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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 modifikace mění fyzikálně-chemické vlastnosti 
membránových proteinů a tím výrazně zasahují i do procesu kancerogeneze. Membránové 
proteiny tak představují důležité cíle pro diagnostiku 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 
biologické 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 biologické léčby. Podrobněji jsou popsány glykosylace 
a fosforylace jako typické a nejvíce prostudované posttranslační modifikace membránových 
proteinů a dále hmotnostní spektrometrie jako efektivní nástroj pro identifikaci a kvantifikaci 
membránových proteinů.
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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 biologie 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 different 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 modifications alter the chemical-physical properties of membrane proteins 
and thus significantly affect 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 different 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, affect 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 modification of membrane proteins, and mass spectrometry is 
presented as an effective tool for the identification and quantification of membrane proteins.
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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 hydrofilní 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-binding 
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. gefitinib (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, 
některé se připojují pouze k jedné vrstvě 
fosfolipidů (proteiny ukotvené lipidy). 
Periferní membránové proteiny nein-
teragují s hydrofobní částí fosfolipidové 
membrány a vážou se pomocí specific-
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 hydrofilní 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 (bispecifický) 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 Imfinzi 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



2S36

Význam membránových proteinů v léčbě nádorových onemocnění a možnosti jejich dalšího studia

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

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

gefitinib 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 modifikaci, 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 sti-
muly. Pro nádorové buňky je typická ab-
normální fosforylace proteinů  [18,19], 
projevující se např. konstitutivní aktivací 
receptorových tyrozinkináz [6]. Pro iden-
tifikaci nových, dosud nepopsaných fos-
foproteinů a  konkrétních změn fosfory-
lace specifických 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 modifiko-
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 profilu 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 pacientů metastazování primár-
ního nádoru a nikoliv samotný primární 
nádor [12]. V preklinických studiích byly 
testovány protilátky, specifické 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 modifikace
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 modifikací 
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 biologii 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 differen-
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 některé 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 chromatografií, 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  identifikace membránových 
proteinů se v případě proteomické ana-
lýzy obvykle využívá LC-MS/ MS. Pro 
identifikaci 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 identifikaci proteinů v komplex-
ních biologických vzorcích a součástí to-
hoto přístupu je enzymatické štěpení 
všech proteinů s následným měřením na 
hmotnostním spektrometru [48]. 

Kvantifikaci membránových proteinů 
lze provést relativním nebo absolutním 
způsobem. V případě relativní kvantifi-
kace lze porovnávat kvantitu proteinů 
dvou či více biologických 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 
quantification) [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].

Identifikace 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 modifikací 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 purifikace proteinů, 2. solubi-
lizace a 3. separace, identifikace 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 afinity 
a specificity biotinu a glykoproteinu va-
ječného bílku avidinu nebo příbuzného 
bakteriálního proteinu streptavidinu. 
Membránové proteiny jsou označeny 
modifikovaným biotinem (aminooxy-
biotin, sulfo-NHS-SS-biotin)  [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 specifických 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 pacientek 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]. Některé 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 diagnostické mar-
kery nebo markery progrese nádorových 
onemocnění, např. prostatický specifický 
antigen (prostate-specific 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 kvantifikace je 
i tzv. label-free metoda bez využití izoto-
pového značení [51]. 

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

Kvantitativní proteomika je moderním 
a  důležitým nástrojem pro identifikaci 
a  charakterizaci membránových pro-
teinů izolovaných z  definovaných bu-
něčných linií nebo biologického 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. 
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