorově specifická, při-
čemž abnormální hladiny miRNA v ná-
dorech mají zásadní vliv na vývoj one-
mocnění  [13]. Obecně vzato dělíme 
miRNA do dvou skupin, a  to na tumor 

supresorové a onkogenní (obr. 1). Tumor 
supresorové miRNA tlumí expresi on-
kogenů, a  oproti zdravé tkáni tak mají 
v  nádorech výrazně sníženou hladinu. 
Příkladem je rodina miR-34, jejímiž cíli 
jsou transkripty mnoha onkogenů (např. 
BCL-2, c-MYC nebo MDM4) a  která je 
sama transkripčně regulována nádoro-
vým supresorovým proteinem p53. Mezi 
tumor supresorové miRNA dále řadíme 
např. rodiny let-7 a miR-200, které jsou 
rovněž častým předmětem studií, např. 
u nádorů prsu a plic [14].

Oproti tomu onkogenní miRNA, je-
jichž funkcí je inhibice tumor supreso-
rových genů, jsou v nádorech nadměrně 
exprimovány, a jejich hladiny jsou tudíž 
vyšší v porovnání se zdravou tkání. Asi 
nejvíce studovanou onkogenní miRNA 
je miR-21, kódovaná v  chromozomální 
oblasti 17p23.2. Zvýšená amplifikace 
této oblasti byla pozorována u řady ná-
dorových onemocnění, především pak 
nádorů prostaty, vaječníků, prsu nebo 
plic [15]. Experimentálně pak bylo pro-
kázáno, že při indukci miR-21 v nádoro-
vých modelech (extrahované buňky plic-
ního karcinomu injektované do myši) 
došlo ke zvýšení tumorigeneze  [16]. 
Dalšími příklady často studovaných 
onkogenních miRNA jsou miR-155, 
miR-210 nebo miR-221 díky jejich zvý-
šené hladině v nádorech [14].

Z výše uvedeného vyplývá, že miRNA 
představují velmi slibnou skupinu nádo-
rových bio markerů, navíc dobře korelují-
cích se známými klinicko-patologickými 
charakteristikami  [13]. Jsou detekova-
telné jednak v nádorové tkáni, kde fun-
gují zejména jako prognostické nebo 
prediktivní bio markery či zpřesňují mo-
lekulární klasifi kaci nádorů, tak i  v  těl-
ních tekutinách (krev, moč, sliny atd.) 
pro potřeby časné dia gnostiky onemoc-
nění nebo záchytu relapsu. Stejně tak 
se ukazuje důležitost miRNA v  patolo-
gii solidních nádorů, např. u  kolorek-
tálního a  renálního karcinomu, nádorů 
plic a  prostaty, melanomu nebo glio-
blastomu  [17], ale i  u  hematoonkolo-
gických malignit  [18]. Můžeme se ptát, 
proč vůbec dochází ke změnám v  ex-
presi miRNA v nádorové tkáni. Možností 
je hned několik – během karcinogeneze 
může docházet k  poškození těch částí 
chromozomů, které kódují geny pro 
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celou miRNA, nebo by v  opačném pří-
padě byly značně krátké, a  tudíž velmi 
nespecifické. Další problém spočívá 
ve značné sekvenční podobnosti mezi 
miRNA, které patří do stejné rodiny (ob-
vykle vykazují i podobné funkce a roz-
místění v  genomu  [23]). V  rámci jedné 
miRNA rodiny se sekvence často liší 
pouze jediným nukleotidem, a je proto 
vyžadována velmi vysoká specifi cita sta-
novení. Výzvou může být i  velmi nízká 
hladina hledané miRNA, často nedosa-
hující > 0,01 % z celkové RNA izolované 
z bio logického materiálu [24]. Nicméně 
stanovení miRNA má i výhody, např. zvý-
šenou odolnost vůči enzymům degra-
dujícím RNA (RNázám) [25].

V počátcích detekce miRNA se na-
vázalo na již zavedené a  běžně použí-
vané metody pro analýzu molekul RNA, 
u nichž byl pouze modifi kován postup, 
a podmínky byly přizpůsobeny krátkým 
strukturám. Tyto metody jsou ověřené 
praxí a  jsou využívány dodnes (tab. 1). 
Řadí se mezi ně kvantifi kace RNA zalo-
žená na reverzní transkripci a následné 
PCR (reverse transciption polymerase 

supresorové miRNA, tzv. substituční te-
rapie pomocí miRNA mimics, která má 
pomoci navodit fyziologický stav. Díky 
tomu, že se tyto molekuly v těle běžně 
vyskytují, je pozorováno méně vedlej-
ších účinků než u  jiných protinádoro-
vých léčiv [21].

Kromě protinádorové léčby se vývoj 
léčiv cílených na miRNA zaměřuje také 
na virová a zánětlivá onemocnění, neu-
rologické a  kardiovaskulární poruchy 
a na onemocnění spojená s poruchami 
metabolizmu. Nejdále je prozatím v tes-
tování léčivo Miravirsen (vyvinuto v San-
taris Pharma), které potlačuje zvýšenou 
expresi miR-122  u  hepatitidy C a  které 
bylo v roce 2017 testováno v pokročilejší 
klinické studii fáze II [22].

Standardní metody stanovení 

miRNA 

Při detekci miRNA je potřeba překonat 
mnohá úskalí. Vzhledem k jejich krátké 
sekvenci nelze například u  polymerá-
zové řetězové reakce (polymerase chain 
reaction – PCR) použít tradiční primery, 
neboť jejich sekvence by pokrývaly buď 

miRNA  [19]; časté jsou i  epigenetické 
mechanizmy, např. metylace promotoru 
genu tumor supresorové miRNA  [20]; 
v  neposlední řadě může docházet ke 
změnám v  expresi proteinů účastní-
cích se bio geneze miRNA, jako jsou en-
donukleázy Drosha nebo Dicer. Snížená 
exprese těchto proteinů byla zazname-
nána především u  nádorů se špatnou 
odpovědí na léčbu. 

miRNA by mohla sloužit nejenom jako 
bio marker, ale i  jako potenciální tera-
peutický cíl nádorových onemocnění. 
Existují dva přístupy cílené regulace 
miRNA. První z nich se zaměřuje na sní-
žení hladiny onkogenní miRNA. Označu-
jeme ho jako inhibiční a jeho principem 
je aplikování látek, tzv. anti-miRs, se sek-
vencí komplementární k cílové miRNA. 
Anti-miRs mají strukturu upravenou tak, 
aby silněji a snadněji vázaly cílové mole-
kuly (jsou to např. uzamčené nukleové 
kyseliny (locked nucleic acid – LNA)) 
a současně odolávaly nukleázám vysky-
tujícím se běžně v těle (modifi kace 2-O 
metylací). Druhým terapeutickým přístu-
pem je umělé zvyšování hladiny tumor 

mRNA
tumor.supresorová

mRNA
onkogenní

Obr. 1. Role miRNA v karcinogenezi. 

Vlevo – zvýšená hladina onkogenní miRNA vede ke snížené expresi tumor supresorových genů. Vpravo – snížená hladina tumor supreso-
rových miRNA nedostatečně inhibuje expresi onkogenů. 

supresorová
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tzv. housekeeping genu (genu se sta-
bilní transkripcí) vyhodnotit původní 
množství miRNA ve vzorku. Pro tento 
typ detekce, stejně jako i pro další níže 
zmíněné metody, již existují komerčně 

mocí PCR se specifi cky značenou fl uo-
rescenční sondou nebo nespecifickou 
interkalační barvičkou. Ve výsledku je 
detekován nárůst fl uorescence, z níž je 
možno při porovnání s hladinou mRNA 

chain reaction – RT-PCR). Metoda byla 
zavedena pro běžnou analýzu transkrip-
tomu a spočívá v přepisu RNA templátu 
do DNA pomocí reverzní transkriptázy 
a následné kvantifi kaci získané DNA po-

Obr. 2. Princip detekce miRNA pomocí technologie NanoString. miRNA je nejdřív a) spojena ligací s miRtag sekvencí, b) řetězec 

miRNA-miRtag je hybridizován s vazební a fl uorescenční sondou, c) výsledný komplex je pak (A) imobilizován na sklíčku, (B) elek-

trostaticky přitažen k povrchu, (C) a 5‘ konec fl uorescenční sondy hybridizován s další biotinylovanou sondou, která zafi xuje řetězec 

v požadované orientaci. Pomocí kamery d) se stanoví umístění a počet jednotlivých fl uorescenčních značek. 

Upraveno podle [29] se souhlasem Macmillan Publishers Limited.
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ter® miRNA Assays“. Výrobce udává vy-
sokou citlivost detekce, a  to až jednu 
stanovovanou molekulu na buňku. Vy-
soká specifi cita je zaručena dvěma son-
dami, z  nichž jedna nese kombinaci 
fluorescenčních značek emitující spe-
cifi cký signál v podobě čárového kódu, 
což dává možnost paralelního stanovení 
více různých miRNA sekvencí v jednom 
vzorku. Komplex miRNA a sond je adsor-
bován na povrch, který je poté snímán 
kamerou s vysokým rozlišením (obr. 2). 
Výraznou nevýhodou je ovšem nutnost 
pořízení dražší instrumentace (podobně 
jako v případě sekvenování). 

Vzhledem k tomu, že jedna miRNA do-
káže regulovat desítky genů, je někdy 
obtížné správně interpretovat změněné 

vání nové generace (next generation 
sequencing – NGS) [27]. Hlavní nevýho-
dou této metody při aplikaci do klinické 
praxe je jistě její fi nanční náročnost. Při 
vyšším počtu vzorků charakterizovaných 
při jedné analýze by sice klesla cena, 
avšak toto s sebou nutně přináší pokles 
kvality samotné analýzy. Metoda, ačkoliv 
je fi nančně i časově náročná, pomohla 
objevit sekvence mnoha dříve nepub-
likovaných miRNA  [28]. Sadu reagencií 
nabízí například fi rma New England Bio-
labs (NEBNext®) pro spojení se sekvená-
tory značky Illumina. 

Technologicky nejnáročnější a  ko-
merčně nejnověji dostupnou metodu 
na principu hybridizace nabízí firma 
NanoString pod označením „nCoun-

dostupné sady. Detekci miRNA na prin-
cipu RT-PCR lze provádět například pro-
dukty „miScript miRNA PCR Array“ nebo 
„miRCURY LNA miRNA PCR Assay“ fi rmy 
Qiagen, která poskytuje i bezplatný soft-
ware pro zpracování dat. Obdobnou va-
riantu nabízí také firma ThermoFisher 
Scientifi c, která pod komerčním označe-
ním „TaqMan™ MicroRNA Assays“ nabízí 
sady roztoků na reverzní transkripci, PCR 
a  fluorescenčně značené primery pro 
konkrétní miRNA. Další volbou může být 
sada produktů „Luna® Universal“ firmy 
New England Biolabs. Metoda stano-
vení miRNA pomocí RT-PCR je běžně vy-
užívaná, avšak vyžaduje nadstandardní 
vybavení, jakým je LightCycler, tedy pří-
stroj měřící intenzitu fl uorescence v prů-
běhu amplifi kace. 

Jiným postupem detekce miRNA, 
často využívaným in situ, je metoda zalo-
žená na hybridizaci cílové molekuly a ná-
sledné detekci pomocí fluorescenčně 
(fl uorescent in situ hybridization – FISH) 
či radiologicky značených sond. Využití 
techniky v histologických či bio ptických 
preparátech umožňuje sledovat ex-
presi dané miRNA s důrazem na lokali-
zaci v buňce či tkáni. Při použití tohoto 
principu in vitro se využívá i přenos se-
parované celkové RNA vzorku z gelu na 
membránu (Northern blotting) a  ná-
sledná detekce miRNA autoradiografi cky 
pomocí fotografi ckého papíru nebo mo-
derněji kamerou s vysokým rozlišením. 
Modifi kovanou verzi této metody nabízí 
např. fi rma Invitrogen pod označením 
„mirVana™ miRNA Detection Kit“. 

Alternativou hybridizační metody jsou 
tzv. microarrays, do češtiny překládané 
jako „čipy“. Sonda je v  tomto případě 
imobilizovaná na povrchu čipu a hybri-
dizuje s komplementární miRNA z ana-
lyzovaného vzorku, která je před nane-
sením na čip fluorescenčně značena. 
Výhodou tohoto uspořádání je značná 
miniaturizace. Zařazení mezi tzv. vyso-
kokapacitní metody, tedy umožnění 
analýzy většího počtu vzorků najednou, 
ji činí vhodnou i pro klinické účely. Nevý-
hodou je však nutnost pořízení vysoko-
rozlišovací kamery, drahých fl uorescenč-
ních značek a  taky větší náchylnost 
k chybám [26].

Nejnovější přístupy využívají mo-
derní technologie, jako např. sekveno-

Tab. 1. Porovnání standardních a nově vyvíjených technologií pro detekci 

mikroRNA.

Název metody Výhody Nevýhody

Standardní 

technologie

Northern 
blotting

nízká cena, kom-
plexita vzorku

nižší specifi ta, prac-
nost, radioaktivní 
značení

RT-PCR robustnost, 
senzitivita

drahé vybavení, drahé 
fl uorescenční sondy

FISH detekce in situ kvantifi kace pouze 
vysoce školeným 
personálem

microarrays vysokokapacitní 
metoda

náročné zpracování 
dat

NGS vysokokapacitní 
metoda

drahé, nevhodné 
pro kvantifi kaci, 
chybovost

Nově vyvíjené 

technologie

izotermální 
amplifi kace

rychlá exponen-
ciální amplifi -
kace, jednoduché 
vybavení

náchylnost ke 
kontaminaci

hybridizační ře-
tězová reakce

jednoduchost, zvý-
šená specifi cita

pouze lineární ampli-
fi kace, náročnější de-
sign DNA sond

nanobiosenzory vysoká citlivost, 
miniaturizovatelné

dražší, nižší 
reprodukovatelnost

elektrochemické 
biosenzory

levné, rychlé, 
miniaturizovatelné

nespecifi cké adsorpce 
na elektrody, nižší 
stabilita

Nanopore detekce jedné mo-
lekuly, bez značení

nepřesnost

RT-PCR – polymerázová řetězová reakce, FISH – fl uorescenční in situ hybridizace, 
NGS – sekvenování nové generace
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i  nevýhody (tab. 1) a  podrobněji jsou 
rozepsány v  jiných přehledových člán-
cích  [24,26,31,32]. Mezi nejčastěji pub-
likované přístupy patří tzv. elektroche-
mické bio senzory, u  nichž hybridizace 
miRNA s vhodnou sondou, značení i sa-
motné měření probíhá na povrchu elek-
trody. Elektrochemické metody totiž 
skýtají výhody ve formě levnější instru-
mentace, rychlého měření, možnosti 
miniaturizace nebo paralelní detekce 
vzorků, a jsou proto čím dál častěji pou-
žívány pro detekci nejenom miRNA, ale 
i dalších nukleových kyselin [31,33–36]. 
Na druhé straně mnoho publikovaných 
přístupů (a to nejenom elektrochemic-
kých) nebylo doposud validováno na 
klinickém materiálu, či dokonce ani na 
buněčných liniích, takže je těžké určit je-
jich eventuální aplikovatelnost do praxe. 
Proto zde uvádíme jen ty práce, u kte-
rých byla demonstrována klinická vyu-
žitelnost, a mají tak jistý potenciál uspět.

Začněme u způsobu přípravy vzorků, 
který nejčastěji obnáší pre-amplifi kaci 
dané miRNA, a  to buď pomocí RT-PCR 
(popsanou výše), anebo tzv. izotermální 
amplifi kace (IA). V porovnání s PCR jsou 
techniky IA obvykle rychlejší (často stačí 
<  1  hod) a  instrumentálně méně ná-
ročné (nevyžadují termální cykler, pro-
tože reakce probíhá při konstantní tep-
lotě). Existuje spousta typů IA, ovšem pro 
detekci miRNA je nejčastěji využívána 
amplifikace otáčivou kružnicí (rolling 
circle amplification – RCA), případně 
amplifi kace zprostředkovaná smyčkou 
(loop-mediated isothermal amplifica-
tion – LAMP) [37]. Jako příklad lze uvést 
bio luminescenční metodu využívající 
miRNA jako primer pro RCA reakci a lu-
ciferázu pro detekci pyrofosfátu uvol-
ňovaného během amplifi kace [38]. RCA 
byla použita i v práci Li et al [39], kde au-
toři detekovali tumor supresorovou miR-
-486-5p u pacientů s nemalobuněčným 
karcinomem plic, a to pomocí speciální 
vlásenkové sondy, která po hybridizaci 
s miRNA a následné změně konformace 
sloužila jako primer pro DNA polyme-
rázu. Zajímavou alternativou pre-am-
plifi kace, která nespadá mezi techniky 
IA, je tzv. hybridizační řetězová reakce 
(hybridization chain reaction – HCR) ne-
vyžadující polymerázu ani jiné enzymy 
(obr. 3). miRNA slouží v reakci pouze jako 

Současné trendy 

Každá z výše zmíněných metod, běžně 
používaných ve výzkumu miRNA, má 
pochopitelně kromě svých pozitiv i ur-
čitá negativa. I proto jsou neustále vy-
víjeny nové technologie a  metodolo-
gie, které se snaží překonat tyto limitace, 
příp. snížit celkové náklady analýzy. Je 
potřeba si však uvědomit, že se jedná 
o  nesourodou skupinu různých stra-
tegií a přístupů, a  to jednak z pohledu 
detekční metody (která je nejčastěji 
fl uorescenční, chemiluminiscenční, ko-
lorimetrická nebo elektrochemická), tak 
i  způsobu přípravy vzorku, typu sondy 
nebo strategie pro zvýšení citlivosti. 
Každá detekční metoda má své výhody 

hladiny miRNA. Lze rovněž pozorovat 
značnou nekonzistentnost v publikova-
ných studiích o hladinách miRNA u růz-
ných patologických stavů, a  proto je 
často obtížné vybrat jednoznačně prů-
kazný bio marker predikce onemocnění, 
jeho progrese či odpovědi na léčbu. 
Značná variabilita může být rovněž dána 
použitou metodou analýzy či subjektivní 
chybou při vyhodnocování dat a vylučo-
váním odlehlých hodnot. Úspěšným pří-
kladem je patentovaný dia gnostický test 
pro detekci hladin miR-31-5p, miR-93-5p 
a miR-191-5p v močovém supernatantu, 
kterým lze odlišit pacienty s  karcino-
mem močového měchýře od zdravých 
jedinců [30]. 

Obr. 3. Princip hybridizační řetězové reakce. 

Po přidání dvou vlásenkových DNA sond (H1 – modrá a H2 – černá) do vzorku s cílo-

vou miRNA (červená) dochází k otevření vlásenkových struktur a k řetězové hybridi-

zaci mezi H1 a H2. 
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sondy a uvolnění miRNA, která je poté 
detekována různými způsoby [45]. Kolo-
rimetrické stanovení není v tom případě 
vždy dostatečně senzitivní, citlivost se 
však dá zvýšit pomocí zlatých nanočás-
tic  [46]. Elektrochemické přístupy ob-
vykle umožňují tímto postupem stano-
vit pouze jednu sekvenci miRNA  [47], 
nejlepší se proto jeví aplikace multiple-
xové fluorescenční detekce za použití 
více fl uoroforů připojených na jednot-
livé DNA sondy [48]. I další proteiny spe-
cifi cky interagující s miRNA mohou po-
moci při její detekci. Jedním z  nich je 
virový protein p19 vázající krátké RNA-
-RNA duplexy. Torrente-Rodríguez et al 
vyvinuli elektrochemickou metodu pro 
stanovení miR-21  a  miR-205  v  buněč-
ných liniích i prsních nádorech [49,50]. 
Postup ovšem vyžadoval použití draž-
ších RNA sond, které byly po hybridizaci 
s  miRNA izolovány pomocí magnetic-
kých kuliček modifi kovaných proteinem 

i  jako vhodná platforma pro imobili-
zaci velkého množství sond (nanočás-
tice, grafén, uhlíkové nanotrubky) díky 
jejich velké specifi cké ploše (tj. poměru 
velikosti plochy k objemu). Nedávno Su 
et al připravili zlaté nanostruktury s ob-
rovskou specifi ckou plochou, které mo-
difi kovali DNA sondami pro následnou 
hybridizaci a detekci miR-21 v plicních 
nádorových buňkách A549  [44]. I  když 
jsou nanomateriály slibným nástrojem 
v  detekci miRNA, jsou stále relativně 
drahé a příliš málo používány při analýze 
klinického materiálu. 

Další možností zvýšení citlivosti je 
použití tzv. duplex-specifi cké nukleázy 
(DSN). Jedná se o speciální enzym ště-
pící pouze dvoušroubovicovou DNA 
nebo DNA v  rámci hybridních duplexů 
DNA-RNA, nikoliv však samotnou jed-
novláknovou DNA. Vazbou miRNA na 
komplementární DNA sondu a  násled-
ném přidání DSN dochází k  rozštěpení 

iniciátor katalyzující otevření a  násled-
nou řetězovou hybridizaci dvou k sobě 
komplementárních DNA vlásenek, čímž 
dochází k vytvoření dlouhé DNA struk-
tury složené z  množství krátkých sek-
vencí [40]. Na rozdíl od technik IA a PCR, 
které vykazují exponenciální amplifi-
kaci, HCR amplifikuje pouze lineárně, 
a je tudíž méně citlivá. Zajímavou strate-
gii, kombinaci HCR a zlatých nanočástic 
představili Miao et al [41]. V přítomnosti 
miR-21 a dvou vlásenek došlo k vytvo-
ření dlouhého polymeru DNA nesou-
cího výrazný záporný náboj a následně 
k elektrostatické vazbě kladně nabitých 
nanočástic způsobujících jejich agre-
gaci. Výsledné agregáty byly detekovány 
kolorimetricky volným okem, co výrazně 
zjednodušovalo celý protokol.

Nejčastějším typem sondy, a to neje-
nom u standardních metod detekce, ale 
i u nových přístupů, jsou krátké DNA oli-
gonukleotidy, komplementární k  hle-
dané miRNA sekvenci. Pro zvýšení afi nity 
k  DNA nebo RNA však může být pou-
žit speciální syntetický analog nukleo-
vých kyselin, např. LNA (locked nucleic 
acid), obsahující methylenovou sku-
pinu kovalentně spojující 2‘-kyslík a 4‘-
uhlík na ribóze. Jelikož se jedná o mo-
difi kaci cukerného zbytku a nikoliv bází, 
klasické párování zůstává zachováno. 
LNA-RNA nebo LNA-DNA duplexy vy-
kazují vyšší stabilitu díky zvýšené tep-
lotě tání, lepší odolnost vůči nukleázám 
a rovněž jednodušší rozlišení nekomple-
mentárních úseků. LNA modifi kace na-
jdeme v  již zmíněném kitu „miRCURY 
LNA miRNA PCR Systém“ fi rmy Qiagen, 
příp. v  metodách založených na in situ 
hybridizaci pro přímou detekci miRNA 
v buňkách [26]. 

Pre-amplifi kace miRNA je sice krokem 
zvyšujícím citlivost metody, je ovšem ča-
sově náročná a náchylná na amplifi kaci 
nespecifických sekvencí. Většina nově 
vyvíjených metod se snaží tento krok 
obejít a  pokouší se zvýšit citlivost sa-
motného měření (tj. amplifi kovat signál) 
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nebo zlaté nanočástice, vykazující dobré 
optické nebo elektrické vlastnosti), ale 

Obr. 4. Elektrochemický přístup kombinující magnetické kuličky s G-proteinem, spe-
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táhnuty magnetem. Jako substrát byla použita dvojice HQ/peroxid vodíku. Křenová 

peroxidáza oxidovala HQ na benzochinon, který byl zpětně redukován na elektrodě.

HRP – horseradish peroxidase, HQ – hydrochinon 
Upraveno podle [51], se souhlasem American Chemical Society. 

streptavidin – HRP

hybridizační sonda – biotin

miRNA

Ab – S9.6
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p19. Později nahradili protein p19 spe-
ciální protilátkou S9.6, která váže krátké 
DNA-RNA duplexy, a mohly tak být pou-
žity levnější DNA sondy (obr. 4) [51]. 

Inovativní přístup detekce miRNA 
představuje tzv. NANOPORE technolo-
gie, v současnosti poskytována společ-
ností Oxford Nanopore Technologies. 
Je založena na měření změn elektrické 
vodivosti během transportu DNA nebo 
RNA přes protein �-hemolysin, tvořící 
cca 2nm pór v lipidické membráně. Pro 
tyto účely byly vyvinuty speciálně zna-
čené DNA sondy, které po vytvoření du-
plexu s cílovou miRNA a následném pře-
stupu přes pór dočasně snížily vodivost 
uvnitř póru. Původní článek, publiko-
vaný v Nature Nanotechnology [52], de-
monstroval úspěšnou detekci miR-155 
v  plazmě pacientů s  rakovinou plic, 
kde tato miRNA vykazuje zvýšenou 
hladinu. 

Závěr 

Objevení souvislosti mezi hladinami 
miRNA a  patogenezí nádorových či ji-
ných onemocnění mělo za následek ma-
sivní rozvoj detekčních metod pro je-
jich detekci. K  standardním metodám, 
jakými jsou RT-PCR, microarrays nebo 
NGS, postupně přibývají méně tradiční 
přístupy cílící zejména na snížení ná-
kladů, urychlení měření nebo zjedno-
dušení postupu. Tyto přístupy však čelí 
řadě výzev. Zřejmě největší z nich je ap-
likace vyvíjené metody na klinickém ma-
teriálu, která ve většině případů nebyla 
doposud demonstrována. Častým nedo-
statkem je i slabá validace pomocí stan-
dardních metod, velmi nízký počet de-
tekovaných sekvencí (obvykle jenom 
jedna, přičemž vhodnější by bylo pou-
žití panelu miRNA), nízká reprodukova-
telnost nebo neschopnost rozlišit vysoce 
homologní miRNA z  jedné rodiny. Ne-
dávné pokroky v oblasti nanotechnolo-
gií, bio materiálů nebo mikrofl uidiky by 
však mohly pomoci překonat tyto pře-
kážky k dosažení levné, rychlé a dosta-
tečně citlivé detekce miRNA v klinickém 
materiálu.
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PREHĽAD

Proteogenomická platforma na identifi káciu 
nádorovo špecifi ckých antigénov

Proteogenomic Platform for Identifi cation of Tumor Specifi c Antigens

Faktor J., Hernychová L., Vojtěšek B., Hupp T.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Súhrn
Východiská: Potenciál neoantigénov v indukcii protinádorovej imunitnej odpovede je už de-
saťročia známy, avšak prvé neoantigénové vakcíny boli vyvinuté len nedávno. Rozvoj genomic-
kých a proteomických metód umožnil popis somatických mutácií v nádore a imunogénnosť 
korešpondujúcich neoantigénov môže byť predpovedaná in silico prípadne in vitro. Kombi-
nácia neoantigénovej vakcinácie so správnym imunologickým postupom umožňuje docieliť 
regresiu nádoru. Štúdie neoantigénových vakcín na modelových organizmoch dokazujú vy-
sokú účinnosť postupu a dokonca prvé klinické štúdie zaznamenávajú úspech. Cieľ: Cieľom je 
priblížiť význam neoantigénových vakcín v personalizovanej protinádorovej liečbe a objasniť 
mechanizmus ich prípravy. Článok popisuje typy mutácií s potenciálom expresie imunogén-
nych neoantigénov nutných pre tvorbu efektívnej vakcíny a približuje aj ostatné procesy nutné 
k aktivácii T bunkovej protinádorovej odpovede pa cienta. Predovšetkým je zameraný na iden-
tifi káciu vysokopravdepodobných neoantigénových sekvencií aplikáciou metód sekvenovania 
novej generácie a hmotnostnej spektrometrie (mass spectrometry –  MS), čo je pre tvorbu vak-
cíny kľúčové. V článku je popísaný princíp proteogenomickej platformy, ktorá vznikla na našom 
pracovisku za účelom konfi dentnej identifi kácie mutantných peptidov v bio logickom materiáli. 
Zmieňuje sa aj o možnosti kvantifi kácie neoantigénov MS metódami monitorovania vybraných 
reakcií (selected reaction monitoring –  SRM) a SWATH (sequential windowed acquisition of all 
theoretical fragment ion spectra). Potenciál neoantigénovej vakcinácie v protinádorovej terapii 
dokazujú úspešné klinické štúdie zhrnuté v závere článku.

Kľúčové slová
vakcinácia –  hmotnostná spektrometria –  neoplazmy –  antigény – peptidy

Summary
Background: Although immune responses to “cancer neoantigens” have been known for deca-
des, the fi rst neoantigen vaccines emerged only very recently. Current developments in geno-
mics and proteomics have enabled descriptions of tumor mutational landscapes, and the immu-
nogenicity of corresponding neoantigens can now be predicted either in silico or in vitro. Cancer 
regression could be achieved via a combination of neoantigen vaccination and an appropriate 
immunology approach. Research in model organisms and the results of initial clinical trials of 
neoantigen vaccines have shown them to be eff ective. Purpose: We aim to emphasize the impor-
tance of neoantigen vaccines in personalized cancer treatment and describe their preparation. 
We summarize mutations leading to expression of an immunogenic antigen necessary for vac-
cine development. The processes leading to activation of T-cell anticancer immunity in a patient 
are briefl y introduced. We especially focus on the identifi cation of high confi dence neoantigens 
by next-generation sequencing (NGS) and mass spectrometry (MS), which is key element in the 
process of designing neoantigen vaccines. Briefl y, we describe a proteogenomic platform for 
confi dent identifi cation of mutant peptides in biological material. We mention the possibility of 
neoantigen quantifi cation in biological material using mass spectrometry such as SRM (selected 
reaction monitoring) and SWATH (sequential windowed acquisition of all theoretical fragment 
ion spectra). Successful clinical studies demonstrating the potential of neoantigen vaccination in 
personalized cancer treatment are summarized at the end of the paper.
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vaccination – mass spectrometry – neoplasms – organ-specifi c neoantigen
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Úvod

V súčasnosti sa voľba protinádorovej te-
rapie zakladá prevažne na výsledkoch 
histopatologického vyšetrenia, sym-
ptómoch ochorenia a  na informáciach 
o  predošlej liečbe pa cienta. Dnešné 
terapeutické postupy sú príliš gene-
ralizované a  použité liečivá pôsobia 
nešpecifi cky, čo vedie k vedľajším účin-
kom a  k  nedostatočnej terapeutickej 
účinnosti. Výsledkom je nízky bene-
fi t pa cienta z liečby, nízka kvalita života 
pa cienta a pomerne krátka doba preží-
vania. S príchodom omics metód došlo 
ku kvalitnejšej charakterizácii nádorov 
na úrovni genómu, proteómu a metabo-
lómu  [1]. Molekulárne-bio logická cha-
rakterizácia odhalila mnohé nové nádo-
rové markery a terapeutické ciele, ktoré 
lepšie stratifikujú pa cientov a  umož-
ňujú cielenie liečby. Detailná charakte-
ristika nádoru pomáha lekárom zvoliť 
lepší liečebný postup, prípadne apliko-
vať postup presne „šitý na mieru“. K ďal-
šiemu rozvoju personalizovaných lie-
čebných postupov by mohla výrazne 
prispieť kombinácia štandardných tera-
peutických postupov, molekulárnej dia-
gnostiky a imunoterapie.

Začiatky imunoterapie siahajú až do 
19. storočia, keď v roku 1891 americký chi-
rurg W. B. Coley zacielil imunitný systém 
proti inoperabilnému nádoru (sar-
kóm) injekciou živej streptokokovej kul-
túry priamo do nádorového tkaniva [2]. 
Niekoľko desaťročí neskôr bola na my-
ších modeloch objavená a popísaná pro-
tinádorová imunita [3]. Pre lepšie pocho-
penie nádorovo špecifi ckých imunitných 
odpovedí bol kľúčový objav dendritic-
kých buniek potencujúcich T bunky [4] 
a charakterizácia hlavného histokompa-
tibilitného komplexu (major histocom-
patibility complex –  MHC) molekúl pre-
zentujúcich antigény [5]. Následne bolo 
dokázané, že myši, ale aj ľudský imunitný 
systém špecifi cky reagujú na nádorové 
antigény pomocou T buniek, ktoré sa 
radia medzi tumor infi ltrujúce lymfocyty 
(TIL) [6,7]. Ďalším podstatným objavom 
pre tvorbu efektívnych liečebných po-
stupov šitých na mieru bol objav imuno-
genicity neoantigénov produkovaných 
dôsledkom expresie génov so somatic-
kou mutáciou alebo transláciou víruso-
vých génov [8]. Využitie vírusových anti-

génov pre imunoterapiu je limitované na 
nádory vzniknuté vírusovou infekciou. 
Neoantigény vznikajúce zo somatických 
mutácií sú výsledkom genetickej nesta-
bility a transformácie nádorov. Preto sa 
predpokladá ich širšie využitie v protiná-
dorovej terapii. Neoantigény sú v súčas-
nosti pravdepodobne najzaujímavejším 
cieľom modernej imunoterapie, najmä 
kvôli tomu, že imunitný systém si voči 
nim nevytvára toleranciu [9].

Tumor špecifi cké neoantigény

Imunoterapia cielená na vlastné anti-
gény s  charakteristicky zvýšenou ex-
presiou v  nádorovom tkanive sa uka-
zuje ako neefektívna a úspešnosť tohto 
prístupu je zriedkavá [9,10]. Vlastné an-
tigény sú prítomné aj v zdravom tkanive, 
majú nízku imunogénnosť a  imunitný 
systém má voči nim zvýšenú toleranciu, 
zatiaľ čo neoantigény sú nádorovo špe-
cifi cké a pravdepodobne imunogénne. 
Najčastejšie vznikajú jednonukleotido-
vými variáciami (single nucleotide va-
riants –  SNV), ktoré vedú k zámene jed-
nej aminokyseliny v sekvencii proteínu. 
Ich imunogénnosť je zaručená kontak-
tom mutovanej časti sekvencie s T bun-
kou. Mutácia sa však môže vyskytnúť aj 
v  mieste ukotvenia na MHC molekulu, 
čo môže ovplyvniť prezentáciu wild type 
antigénov  [11,12]. SNV sú často jedi-
nečné pre pa cienta, no môžu poslúžiť aj 
na tvorbu terapeutických postupov pre 
väčšie kohorty pa cientov, pokiaľ sa často 
opakujú.

Inzercie a delécie spôsobujúce posun 
čítacieho rámca sú ďalším bohatým 
zdrojom neoantigénov. Posun číta-
cieho rámca je spôsobený zaradením 
alebo vymazaním nukleotidu v kódujú-
cej sekvencii antigénu, pričom translá-
ciou potom vzniká neoantigén s úplne 
odlišnou sekvenciou v porovnaní s vlast-
ným antigénom. Predpokladá sa vysoká 
imunogénnosť. Laumont et  al vo svo-
jej štúdii dokazujú, že antigény vznik-
nuté posunom čítacieho rámca alebo 
transláciou nekódujúcich oblastí sú pre-
zentované molekulami ľudského leuko-
cytového antigénu (human leukocyte 
antigen  –  HLA) a  môžu vyvolať špeci-
fi ckú reakciu imunitného systému. Od-
haduje sa, že až 10 % peptidov prezen-
tovaných molekulami HLA pochádza 

z  nekódujúcich oblastí genómu alebo 
z  produktov vzniknutých posunom čí-
tacieho rámca  [13]. Alternatívne môžu 
neoantigény vznikať pri translokáciách 
chromozómov alebo počas peptidového 
splicingu. Pri translokácii chromozó-
mov dochádza k spojeniu 5’ konca génu 
s 3’ koncom iného génu a tak vzniká fúzny 
proteín. Translokácia chromozómov je 
charakteristická pre sarkómové ochore-
nia a zabezpečuje nádorovým bunkám 
nesmrteľnosť. Ukázalo sa, že časť sek-
vencie novovzniknutého fúzneho pro-
teínu charakteristického pre synoviálny 
sarkóm sa viaže na HLA molekuly a indu-
kuje cytotoxické T bunky [14]. Peptidový 
splic ing sa typicky odohráva v  protea-
zóme, pričom dochádza k  vyštiepeniu 
segmentu z proteínu a k tvorbe neoan-
tigénu fúziou zvyšných segmentov [15]. 
Metódami hmotnostnej spektrometrie 
(mass spectrometry –  MS) bol popísaný 
fúzny peptid zložený z dvoch segmen-
tov sekvencie proteínu SP110 spojených 
v opačnom poradí. Chromatografi ckou 
analýzou eluátu HLA prezentovaných 
peptidov bolo dokázané, že fúzny pep-
tid je prezentovaný na HLA molekulách 
a rozpoznávaný CD8+ T bunkami [16]. 

Identifi kácia neoantigénov je kompli-
kovaná a  vyžaduje zapojenie MS, kde 
dochádza k  limitácii, pokiaľ nie sú do-
stupné metódy schopné predpovedať 
sekvenciu neoantigénu. Výskum imu-
nogénnych ligandov prezentovaných 
na HLA molekulách vyžaduje kombiná-
ciu viacerých analytických techník pre 
úspešnú identifi káciu a popis ich využi-
teľnosti pre protinádorovú terapiu.

Identifi kácia tumor špecifi ckých 

neoantigénov

Identifikáciu neoantigénov na genó-
movej úrovni umožnil rozvoj sekveno-
vania novej generácie (next generation 
sequencing –  NGS) metód exómového 
alebo RNA sekvenovania. Úskalia iden-
tifi kácie neoantigénov metódami NGS 
spočívajú vo výskyte polymorfizmov, 
v  heterogenite nádoru, v  chybách pri 
sekvenovaní a  v  analýze dát. Navyše, 
zostavovanie genómovej sekvencie je 
komplikované prítomnosťou paralóg-
nych sekvencií, repetíciami, mobilnými 
elementami (transpozóny), chybami 
v prepise RNA do cDNA, chybami v refe-
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sme využili základné MS metódy. Iden-
tifikácia proteínov prebiehala v  dáta 
dependentnom akvizičnom móde na 
hmotnostnom spektrometri Triple TOF 
5600+  [22]. Problematika MS analýzy 
neoantigénov spočívala hlavne v nedo-
stupnosti referenčných databáz potreb-
ných na prehľadávanie MS dát. Bežne 
dostupné referenčné databázy obsa-
hujú sekvencie proteínov vo wild type 
formách a  ich použitie k  detekcii mu-
tantných foriem proteínov je limitované. 
MS metódy sú založené na meraní po-
meru hmotnosti k náboju (m/ z) a iden-
tita mutovaného proteínu nemôže byť 
z bežnej wild type referenčnej databázy 
priradená napriek tomu, že mutovaný 
proteín bol počas MS analýzy deteko-
vaný. Dôvodom je zmena molekulárnej 
hmotnosti proteínu a  zmena fragmen-
tačného spektra, prípadne tvorba no-
vého miesta pre proteolytické štiepe-
nie vplyvom mutácie. K  identifikácii 
mutantných foriem proteínov je nevy-
hnutná tvorba vlastnej referenčnej data-
bázy s mutantnými sekvenciami proteí-
nov. Genomické metódy NGS poskytujú 
možnosť de novo celogenómového sek-
venovania a  identifikáciu genetických 
mutácií na úrovni DNA alebo RNA. Filt-
ráciou založenou na počte readov alebo 
na abundancii varianty sme získali da-
tabázu vysokopravdepodobných mutá-
cií. Následne bola odvodená referenčná 
databáza mutantných foriem proteínov 
preložením genetickej informácie do 
aminokyselinovej sekvencie. Takto pri-
pravená mutantná referenčná databáza 
bola potom použitá na prehľadávanie 
MS dát (obr. 1). Pre každý mutantný pro-
teín/ peptid je k dispozícii štatistika vyja-
drujúca pravdepodobnosť, s ktorou bol 
identifi kovaný. Mutantné proteíny/ pep-
tidy identifi kované s vysokou konfi den-
ciou pravdepodobne vznikajú v  mu-
tovanej forme, no napriek tomu môže 
dochádzať aj k  nesprávnemu prirade-
niu fragmentačného (MS/ MS) spektra 
k  sekvencii mutovaného proteínu. Vý-
sledky MS analýzy vyžadujú dôkladnú 
kontrolu a  validáciu. Kontrola pokrytia 
mutantnej pozície ako aj kontrola frag-
mentačného spektra neoantigénu vyl-
úči možnosť identifi kácie wild type pep-
tidu. MS metódy nemusia zaznamenať 
podstatné nízkoabundantné peptidy 

povrchu. Tvorba špecifi ckej protinádoro-
vej imunitnej odpovede je podmienená 
kontaktom HLA neoantigénového kom-
plexu na povrchu dendritických buniek 
s  T bunkovým receptorom (T-cell re-
ceptor –  TCR) na povrchu CD4+ a CD8+ 
T buniek. Po aktivácii T bunky neoan-
tigénom je sila imunitnej odozvy zá-
vislá na kostimulácii sprostredkovanej 
imunostimulačnými cytokínmi (IL-12, 
IFN-α). Následne, aktivované T bunky 
musia byť dopravené k tumoru, kde TCR 
musia špecifi cky rozoznať HLA neoan-
tigénové komplexy prezentované ná-
dorovými bunkami. Na záver dochádza 
k  lýze rakovinových buniek uvoľnením 
cytotoxických granulocytov. 

Identifi kácia a popis HLA prezentova-
ných neoantigénov potencujúcich imu-
nitný systém pa cienta je podstatným 
krokom k tvorbe efektívnej neoantigé-
novej vakcíny a  k  personalizácii liečby. 
Súčasný rozvoj proteomických metód 
a  metód sekvenovania nukleových ky-
selín umožnil zacieliť náš výskum na 
ich identifi káciu vo vzorkách ľudských 
nádorov.

Proteogenomická platforma na 

identifi káciu neopeptidov v bio-

logickom materiáli

Proces tvorby neoantigénovej vak-
cíny potencujúcej protinádorovú imu-
nitnú odpoveď je komplexný a ponúka 
mnoho možností optimalizácie. Pod-
statnou časťou tvorby neoantigénovej 
vakcíny je popis charakteristických mu-
tácií (obr. 1). Genomické metódy nedá-
vajú priamu odpoveď na otázku, či je 
konečný produkt zodpovedný za aktivá-
ciu T buniek prítomný v nádorovom tka-
nive. Náš výskum prebiehal na úrovni 
proteómu, kde sme priamo skúmali prí-
tomnosť a  kvantitu efektorovej mole-
kuly  –  neoantigénu. Proteomická prí-
prava peptidovej vzorky pre MS a  MS 
analýza prebehla podľa publikovaných 
protokolov  [20– 22]. V skratke, melanó-
mová bunečná línia A375  bola napes-
tovaná do 80% konfluencie a  lyzova-
naná do 8 M močoviny v 0,1 M Tris-HCl, 
pH 8,5. Bunečné lyzáty A375 boli spraco-
vané podľa protokolu štiepenia proteí-
nov na fi ltri (fi lter-aided sample prepara-
tion –  FASP) a odsolené podľa Bouchala 
et  al  [20,21]. K  detekcii neoantigénov 

renčnej sekvencii a to môže viesť k identi-
fi kácii falošne pozitívnych mutácií v sek-
venovanom genóme [17]. NGS metódy 
prispeli k identifi kácii množstva mutácií 
v  rôznych typoch nádorového tkaniva 
a bolo zistené, že výskyt mutácií v nádo-
rovom tkanive je determinovaný typom 
nádoru. Všetky identifi kované mutácie 
však nemusia byť prekladané na ribozó-
moch a nemusia získať podobu neoanti-
génu. Metódy MS umožňujú výskum na 
úrovni proteómu a poskytujú priamu in-
formáciu o existencii neoantigénu. Ana-
lýza MS dát je však závislá na dostup-
nosti referenčnej databázy skúmaných 
proteínov a je temer nemožná bez vedo-
mosti o tom, čo sa vo vzorke hľadá. Práve 
preto sa kombinácia NGS a  MS metód 
javí ako ideálna. NGS metódy poskytnú 
referenčnú databázu kandidátnych ge-
nómových mutácií a  MS metódami sa 
overí prítomnosť príslušných neoantigé-
nov na proteínovej úrovni. 

Výber tumor špecifi ckých 

neoantigénov vhodných 

pre protinádorovú terapiu 

a mechanizmus aktivácie 

neoantigénovej imunitnej 

odpovede

Identifi kované neoantigény môžu sku-
točne v bunke vznikať, no nemusia byť 
imunogénne, pretože nedochádza k ich 
prezentácii HLA molekulami a k ich roz-
poznávaniu T bunkami. Pravdepodob-
nosť úspešnej prezentácie neoantigénu 
závisí od afinity a  stability komplexu 
neoantigén – HLA  [11]. Afi nita neoan-
tigénu k  HLA molekule pa cienta môže 
byť predpovedaná in silico a  pre tento 
účel bol v minulosti vyvinutý algoritmus 
NetMHC [18]. Výsledky in silico predikcie 
môžu byť nepresné a skreslené, pretože 
sú založené na výpočtových metódach. 
Tvorba komplexu neoantigén – HLA 
môže byť otestovaná aj in vitro. V súčas-
nosti sú dostupné in  vitro testy, ktoré 
popisujú afinitu a  stabilitu komplexu 
v  nanomolárnych koncentráciách a  pri 
fyziologických podmienkach [19]. Testo-
vanie in silico a in vitro stále nie je zárukou 
výberu imunogénneho neoantigénu. 
Neoantigény potencujúce protinádo-
rovú imunitnú odpoveď musia byť spra-
cované dendritickými bunkami in  vivo 
a prezentované HLA molekulami na ich 
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Obr. 1. Proteogenomická platforma na identifi káciu, kvantifi káciu a validáciu mutantných proteínov/neopeptidov. 

Obrázek zobrazuje možnosti identifi kácie a kvantifi kácie mutantných aminokyselinových sekvencií za pomoci kombinácie genomických 
a proteomických metód. Kľúčové je využitie genomických metód poskytujúcich Databázu pravdepodobných mutácií, ktorá je následne 
pretransformovaná do vlastnej prehľadávacej knižnice. Prehľadávaním LC-MS/MS dát s vlastnou „mutantnou“ knižnicou sme schopní 
identifi kovať mutantné proteíny/neopeptidy. Pokiaľ je predmetom výskumu kvantifi kácia väčšieho množstva mutantných proteínov/
neo peptidov možno použiť metódu SWATH spojenú s tvorbou mutantnej spektrálnej knižnice z LC-MS/MS dát. Validáciu, prípadne 
presnú kvantifi káciu kandidátnych neoantigénov docielime použitím izotopovo značených variantov neopeptidov a metódy monitoro-
vania vybraných reakcií (SRM).

LC-MS/MS – kvapalinová chromatografi a spojená s tandemovou hmotnostnou spektrometriou, SWATH – sequential windowed acquisi-
tion of all theoretical fragment ion spectra, SRM – selected reaction monitoring, FDR – false-discovery rate

7%� 7%�
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rozlišovali nádorové neoantigény od 
wild type antigénov. U 4 zo 6 pa cientov 
došlo k remisii ochorenia počas 25 me-
siacov od vakcinácie. Dvaja pa cienti s re-
lapsom ochorenia boli dodatočne lie-
čení anti-PD1 bio logickou liečbou, ktorá 
viedla k expanzii neoepitop-špecifi ckých 
buniek a  ku kompletnej remisii ocho-
renia. Sahin et al použili k protinádoro-
vej vakcinácii molekuly RNA kódujúce 
neoantigény, ktoré zároveň slúžili ako 
adjuvans a  potencovali imunitnú reak-
ciu [28]. Molekuly RNA kódovali 27-ami-
nokyselinové sekvencie obsahujúce 
neoepitopy s  vysokou pravdepodob-
nosťou väzby na molekuly MHC I. a  II. 
triedy. Vakcinácia pa cientov s  pokro-
čilým melanómom viedla ku špecific-
kej imunitnej reakcii cielenej proti neo-
epitopom vybraných neoantigénov. 
V  resektáte metastatického melanó-
mového tkaniva bola objavená T bun-
ková infiltrácia spojená s  neoepitop-
-špecifickou elimináciou nádorových 
buniek. U 2 z 5 pa cientov došlo k remi-
sii metastatického melanómu. Jeden 
z pa cientov relaboval po tom, čo došlo 
k  úniku nádoru spod kontroly imunit-
ného systému. Dodatočnou administrá-
ciou liečby inhibítormi imunitných kon-
trolných bodov bol efekt protinádorovej 
vakcinácie obnovený a zosilnený.

Komentované klinické štúdie doka-
zujú účinnosť neoantigénovej vakciná-
cie v praxi. K širšiemu popisu úspešnosti 
a  efektivity neoantigénovej vakciná-
cie v  protinádorovej terapii bude však 
nutné rozšíriť skupinu pa cientov a  po-
kúsiť sa aplikovať vakcináciu na rôzne 
typy nádorov. Súčasné poznatky na-
značujú, že neoantigénovú vakciná-
ciu je vhodné kombinovať s  komple-
mentárnymi liečebnými postupmi. Ako 
úspešná sa javí kombinácia s  inhibí-
tormi imunitných kontrolných bodov. 
K  tvorbe neoantigénových protinádo-
rových vakcín je potrebné doriešiť kom-
plikácie s identifi káciou imunogénnych 
neoepitopov, aktiváciou T bunkovej od-
povede v mieste tumoru a s adaptáciou 
tumoru na imunitnú reakciu. Problema-
tická môže byť aj postupná strata HLA 
molekúl na povrchu nádorovej bunky, 
tvorba fyzickej bariéry, sekrécia imu-
nosupresívnych molekúl, prípadne re-
kruitácia buniek zodpovedných za 

predmetom záujmu kvantita neoanti-
génu, metóda SRM ponúka možnosť ab-
solútnej kvantifikácie. Relatívna kvan-
tifikácia metódou SWATH (sequential 
windowed acquisition of all theoretical 
fragment ion spectra) je výnimočná svo-
jou robustnosťou a schopnosťou kvan-
tifi kovať všetky detekovateľné proteíny 
v jednom chromatografi ckom behu [26]. 
Do budúcna sa dá predpokladať apliká-
cia metódy SWATH pre robustnú kvan-
tifikáciu viacerých mutantných foriem 
peptidov alebo neoantigénov v rôznych 
typoch vzoriek za rôznych podmienok. 
Pre úspešnú kvantifi káciu bude kľúčové 
vytvorenie spektrálnej knižnice obsahuj-
úcej MS/ MS spektrá mutantných pro-
teínov (obr.  1). Po úspešnej identifi ká-
cii a validácii neoantigénov je potrebné 
pokračovať výberom peptidov, ktoré 
sú prezentované imunitným systémom 
a sú imunogénne. Z počiatočného listu 
tisícov variantov identifi kovaných me-
tódami NGS sa dostávame k  stovkám 
alebo desiatkam neoantigénov, ktoré sú 
skutočne exprimované na proteínovej 
úrovni. Následnou dôkladnou validáciou 
in silico, in vitro a in vivo sa okruh kandi-
dátov zúži ešte viac, až sa dostávame 
k listu niekoľkých kandidátov vhodných 
pre tvorbu protinádorovej vakcíny. Iden-
tifi kácia neoantigénov použiteľných pre 
tvorbu protinádorových vakcín je mul-
tidisciplinárna záležitosť vyžadujúca ko-
lektív vedcov so znalosťami z medicíny, 
imunológie, molekulárnej bio lógie, bio-
chémie a  analytickej chémie. Napriek 
zložitosti problematiky vzniklo niekoľko 
publikácií, kde sa autorom aspoň čias-
točne podarilo využiť vlastné neoan-
tigény pa cienta k  remisii nádorového 
ochorenia (viď nižšie). 

Úspešné aplikácie 

neoantigénových vakcín 

v protinádorovej terapii 

Ott et  al pripravili personalizované 
neoantigénové nádorovo-špecifické
vak cíny pre pa cientov s melanómom [27].
Pre vakcináciu bolo vybraných 20 neo-
epitopov na základe DNA a  RNA sek-
venovania a modelovania afi nity k HLA 
molekulám. Vakcíny boli aplikované 
subkutánne. U  pa cientov bola deteko-
vaná indukcia CD4+ a  CD8+ T  bunko-
vej odpovede, pričom T bunky špecifi cky 

pod detekčným limitom metódy. Efekti-
vitu procesu identifi kácie neoantigénov 
sme zvýšili znížením komplexity vzorky 
preseparáciou. Dôležitým faktorom bola 
ortogonalita preseparačnej metódy na 
separačnú metódu v druhom chromato-
grafi ckom rozmere [23]. Efektívna dvojdi-
menzionálna chromatografi cká metóda 
(dvojrozmerná kapalinová chromatogra-
fi a (2D LC)) využíva odlišné mechanizmy 
separácie v prvom a druhom chromato-
grafi ckom rozmere. Dobrým príkladom 
je náš systém s preseparáciou v bázickej 
reverznej fáze nasledovaný separáciou 
v kyslej reverznej fáze. Aplikáciou dvoj-
rozmernej kvapalinovej chromatografi e 
spojenej s tandemovou hmotnostnou 
spektrometriou (2D LC-MS/MS) možno 
mnohonásobne zvýšiť počet identifi-
kácií a zvýšiť pokrytie v mutovanej časti 
sekvencie. Možnosti optimalizácie pro-
cesu LC-MS identifi kácie neoantigénov 
spočívajú aj v použití chipových chroma-
tografických kolón vynikajúcich nižším 
protitlakom, lepšiou separáciou a repro-
ducibilitou oproti klasickým kapilárnym 
kolonám. Optimálnou 2D LC-MS/ MS 
metódou sme identifi kovali až desiatky 
neoantigénov.

Cielená proteomika ponúka možnosť 
validácie LC-MS/ MS dát. Metódu SRM 
(selected reaction monitoring) sme za-
cielili na konkrétne vybrané kandidátne 
neoantigény. Informácie potrebné pre 
tvorbu SRM metódy sme získali z MS/ MS 
dát príslušných neoantigénov. Výsledné 
SRM dáta boli spracované podľa dobre 
defi novaných pravidiel implementova-
ných v softvéri Skyline [24]. Dôveryhod-
nosť SRM validácie neoantigénov sme 
zvýšili použitím príslušných ťažkých fo-
riem neoantigénov s  izotopovým zna-
čením, ktoré slúžia ako referenčné pep-
tidy. Referenčné izotopovo značené 
peptidy sme museli dôkladne navrh-
núť. Izotopovo značená aminokyselina 
by mala byť v takej pozícii, aby sa spolu 
so zamenenými aminokyselinami vysky-
tovala v  čo najväčšom počte fragmen-
tových iónov. Fragmentačné spektrá re-
ferenčných peptidov sa musia dokonale 
podobať spektrám neoantigénov a  re-
tenčný čas oboch foriem musí byť iden-
tický. Úspešne validovaný neoantigén sa 
potom dá považovať za exprimovaný na 
proteínovej úrovni [25]. V prípade, že je 

ko S2 2018 recamo.indb   106 5.10.2018   10:20:58



PROTEOGENOMICKÁ PLATFORMA NA IDENTIFIKÁCIU NÁDOROVO ŠPECIFICKÝCH ANTIGÉNOV

Klin Onkol 2018; 31 (Suppl 2): 2S102–2S 107 2S107

munogenetics 2009; 61(1): 1– 13. doi: 10.1007/ s00251-

008-0341-z.

19. Harndahl M, Justesen S, Lamberth K et al. Peptide bind -

ing to HLA class I molecules: homogenous, high-through-

put screening, and affi   nity as says. J Biomol Screen 2009; 

14(2): 173– 180. doi: 10.1177/ 1087057108329453.

20. Wisniewski JR, Ostasiewicz P, Mann M. High recovery 

FASP applied to the proteomic analysis of microdis sected 

formalin fi xed paraffi   n embedded cancer tis sues retrieves 

known colon cancer markers. J Proteome Res 2011; 10(7): 

3040– 3049. doi: 10.1021/ pr200019m.

21. Bouchal P, Roumeliotis T, Hrstka R et al. Biomarker dis-

covery in low-grade breast cancer us  ing isobaric stable 

isotope tags and two-dimensional liquid chromatogra-

phy-tandem mass spectrometry (iTRAQ- 2DLC-MS/ MS) 

based quantitative proteomic analysis. J Proteome Res 

2009; 8(1): 362– 373. doi: 10.1021/ pr800622b.

22. Faktor J, Bouchal P. Build  ing mass spectrometry 

spectral libraries of human cancer cell lines. Klin Onkol 

2016; 29 (Suppl 4): 54– 58. doi: 10.14735/ amko20164S54.

23. Gilar M, Olivova P, Daly AE, et al. Orthogonality of se-

paration in two-dimensional liquid chromatography. Anal 

Chem 2005; 77(19): 6426– 6434. doi: 10.1021/ ac050923i.

24. Fin ney GL, Blackler AR, Hoopmann MR et al. Label-

-free comparative analysis of proteomics mixtures us -

ing chromatographic alignment of high-resolution 

muLC-MS data. Anal Chem 2008; 80(4): 961– 971. doi: 

10.1021/ ac701649e.

25. Carr SA, Abbatiel lo SE, Ackermann BL et al. Targe-

ted peptide measurements in bio logy and medicine: 

best practices for mass spectrometry-based as say de-

velopment us  ing a fi t-for-purpose approach. Mol Cell 

Proteomics 2014; 13(3): 907– 917. doi: 10.1074/ mcp.

M113.036095.

26. Gil let LC, Navar ro P, Tate S et al. Targeted data extrac-

tion of the MS/ MS spectra generated by data-indepen-

dent acquisition: a new concept for consistent and accu-

rate proteome analysis. Mol Cell Proteomics 2012; 11(6): 

O111.016717. doi: 10.1074/ mcp.O111.016717.

27. Ott PA, Hu Z, Keskin DB et al. An im munogenic per-

sonal neoantigen vaccine for patients with melanoma. 

Nature 2017; 547(7662): 217– 221. doi: 10.1038/ nature22

991.

28. Sahin U, Derhovanes sian E, Mil ler M et al. Personalized 

RNA mutanome vaccines mobilize poly-specifi c thera-

peutic im munity against cancer. Nature 2017; 547(7662): 

222– 226. doi: 10.1038/ nature23003.

7. Knuth A, Danowski B, Oettgen HF et al. T-cel l-mediated 

cytotoxicity against autologous malignant melanoma: 

analysis with interleukin 2-dependent T-cell cultures. Proc 

Natl Acad Sci U S A 1984; 81(11): 3511– 3515.

8. Wölfel T, Van Pel A, De Plaen E et al. Im munogenic 

(tum-) variants obtained by mutagenesis of mouse mas-

tocytoma P815. VIII. Detection of stable transfectants 

expres s  ing a tum- antigen with a cytolytic T cell stimula-

tion as say. Im munogenetics 1987; 26(3): 1780– 1787.

9. Wirth TC, Kühnel F. Neoantigen targeting-dawn of 

a new era in cancer im munother apy? Front Im munol 

2017; 8: 1848. doi: 10.3389/ fi m mu.2017.01848.

10. Jäger D, Jäger E, Knuth A. Im mune responses 

to tumour antigens: implications for antigen speci-

fi c im munother apy of cancer. J Clin Pathol 2001; 54(9): 

669– 674.

11. Garstka MA, Fish A, Celie PH et al. The fi rst step of pep-

tide selection in antigen presentation by MHC class I mo-

lecules. Proc Natl Acad Sci U S A 2015; 112(5): 1505– 1510. 

doi: 10.1073/ pnas.1416543112.

12. Dubey P, Hendrickson RC, Meredith SC et al. The im-

munodominant antigen of an ultraviolet-induced regres-

sor tumor is generated by a somatic point mutation 

in the DEAD box helicase p68. J Exp Med 1997; 185(4): 

695– 705.

13. Laumont CM, Per reault C. Exploit  ing non-canonical 

translation to identify new targets for T cel l-based cancer 

im munother apy. Cell Mol Life Sci 2018; 75(4): 607– 621. 

doi: 10.1007/ s00018-017-2628-4.

14. Worley BS, van den Broeke LT, Goletz TJ et al. An-

tigenicity of fusion proteins from sarcoma-as sociated 

chromosomal translocations. Cancer Res 2001; 61(18): 

6868– 6875.

15. Vigneron N, Stroobant V, Chapiro J et al. An antige-

nic peptide produced by peptide splic  ing in the pro-

teasome. Science 2004; 304(5670): 587– 590. doi: 

10.1126/ science.1095522.

16. War ren EH, Vigneron NJ, Gavin MA et al. An antigen 

produced by splic  ing of noncontiguous peptides in the 

reverse order. Science 2006; 313(5792): 1444– 1447. doi: 

10.1126/ science.1130660.

17. Kumar S, Banks TW, Cloutier S. SNP discovery 

through next-generation sequenc  ing and its appli-

cations. Int J Plant Genomics 2012; 2012: 831460. doi: 

10.1155/ 2012/ 831460.

18. Hoof I, Peters B, Sidney J et al. NetMHCpan, a method 

for MHC class I bind  ing prediction beyond humans. Im-
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dľa matematických modelov, sa vplyvom 
neoantigénovej vakcinácie predpokladá 
postupná selekcia subpopulácie nádo-
rových buniek bez prezentácie neoanti-
génu HLA molekulami. 

Záver

Neoantigénová vakcinácia má potenciál 
zmeniť súčasné prístupy k liečbe nádo-
rových ochorení a individualizovať pro-
tinádorovú liečbu. Budúcnosť tohto po-
stupu bude závisieť od automatizácie 
procesu získavania imunogénnych neo-
epitopov pa cienta a od úspešnosti zís-
kavania kontroly nad procesmi vedúcimi 
k  protinádorovej imunite. Podstatné 
bude aj načasovanie a voľba správneho 
režimu prídavnej liečby.
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