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EDITORIAL

Editorial 2019

Vážení čtenáři,
je tomu již téměř deset let, kdy bylo Masarykovým onkologickým ústavem (MOÚ) založeno Regionální centrum apliko-
vané molekulární onkologie (RECAMO), a  to díky dotaci 281  744    872 Kč (fi nancováno z  85  % z  fondů EU a  z  15  % ze stát-
ního rozpočtu ČR) v  letech 2010–2014. Jejím poskytovatelem byl Evropský fond pro regionální rozvoj a  státní rozpočet 
ČR cestou Operačního programu Výzkum a vývoj pro inovace projektu číslo CZ.1.05/ 2.1.00/ 03.0101. V roce 2015 pak projekt 
RECAMO přešel v  podobě fyzicky již vybudovaného a  fungujícího centra na nový, navazující projekt RECAMO2020  (č. pro-
jektu LO1413) podpořený Národním programem udržitelnosti I o celkové fi nanční podpoře ve výši 114 470 000 Kč, s čerpá-
ním poskytnuté podpory ze státního rozpočtu do 31. 12. 2019 s významnou spoluúčastí mateřské instituce, MOÚ. Oba pro-
jekty byly zaměřeny na moderní onkologický výzkum prováděný s  využitím nově vybudované výzkumné infrastruktury 
RECAMO (www.recamo.cz). Významným milníkem vývoje RECAMO bylo následné vybudování edukačního centra RECAMO/  
ELU v prostorách terasy Švejdova pavilonu MOÚ, což refl ektovalo potřebu navýšení prostorových kapacit ústavu pro výuku studentů 
všech stupňů vč. výuky postgraduální, a dále intenzivně se rozvíjející mezinárodní spolupráce s řadou evropských organizací (OECI, 
BBMRI-ERIC, ECRIN-ERIC a další).

Masarykův onkologický ústav, dlouhodobý člen OECI (Organization of European Cancer Institutes), je institucí zaujímající již po 
několik desetiletí přední místo v komplexní léčbě a výzkumu rakoviny a v současné době představuje největší komplexní onko-
logické centrum v ČR. RECAMO bylo od svého vzniku koncipováno jako integrální organizační jednotka ústavu, kterou tvoří mul-
tidisciplinární skupina odborně různě zaměřených výzkumných pracovníků a lékařských specialistů. Jejich společným cílem je 
klinická aplikace informací získaných studiem defi novaných oblastí výzkumu nádorů. RECAMO se věnuje širokému rozmezí ak-
tivit – od výzkumu v oblastech nádorové bio logie, patologie, regulace buněčné proliferace, imunobio logie, příčin vzniku a vý-
voje nádorového onemocnění nebo buněčné odpovědi na vnější poškození přes vývoj potenciálních screeningových anebo 
dia gnostických metod či nových látek s potenciálním protinádorovým účinkem až po klinická hodnocení fáze I/ II. RECAMO dlou-
hodobě rozvíjí inovativní a vysoce kvalitní výzkum v oblasti molekulární onkologie s cílem aplikovat získané výsledky v rychle 
se vyvíjejícím prostředí personalizované onkologie. Z dlouhodobých výzkumných aktivit lze jmenovat např. studium chaperonů 
a ko-chaperonů nebo úlohu proteinů rodiny p53 v nádorech. 

V souhrnu lze konstatovat, že RECAMO od počátku usiluje o a) transparentní onkologický výzkum zaměřený na kvalitu s poten-
ciálem praktické aplikace, b) součinnost výzkumných infrastruktur, jako jsou banky bio logického materiálu BBMRI (Biobanking 
and Biomolecular Resources Research Infrastructure) a akademická klinická hodnocení CZECRIN s výzkumnými aktivitami zamě-
řenými na řešení konkrétních výzkumných otázek, c) mezinárodní konkurenceschopnost, která přitáhla pozornost mnoha domá-
cích i zahraničních vědeckých pracovníků nejvyšší úrovně a jejímž výsledkem je řada výsledků publikovaných v prestižních odbor-
ných časopisech (viz www.recamo.cz).

Za výzkumný i realizační tým 
doc. MU Dr. Dalibor Valík, Ph.D.

výkonný ředitel RECAMO
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PŘEHLED

Méně časté mutace EGFR v kontextu léčby 

nemalobuněčného karcinomu plic

Uncommon EGFR Mutations in Non-Small Cell Lung Cancer 
and Th eir Impact on the Treatment

Bílek O.1,2, Holánek M.1, Berkovcová J.3, Horký O.3, Kazda T.4, Čoupková H.1, Špelda S.1, Kristková L.1, 
Zvaríková M.1, Podhorec J.1,2, Bořilová S.1, Bohovicová L.1, Zdražilová Dubská L.1,2

1 Klinika komplexní onkologické péče, LF MU a Masarykův onkologický ústav, Brno
2 Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno
3 Oddělení onkologické patologie, Masarykův onkologický ústav, Brno
4 Klinika radiační onkologie, LF MU a Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn 
Východiska: Mutace genu pro receptor epidermálního růstového faktoru (epidermal growth 
factor receptor – EGFR) hrají důležitou roli v patogenezi nemalobuněčného karcinomu plic. 
Protože se jedná o alterace často ovlivnitelné cílenou léčbou, představuje jejich detekce sou-
část běžné klinické praxe. U pacientů s aktivačními mutacemi EGFR bylo dosaženo výrazného 
zlepšení léčebných výsledků pomocí cílené léčby tyrozinkinázovými inhibitory. Dia gnostickým 
standardem mutací EGFR jsou v současné době metody založené na polymerázové řetězové 
reakci, zejména kvantitativní polymerázová řetězová reakce v reálném čase. V posledních le-
tech roste význam sekvenování nové generace. EGFR obsahuje čtyři domény: extracelulární 
s vazebným místem ligandu, transmembránovou doménu, cytoplazmatickou tyrozinkinázo-
vou katalytickou doménu a C-terminální doménu. Klíčové struktury tyrozinkinázové domény 
zodpovědné za aktivaci a přenos signálu jsou kódovány v rámci exonů 18–21 na 7. chromo-
zomu. Mutace EGFR jsou vysoce heterogenní. Asi 90 % mutací EGFR tvoří delece exonu 19 a bo-
dová mutace L858R v exonu 21. Jsou označovány za „klasické“ mutace. Přibližně 10% podíl 
z celkového počtu mutací připadá na méně časté alterace genu pro EGFR. Vzhledem k nízké 
incidenci nemalobuněčného karcinomu plic s méně častými mutacemi je stále třeba nových 
informací o jejich prediktivním významu. Většinu dosavadních dat o méně častých mutacích 
tvoří retrospektivní analýzy a hodnocení menších souborů. Cíl: Cílem tohoto přehledového 
článku je shrnout možnosti dia gnostiky a léčby nemalobuněčného karcinomu plic s méně čas-
tými mutacemi EGFR.

Klíčová slova
nemalobuněčný karcinom plic – receptor pro epidermální růstový faktor – tyrozinkinázové 
inhibitory – cílená léčba – mutace EGFR
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Úvod

Incidence bronchogenního karci-
nomu v Č R je 49,2/ 100 000 žen a 82,6/
 100  000  mužů. Nemalobuněčný karci-
nom plic (non-small cell lung cancer – 
NSCLC) tvoří převážnou většinu (85 %) 
těchto závažných plicních malignit  [1]. 
Nejvýznamnějším rizikovým faktorem 
je kouření. Endogenní rizikové faktory 
jsou méně časté  [2]. Významný onko-
genní potenciál mají specifi cké řídicí ge-
nové mutace (driver mutations – mu-
tace přímo poskytující buňce selektivní 
růstovou výhodu), které dělí NSCLC na 
molekulárně definované podjednotky 
a  svědčí o  vysoké heterogenitě one-
mocnění. S  tím souvisí dramatický roz-
voj možností systémové léčby v posled-
ním desetiletí, protože se často jedná 
o  alterace ovlivnitelné cílenou léčbou 
(targetable mutations). U pacientů s ak-
tivačními mutacemi genu pro receptor 
epidermálního růstového faktoru (epi-
dermal growth factor receptor – EGFR) 
nebo přestavbou ALK či ROS1 bylo dosa-
ženo výrazného zlepšení léčebných vý-
sledků [3,4]. Mezi další terapeutické cíle 
patří B-RAF, c-met, RET a další [5–7]. Zá-
sadní přínos znamenalo zařazení imuno-
terapie do léčby NSCLC, zejména inhibi-
tory PD-1 a PD-L1 [8].

V roce 2003  byly publikovány první 
práce popisující léčebný efekt inhi-
bice EGFR tyrozinkinázovými inhibitory 
(TKI)  [9,10]. Význam mutací EGFR jako 
prediktoru dobré odpovědi na léčbu TKI 
byl popsán Lynchem et al a Paezem et al

v roce 2004 [11,12]. Studie fáze III Ires-
 sa Pan-Asia Study publikovaná v  roce 
2009 prokázala mimořádný klinický be-
nefi t gefi tinibu (léčebná odpověď (re-
sponse rate – RR) 72,1  vs. 1,1  %) u  pa-
cientů s  mutací EGFR  [13]. Následně 
studie EURTAC přinesla podobné lé-
čebné výsledky u erlotinibu [14]. Četnost 
mutací EGFR u adenokarcinomů je v kav-
kazské populaci udávána 10–15 %, u asij-
ských pacientů až 50 %. Častější výskyt je 
u žen a nekuřáků. Asi 90 % mutací EGFR 
tvoří delece exonu 19 (del19) a bodová 
mutace L858R v exonu 21. Jsou označo-
vány jako „klasické“ mutace [15,16]. 

Pacienti s  EGFR mutovaným NSCLC 
v klinickém stadiu IIIB, IV jsou standardně 
léčeni TKI 1. generace (gefitinib, erlo-
tinib) či 2. generace (afatinib). Klinické 
studie fáze III prokázaly zlepšení doby 
do progrese (progression-free survival 
– PFS) a  objektivní odpovědi na léčbu 
(overall response rate – ORR)  [17–24]. 
V  souhrnné analýze studií Lux-Lung 3 
a Lux-Lung 6 bylo navíc prokázáno pro-
dloužení celkového přežití (overall sur-
vival – OS) pacientů s  del19  léčených 
afatinibem [25]. Léčba je nicméně kom-
plikována rozvojem sekundární rezis-
tence k léčbě TKI 1. a 2. generace, která je 
ve více než 50 % případů spojena s výsky-
tem bodové mutace T790M v exonu 20. 
Rezistenci mutace T790M překonává TKI 
3. generace osimertinib [26,27]. Přibývají 
informace osvětlující další mechanizmy 
poskytující nové léčebné cíle, zejména 
rezistentní mutace C797S v  exonu 20, 

dále mutace PI3KCA, KRAS, BRAF ampli-
fi kace MET, fúze RET či FGFR  [28]. Další 
příčinou rezistence se ukazují být epige-
netické změny. Podle preklinických stu-
dií vykazovaly buněčné linie s hyperme-
tylací promotoru EGFR nižší citlivost ke 
gefi tinibu. Tato oblast zůstává předmě-
tem výzkumu [29].

Mutace EGFR jsou vysoce hetero-
genní. Vzhledem k  nízké incidenci 
NSCLC s méně častými mutacemi je stále 
třeba nových informací o  jejich predik-
tivním významu. Klinické studie zpravi-
dla randomizovaly či primárně hodnotily 
pouze pacienty s klasickými mutacemi. 
Většinu dosavadních dat o  méně čas-
tých mutacích tedy tvoří retrospektivní 
analýzy a  hodnocení malých souborů. 
Pouze čtyři velké prospektivní studie 
zahrnovaly i  pacienty s  primárně dia-
gnostikovanými méně častými muta-
cemi definovanými jako všechny mu-
tace s výjimkou del19 a L858R. V těchto 
studiích představovaly přibližně 
10% podíl z  celkového počtu mutací 
EGFR [17,18,23,24]. Cílem tohoto přehle-
dového článku je shrnout možnosti dia-
gnostiky a léčby NSCLC pacientů s méně 
častými mutacemi EGFR.

Aktivace EGFR a mechanizmus 

účinku TKI

Receptor pro epidermální růstový fak-
tor obsahuje čtyři domény: extracelu-
lární s vazebným místem ligandu, trans-
membránovou doménu (alpha helix), 
cytoplazmatickou tyrozinkinázovou (TK) 

Summary
Background: Epidermal growth factor receptor (EGFR) mutations play an important role in the pathogenesis of non-small cell lung cancer. 
Because these alterations are so-called targetable mutations, their identifi cation is important in daily clinical practice. The diagnostic standard 
of EGFR mutations is currently based on polymerase chain reaction methods, particularly the quantitative real-time polymerase chain reaction. 
In recent years, new generation sequencing has become increasingly important. In patients with EGFR mutations, a signifi cant improvement 
in therapeutic outcomes was achieved with the administration of targeted therapy using tyrosine kinase inhibitors. EGFR is composed of four 
domains: extracellular with a ligand binding site, a transmembrane domain, a cytoplasmic tyrosine kinase catalytic domain, and a C-terminal 
domain. The key structures of the tyrosine kinase domain responsible for signal activation and transmission are encoded within exons 18–21 on 
chromosome 7. EGFR mutations are highly heterogeneous. About 90% of EGFR mutations are deletions of exon 19 and point mutation L858R 
in exon 21. These are referred to as ‘classic’ mutations. Approximately 10% of the total number of EGFR mutations is attributable to less frequent 
alterations in the EGFR gene. Due to the low incidence of non-small cell lung cancer with less frequent EGFR mutations, information on their pre-
dictive signifi cance is still incomplete. Most of the data for the treatment of cases with uncommon mutations were gathered from retrospective 
analyses and evaluations of small cohorts. Purpose: The aim of this review is to summarise the current options for diagnosing and treating non-
-small cell lung cancer patients with uncommon EGFR mutations.

Key words
non-small cell lung cancer – epidermal growth factor receptor – tyrosine kinase inhibitors – molecular targeted therapy – EGFR mutations
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tací v  EGFR a mohou vést k aktivaci TK 
domény bez přítomnosti ligandu  [16]. 
Vyskytují se ve formě: a) krátkých delecí, 
zejména v rámci exonu 19; b) bodových 
substitucí nukleotidů; c) inzercí, popř. 
duplikací [33]. Je možný komplexní vý-
skyt více než jedné mutace v  různých 
exonech  [34]. V posledních letech byly 
rovněž popsány případy chromozomál-
ních aberací ve smyslu duplikací či fúz-
ních translokací, které se ukazují být vy-
užitelné jako terapeutické cíle [35,36]. 

Klasické mutace EGFR (del19 a L858R) 
snižují afi nitu kinázy k ATP, čímž je zajiš-
těna vyšší afi nita k TKI [37]. TKI 1. gene-
race, gefi tinib a erlotinib, se reverzibilně 
vážou na vazebné místo ATP a  blokují 
fosforylaci mutované i nemutované ki-
názy  [38]. Vyšší afi nita TKI k  mutované 
kináze je příčinou vysoké léčebné od-
povědi. TKI 2. generace afatinib se ire-
verzibilně váže na vazebné místo ATP 

vými rezidui [31]. Navázání ligandu epi-
dermálního růstového faktoru (EGF) 
umožní vznik asymetrické dimerizace 
dvou kináz. Následná autofosforylace 
tyrozinových zbytků v  intracelulárním 
konci EGFR iniciuje tvorbu proteinových 
komplexů zodpovědných za transdukci 
signálu prostřednictvím signálních drah, 
zejména RAS/ MAPK a  PI3K/ AKT, a  dal-
ších. Výsledkem je ovlivnění exprese 
genů podporujících buněčnou prolife-
raci, přežití a migraci [32]. V případě mu-
tované kinázy se dimerizace jako pri-
mární mechanizmus aktivace nejeví. Je 
upřednostněn trvale aktivní stav do-
mény, což vede ke zvýšené aktivitě re-
ceptoru a zvýšení onkogenního rizika. 

Klíčové struktury TK domény zod-
povědné za aktivaci a  přenos signálu 
jsou kódovány v rámci exonů 18–21 na 
7. chromozomu. Mutace detekované 
v těchto exonech představují 98 % mu-

katalytickou doménu a C-terminální do-
ménu zodpovědnou za další přenos sig-
nálu [30]. Kinázová aktivita je regulována 
konformací katalytické domény. Aktivo-
vaná kináza je schopna transportovat 
fosfát z ATP na peptidový substrát C-ter-
minálního konce a umožnit tak přenos 
signálu. Za vytvoření či zrušení těchto 
podmínek jsou zodpovědné klíčové 
struktury TK domény, jako je aktivační 
smyčka (activation loop) či C-helix. V pří-
padě aktivované kinázové domény je ak-
tivační smyčka extendována z vazebné 
štěrbiny ATP (cleft) a  umožní navázání 
peptidového substrátu, zatímco kata-
lytické glutamátové reziduum C-helixu 
zformuje iontovou interakci s lyzinovými 
rezidui, která koordinují α a β fosfáty ATP. 
V inaktivní formě aktivační smyčka dra-
maticky mění svou konformaci, aby za-
bránila navázání peptidového substrátu, 
zatímco C-helix je odtažen glutamáto-

Schéma 1. Schéma shrnující nejčastěji detekované mutace genu EGFR u pacientů s nemalobuněčným karcinomem plic. Červeně 

jsou vyznačeny „klasické“ mutace.

TM – transmembránová doména 
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nity k ATP, vazebná afi nita k TKI je tedy 
v těchto případech podobná nemutova-
nému EGFR a výsledkem je primární rezi-
stence k současně používaným TKI [37].

Je k  dispozici řada retrospektivních 
studií hodnotících menší soubory pa-
cientů léčených TKI 1. a 2. generace [52–
54]. Jediná prospektivní data vyplývají 
z  post hoc analýzy studií Lux-Lung 2,
Lux-Lung 3  a  Lux-Lung 6, která uká-
zala, že u 23 pacientů s ins20 genu EGFR 
byla ORR na afatinib pouze 8,7 %, me-
dián času do progrese (mPFS) 2,7  mě-
síce a  medián celkového přežití (mOS) 
9,2  měsíce. U  těchto pacientů byly za-
znamenány lepší výsledky léčby che-
moterapií  [55]. Vyšší míra odpovědi na 
chemoterapii byla pozorována také 
v dalších retrospektivních studiích [56].

Podobně jako del19 jsou také ins20 vy-
soce heterogenní. Ukázalo se, že proxi-
mální lokalizace inzerce může ovlivnit 
vazebnou kinetiku léčiva a ATP. Yasuda 
et al studovali strukturu široké skupiny 
inzerčních mutací exonu 20 a in vitro cit-
livost k TKI 1. generace. Naprostá vět-
šina ins20  vykazovala rezistenci k  TKI. 
Výjimku tvořila proximální inzerce A763_
Y764insFQEA, která vykazovala vysokou 
citlivost k erlotinibu. Tato inzerce struk-
turálně posouvá C-helix v N koncovém 
směru. Zdá se, že ins20  mezi kodony 
769–775  neindukují tvorbu klínu na 
C-terminálním konci C-helixu a není zvý-
šena vazebná afi nita ATP. Předpokládá 
se, že proximální inzerce vedou k  po-
dobným strukturálním změnám ve va-
zebné štěrbině ATP jako v případě kla-
sické mutace L858R [53].

Prediktivní význam dobré léčebné 
odpovědi inzerce A763_Y764insFQEA 
byl opakovaně popsán v klinické praxi. 
Klughmmera et al popsali částečnou re-
gresi onemocnění ve druhé linii léčby 
erlotinibem trvající 17,5  měsíce a  OS 
24  měsíců  [57]. Dále byl zaznamenán 
léčebný efekt v  případě inzerce V769_
D770insASV (PFS 19,8 měsíce, OS 24 mě-
síců) a  N771delinsKPP (PFS 8  měsíců 
a  OS 10  měsíců)  [52,56]. Jsou k  dispo-
zici i data léčby NSCLC s ins20 osimerti-
nibem, van Veggel et al prezentovali re-
trospektivní analýzu 18  pacientů, ORR 
5,6 %, mPFS 3,6 měsíce [58]. Jsou zkou-
šeny nové molekuly cílící na překonání 
rezistence ins20. Příkladem je inhibitor 

mutace L858R a L861Q v exonu 21. Prů-
měrnou mezí detekce metody jsou 4 % 
nádorových buněk s mutací EGFR. Není-
-li k  dispozici histologický materiál, je 
možné stanovení z tekuté bio psie (liquid 
bio psy) izolací extrabuněčné nádorové 
DNA (cfDNA) z  odběru krve  [47]. Mu-
tační analýza cfDNA může být prove-
dena rovněž pomocí qPCR, vhodnější je 
však použití tzv. digitální PCR. Digitální 
PCR umožňuje absolutní kvantifikaci, 
protože porovnává skutečné množství 
templátové DNA, jejíž každá molekula je 
v jedné kapénce, ve které probíhá samo-
statná PCR reakce. Metoda je minimálně 
o řád senzitivnější než qPCR a umožňuje 
rovněž kvantifikaci amplifikovatelné 
DNA [48]. Nejčastějším využitím mutační 
analýzy z tekutých bio psií je detekce re-
zistentní mutace T790M ve vzorku. 
To, jestli detekujeme i  původní akti-
vační mutaci, zároveň slouží jako vnitřní 
kontrola reprezentativnosti získaného 
vzorku.

V posledních letech roste význam sek-
venování nové generace, které je vyu-
žitelné k detekci bodových mutací, am-
plifi kací i  chromozomálních přestaveb 
v  rámci celého genomu  [49]. Citlivost 
detekce frekvencí mutovaných alel do-
sahuje až 0,1 % v závislosti na hloubce 
sekvenace [50].

Léčba NSCLC s méně častou 

mutací EGFR

Inzerce exonu 20

Ins20  představují největší podíl méně 
častých mutací. Vyskytují se pouze 
u  1,5–2,5  % všech NSCLC, ale předsta-
vují přibližně 10  %  (1–17  %) pacientů 
s  mutací EGFR. Podobně jako u  klasic-
kých mutací jsou ins20 dia gnostikovány 
zejména u  žen, nekuřáků a  asijské po-
pulace. Nejčastěji detekované mutace 
zahrnují D770_N771insNPG, V769_
D770insASV, D770_N771insSVD, H773_
V774insH a další [51]. 

Ins20 strukturálně ovlivňují aktivační 
smyčku (activation loop) a  navazující 
C-terminální konec C-helixu. Výsled-
kem inzerce je nejčastěji fixace C-he-
lixu „klínem“, kterým je zabráněno vy-
tvoření zevní deaktivační konformace 
kinázy a je trvale upřednostněn aktivo-
vaný stav. Na rozdíl od klasických mutací 
však zpravidla nedochází ke snížení afi -

receptoru EGFR, Her-2 a Her-4 [39]. Při-
bližně v 50 % případů dochází k rozvoji 
sekundární mutace T790M, která ob-
novuje preferenční afi nitu kinázy k ATP, 
což je příčinou nižší účinnosti a  rezi-
stence TKI 1. generace  [40]. Afatinib 
v preklinických modelech vykazoval jis-
tou míru účinku i za přítomnosti T790M, 
bylo však zapotřebí vysokých dávek, kte-
rých nelze s ohledem na související toxi-
citu v klinické praxi dosáhnout [41]. Osi-
mertinib, ireverzibilní inhibitor EGFR, 
Her-2 a Her-4, strukturálně překonává re-
zistenci T790M a obnovuje afi nitu k va-
zebné štěrbině ATP ve srovnání s nemu-
tovaným EGFR  [42]. Další molekuly TKI 
3. generace jsou ve fázi klinického zkou-
šení [43]. Schéma 1 znázorňuje přehled 
mutací exonu 18–21 genu EGFR.

Dia gnostika mutací EGFR

Detekce mutace EGFR, přestavby genu 
ALK, ROS1, exprese PD-L1 jsou součástí 
standardní dia gnostiky NSCLC. Mutaci 
EGFR lze dia gnostikovat z  formalínem 
fixované, parafinizované tkáně nebo 
z cytologických preparátů, popř. izolací 
volné cirkulující DNA (cfDNA) z periferní 
krve [44].

V minulosti se využívalo Sangerovo 
sekvenování exonů 18–21, metoda je vy-
soce specifi cká, s možností záchytu no-
vých mutací, je však limitována nízkou 
senzitivitou s potřebou minimálně 20% 
zastoupení mutovaných nádorových 
buněk v analyzovaném vzorku [45]. Ne-
provádí se ani imunohistochemické tes-
tování specifickými protilátkami kvůli 
nižší detekční výkonnosti ve srovnání 
s jinými metodami [46].

V současné době jsou standardem 
metody založené na polymerázové ře-
tězové reakci (polymerase chain reac-
tion – PCR), zejména kvantitativní PCR 
v  reálném čase (qPCR) vyznačující se 
výrazně vyšší senzitivitou, řádově je 
nutné pouze 1% zastoupení mutované 
alely ve vzorku  [44]. Jsou však deteko-
vány pouze mutace, pro které byl navr-
žen příslušný test. V Masarykově onkolo-
gickém ústavu je využíván dia gnostický 
kit cobas® EGFR Mutation Test v2 (Roche, 
Basilej, Švýcarsko). Test detekuje bo-
dové mutace G719X v exonu 18, del19, 
inzerce v exonu 20 (ins20), bodové mu-
tace S768I a T790M v exonu 20 a bodové 
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lepších léčebných výsledků bylo podle 
očekávání dosaženo v  případě sou-
běžného výskytu s  klasickými muta-
cemi  [34,64,71–73]. Wu et al popsali 
soubor 32 pacientů s komplexními mu-
tacemi léčených TKI 1. generace. V této 
studii bylo dosaženo ORR 56  %, mPFS 
3,5 měsíce a mOS 8,5 měsíce, lepší vý-
sledky byly zaznamenány u  pacientů 
s klasickou mutací [64]. Přínos léčby afati-
nibem hodnotila post hoc analýza studií 
Lux-Lung, nebyl zaznamenán rozdíl v lé-
čebné odpovědi komplexních a jednotli-
vých mutací. Bylo dosaženo ORR 100 % 
a mPFS 14,7 měsíce, ale ve většině pří-
padů byla dia gnostikována kombinace 
s klasickou mutací [55]. V případě kom-
binace T790M s citlivou mutací může být 
dosaženo léčebného efektu TKI 1. a 2. ge -
nerace  [55]. V  současné době je však 
u  těchto pacientů indikována léčba 
3. generace TKI osimertinibem [27].

Závěr

Léčba TKI přináší výrazné zlepšení léčeb-
ných výsledků a kvality života u většiny 
pacientů s  mutací EGFR. Je stále třeba 
nových dat týkajících se dia gnostiky 
a léčby vzácných mutací. Mnohé z nich 
vykazují dobrou citlivost k  léčbě TKI 
1. a  2. generace, TKI 3. generace zatím 
mají pouze omezená data. Zejména mu-
tace G719X, S768I a  L861Q vykazovaly 
velmi dobrou citlivost k  léčbě afatini-
bem. Naopak ins20 vykazuje v naprosté 
většině případů primární rezistenci k TKI, 
výjimkou se zdají být ně kte ré proximální 
inzerce, u  nichž byl byla léčba TKI pří-
nosná. Řada mutací je detekována velmi 
vzácně a léčebná odpověď byla publiko-
vána pouze na úrovni kazuistik. Zdoko-
naluje se dia gnostika mutací, vedle stan-
dardní qPCR roste význam sekvenování 
nové generace, které se stává komerčně 
dostupné a  umožňuje výrazně hlubší 
detekci využitelnou např. v rámci speci-
fi kace ins20. Mezi standardní detekční 
metody patří „tekutá bio psie“, zavedení 
digitální PCR výrazně zlepšuje její senzi-
tivitu. Pokračují snahy o překonání pri-
mární a sekundární rezistence.
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vali soubor 76  pacientů s  G719X léče-
ných TKI 1. generace, bylo dosaženo ORR 
36,8 % a mPFS 6,3 měsíce. Výrazně lep-
ších výsledků bylo dosaženo u kombino-
vaných mutací, zejména G719X + S768I 
(ORR 50  %) a  G719X  +  L819Q (ORR 
89 %) [66]. Analýza studií Lux-Lung pro-
kázala výrazný benefi t afatinibu s  ORR 
mPFS 13,8  měsíce a  mOS 26  měsíců, 
avšak více než polovina pacientů měla 
komplexní mutaci  [55]. V  rámci retro-
spektivní jednoramenné studie bylo 
hodnoceno 19  pacientů léčených osi-
mertinibem, ORR 52,6 %, 6měsíční PFS 
72,4 %, ve 4 případech se jednalo o kom-
plexní mutaci s del19 nebo L858R [62].

Další velmi vzácnou bodovou mutací 
exonu 18 je E709X. Wu et al publikovali 
soubor 18 pacientů léčených TKI 1. gene-
race, ORR 50 %, mPFS 6,2 měsíce. U vět-
šiny pacientů byla zachycena komplexní 
mutace, u  těchto byla zaznamenána 
dobrá léčebná odpověď. U  5  pacientů 
se samostatnou mutací E709  léčebná 
odpověď nebyla  [67]. Byl zaznamenán 
dobrý efekt léčby afatinibem s  mediá-
nem doby do selhání léčby delším než 
12 měsíců, jednalo se však pouze o 4 pa-
cienty s komplexní mutací L858R nebo 
G719A [68].

Mutace L861Q v exonu 21

Předpokládá se, že bodová mutace 
L861Q na exonu 21 představuje 2 % mu-
tací EGFR  [51]. Podobně jako L858R kó-
duje oblast aktivační kličky kinázy (activa-
tion loop) [31]. Mírou léčebného efektu se 
L861Q blíží klasickým mutacím. Chiu et al 
publikovali skupinu 54 pacientů léčených 
1. generací TKI, bylo dosaženo ORR 40 % 
a PFS 8,1 měsíce [66]. Afatinib v analýze 
studií Lux-Lung dosáhl ORR 54 %, mPFS 
8,2 měsíce, čtvrtina pacientů měla kom-
plexní mutaci. Ahn et al prezentovali 
9 pacientů léčených osimertinibem, ORR 
77,8 %, 6měsíční PFS dosahovalo 74,1 mě-
síce, ve 2  případech se jednalo o  kom-
plexní mutaci s GS19A v exonu 18 [62].

Komplexní mutace

Komplexní mutace tvoří až 14  % dia-
gnostikovaných mutací EGFR  [69]. 
Mutace mohou být v  rámci tumoru 
zastoupeny heterogenně, proto se před-
pokládá význam dostatečného množ-
ství dia gnostického materiálu [70]. Nej-

HSP90 (heat shock protein 90) lumine-
spib, který v rámci studie fáze II u méně 
předléčených pacientů dosáhl ORR 21 % 
a mPFS 5,1 měsíce [59]. Nejen u NSCLC 
přináší slibné výsledky EFGR-TKI 3. ge-
nerace poziotinib, probíhá studie fáze II 
(NTC03066206).

Bodové mutace exonu 20

Další mutací je S768I, tvoří cca 1 % mu-
tací EGFR. Často se objevuje v kombinaci 
s jinou mutací, zejména L858R a G719X 
[51]. V  retrospektivních studiích s  TKI 
1. generace byla zaznamenána částečná 
odpověď s ORR 20–33 % v případě samo-
statného výskytu S768I, výrazně lepší vý-
sledky byly u komplexních mutací. Chen 
et al uvádějí mPFS 2,7  měsíce  [60,61]. 
V  post hoc analýze Lux-Lung  2, Lux-
-Lung 3 a Lux-Lung 6 byla zaznamenána 
100% odpověď na léčbu afatinibem, PFS 
14,7 měsíce, avšak u 7 z 8 pacientů byla 
zachycena komplexní mutace s  L858R 
a G719X [55]. Jsou k dispozici i data s osi-
mertinibem, ve studii fáze II byla u 8 pa-
cientů s S768I zaznamenána ORR 37,5 %, 
ve 2 případech se jednalo o kombinova-
nou mutaci [62]. 

Bodová mutace T790M je cca v 50 % 
případů příčinou sekundární rezistence 
po léčbě TKI 1. a  2. generace. Primární 
výskyt se odhaduje na 1 % mutací EGFR. 
V analýze studií Lux-Lung u pacientů lé-
čených afatinibem bylo dosaženo ORR 
14,3 %, mPFS 2,9 měsíce a mOS 9,2 mě-
síce [55]. V současné době je v případě 
primární či sekundární detekce T790M 
indikována léčba TKI 3. generace osi-
mertinibem, ORR ve 2. linii léčby 71 %, 
v 1. linii 80 % [26,27]. 

Byla popsána řada dalších velmi vzác-
ných mutací exonu 20. U ně kte rých byly 
zaznamenány odpovědi na TKI, např. 
V765A, V774A či T783A, PFS však byl 
krátký [63].

Bodové mutace exonu 18

Mutace exonu 18 představují 3–4 % mu-
tací EGFR  [51]. Strukturálně ovlivňují 
p-smyčku TK domény (p-loop) [37]. Nej-
častěji se jedná o  Gly719X, záměnu 
glycinu za serin, alanin nebo cystein. 
Většina informací o  výskytu pochází 
z malých retrospektivních studií a kazu-
istik  [52,64,65]. Častý je výskyt v  rámci 
komplexní mutace. Chiu et al publiko-
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CRISPR-Cas9 jako nástroj v terapii nádorových 

onemocnění

CRISPR-Cas9 as a Tool in Cancer Th erapy

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

Souhrn
Východiska: Editace genomu využívající CRISPR-Cas9 se v průběhu krátké doby zařadila mezi 
základní metody bio logického výzkumu. Tento nedávno objevený mechanizmus adaptivní an-
tivirové obrany bakterií se podařilo přizpůsobit potřebám vědy a učinit z něj tak neocenitelný 
nástroj v manipulaci s DNA. K rozšíření metody přispěla především její jednoduchost a spo-
lehlivost, s jakou ji lze využít. Pod pojmem editace genomu rozumíme úpravy genomové DNA 
cílené s přesností na jeden pár bází. V jednoduchosti zaměření enzymu na cílovou sekvenci se 
CRISPR-Cas9 zásadním způsobem liší od předchozích technologií. Na poli výzkumu nádoro-
vých onemocnění umožnil CRISPR-Cas9 vývoj řady modelových systémů vhodných pro stu-
dium karcinogeneze a testování léčiv. Z terapeutického hlediska našel CRISPR-Cas9 uplatnění 
v oblasti imunoterapie, a to zejména při ex vivo genetických modifi kacích T lymfocytů pa cienta. 
Cíl: Terapeutický potenciál CRISPR-Cas9 v léčbě nádorových onemocnění se nyní snaží ově-
řit několik klinických studií. Na základě těchto studií jsme v článku shrnuli strategie použité 
při přípravě terapeutických nástrojů použitelných v protinádorové terapii. Závěr: Technologie 
CRISPR-Cas9 se ukazuje jako nepostradatelná v oblasti základního výzkumu při studiu funkce 
jednotlivých genů v procesu karcinogeneze. Využití metody v protinádorové terapii je více pro-
blematické. Před vlastní klinickou praxí je potřeba provést ještě řadu optimalizací týkajících se 
účinnosti, bezpečnosti a specifi ty CRISPR-Cas9.

Klíčová slova
CRISPR-Cas9 –  imunoterapie –  klinická studie

Summary
Background: Genome editing using CRISPR-Cas9 has become one of the basic methods of 
biological research over a short period of time. This recently discovered system of adaptive 
immunity of bacteria has been adapted to the needs of science and has become a valuable tool 
for DNA manipulation. Its simplicity and reliability have contributed to widespread use of the 
method. Genome editing refers to targeted modifi cations of genomic DNA with single base 
pair accuracy. CRISPR-Cas9 diff ers signifi cantly from previous technologies in the simplicity of 
directing the enzyme to the target sequence. In the fi eld of cancer research, CRISPR-Cas9 has 
enabled the development of a number of models for the study of carcinogenesis and drug 
testing. From a therapeutic point of view, CRISPR-Cas9 has been applied in the fi eld of immu-
notherapy, especially in ex vivo genetic modifi cations of the T-cells of patients. Aim: Currently, 
several clinical trials are trying to verify the therapeutic potential of CRISPR-Cas9. Based on 
these studies, we have summarised the strategies used in the preparation of therapeutic tools 
useful in cancer therapy. Conclusion: CRISPR-Cas9 appears to be crucial in basic research, par-
ticularly in the study of the function of individual genes involved in carcinogenesis. However, 
it will still be necessary to optimise the effi  cacy, safety and specifi city of CRISPR-Cas9 before it 
is used in clinical practice.
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CRISPR-Cas9 –  immunother apy –  clinical trial 
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Úvod

Technologie editace genomu s využitím 
systému CRISPR-Cas9 je v bio logickém 
výzkumu již natolik rozšířená, že by-
chom jen těžko hledali oblast, která ji 
nevyužívá. Přitom ještě před 10 lety byl 
pojem CRISPR (clustered regularly in-
terspaced short palindromic repeats) 
známý jen úzkému okruhu mikrobio-
logů, kteří jej objevili jako systém adap-
tivní imunity bakterií. Když se však po-
dařilo objasnit mechanizmus, jakým 
CRISPR-Cas9  brání opakované infekci 
bakterie fágem, vyšel najevo obrov-
ský potenciál tohoto systému pro vědu. 
V  roce 2013  byl představen CRISPR-
-Cas9 optimalizovaný pro využití v  lid-
ských buňkách [1,2] a ihned se začal šířit 
do laboratoří po celém světě rychlostí 
typickou pro revoluční objevy, a to i na-
vzdory skutečnosti, že tento nástroj ne-
přinesl v principu nic, čeho by nebylo 
možné dosáhnout pomocí dřívějších 
technologií. Systém CRISPR-Cas9 nebyl 
první a není jedinou technikou umož-
ňující tzv. editaci genomu  [3]. K  jeho 
rozšíření přispěla především jednodu-
chost, s  jakou jej lze používat. Jedná 
se o  jednoduchou a  spolehlivou me-
todu, která do té doby nebyla dostupná 
a  s  jejímž příchodem bylo možno 
naplno využít potenciál ostatních 
technologií.

Pod pojmem editace genomu rozu-
míme úpravy genomové DNA cílené 
s přesností na jeden pár bází. Přesnost 
je přitom klíčová a umožňuje zasahovat 
do DNA způsobem, kterým lze dosáh-
nout požadovaných změn. Na moleku-
lární úrovni mají systémy pro editaci ge-
nomu podobu enzymů, které dokážou 
rozštěpit DNA v  místě dané sekvence 
(jedná se tedy o  nukleázy, konkrétně 
DNázy). Známe celou řadu nejrůzněj-
ších DNáz štěpících více či méně speci-
fi cké sekvence DNA. O editaci genomu 
však mluvíme pouze tehdy, pokud vyu-
žíváme enzymy, které jsou naprogramo-
vatelné tak, aby specifi cky štěpily námi 
zvolenou libovolnou sekvenci. V jedno-
duchosti zaměření enzymu na cílovou 
sekvenci se tak CRISPR-Cas9 zásadním 
způsobem liší od předchozích technolo-
gií ZFN (zinc-fi nger nucleases) a TALEN 
(transcription activator-like effector 
nucleases) [3,4].

Mechanizmus editace genomu 

metodou CRISPR-Cas9

Systém CRISPR-Cas9  běžně používaný 
v  laboratorní praxi se skládá ze dvou 
komponent –  proteinu Cas9 (CRISPR as-
sociated protein 9) fungujícího jako nuk-
leáza a  specifi cké malé molekuly RNA 
nazývající se sgRNA (single-guide RNA). 
Ta se váže na Cas9 a odpovídá za jeho 
navedení na cílovou sekvenci. Na zá-
kladě komplementarity bází mezi cílo-
vou DNA a sgRNA dochází k rozpoznání 
sekvence a  k  jejímu následnému ště-
pení. Enzym Cas9  štěpí vždy jen tako-
vou sekvenci, která je komplementární 
k jeho sgRNA. Vytvoření vhodné sgRNA 
představuje jednoduchou, rutinní záleži-
tost a adaptace celého systému pro ště-
pení jakékoliv sekvence je nenáročná 
s ohledem na čas, materiál nebo know-
-how laboratoře [1]. 

CRISPR-Cas9  lze využít především 
k modulaci exprese genu, a to jak k akti-
vaci, tak jeho inhibici (schéma 1A) [5]. Vy-
řazení funkce genu v buňce můžeme do-
sáhnout pouhým rozštěpením řetězce 
DNA v místě vybraného genu. Dvouře-
tězcové zlomy v DNA jsou v lidské buňce 
nejčastěji opravovány pomocí mechani-
zmu nehomologního spojování konců, 
které však vede často ke vzniku mutací 
v  podobě krátkých inzercí nebo delecí 
v místě zlomu. Mutace pak mají za násle-
dek vznik nefunkčního genového pro-
duktu, a  to jak na úrovni proteinu, tak 
nekódující RNA. Takto vyřazený gen nám 
umožňuje zkoumat jeho funkci v daném 
systému, např. jedná-li se o vyřazení on-
kogenu v  nádorové buňce nebo o  vy-
řazení nádorového supresoru v  buňce 
zdravé.

Štěpení DNA lze také využít k opravě 
vybraného genu (schéma 1B). Pomocí 
CRISPR-Cas9  lze přímo eliminovat ge-
netické změny vedoucí k  nekontrolo-
vané proliferaci či metastazování  [6]. 
V  určité fázi buněčného cyklu má 
buňka k  dispozici další typ oprav, 
a  sice opravu řízenou homologní sek-
vencí. V  tomto případě buňka využije 
jako templát pro opravu dvouřetěz-
cového zlomu druhý homologní chro-
mozom a výsledkem je dokonale opra-
vené vlákno v původní podobě. Tento 
mechanizmus je ale možné využít i pro 
vnesení změn do sekvence DNA. Pokud 

do buňky vneseme spolu se systémem 
CRISPR-Cas9  i  krátkou molekulu DNA, 
která má sekvenci homologní s  cílo-
vým genem lišící se pouze v místě bo-
dové mutace, kterou chceme opravit, 
může tato DNA posloužit jako templát 
a oprava povede k nahrazení původní 
nefunkční varianty funkční variantou 
genu [7]. Tato možnost je zajímavá pře-
devším pro genovou terapii. Na roz-
díl od dřívějších metod genové tera-
pie nabízí CRISPR-Cas9 přímou opravu 
nefunkčního genu, a  nikoli pouze 
vnesení kopie genu, která je navíc 
v  buňce přítomna pouze po přechod-
nou dobu, nebo se náhodně začlení do 
genomové DNA.

Další možností využití CRISPR-Cas9 je 
cílená epigenetická editace (schéma 1C) 
umožňující měnit např. histonové mo-
difikace či DNA metylace a  tím ovliv-
ňovat expresi proteinů [8]. Vezmeme-li 
v  úvahu množství epigenetických fak-
torů zahrnutých do regulace nádoro-
vých onemocnění, mohlo by zaměření 
se na tyto regulační mechanizmy zna-
menat významný pokrok v  terapii ná-
dorů. Základem tohoto sytému je kom-
plex Cas9/ sgRNA, ve kterém mutantní 
Cas9 není schopen štěpit DNA, proto fun-
guje dohromady se sgRNA pouze jako 
naváděcí DNA vazebná doména. Fúzním 
partnerem Cas9 je potom další protein 
se specifickou funkcí, kterou chceme 
aplikovat na vybrané místo v  DNA. 
Může se jednat např. o enzymy modifi -
kující chromatin, které ovlivňují geno-
vou expresi, a tím umožňují zvýšit nebo 
snížit množství genového produktu 
v buňce. 

CRISPR-Cas9 v protinádorové 

terapii

Terapeutický potenciál CRISPR-Cas9 
v oblasti protinádorové terapie byl po-
tvrzen řadou in vitro, in vivo a ex vivo ex-
perimentů. Technologie CRISPR-Cas9 je 
nejvíce využívána v  imunoterapii ná-
dorových onemocnění, a  to především 
v adoptivní imunoterapii, která je zalo-
žená na izolaci pa cientových T  lymfo-
cytů, jejich genetické modifi kaci ex vivo, 
kultivaci a následném navrácení zpět do 
organizmu, kde dojde k navození imu-
nitní odpovědi v oblasti nádoru. Cílem 
genetických modifikací na T lymfocy-
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ným karcinomem plic, u kterých selhala 
standardní léčba a  u  kterých byla zjiš-
těna zvýšená exprese PD-L1 na nádoro-
vých buňkách. Jedná se o  první studii, 
u které byly získány výsledky z CRISPR-
-Cas9  terapie. Studie je zaměřená na 
zhodnocení bezpečnosti a  definování 
maximální tolerované dávky po im-
plantaci autologních T lymfocytů mo-
difi kovaných CRISPR-Cas9 s vyřazeným 
PD-1  (PD-1-/ -  T). Studie se zúčastnilo 
devět pa cientů, dokončilo ji osm z nich. 
Pa cienti byli zařazeni do tří skupin, s es-
kalací dávky 1 × 107, 2 × 107 a 4 × 107 PD-
1-/ - T/ kg ve dvou cyklech. Z nežádoucích 
účinků bylo nejzávažnější nadměrné po-
cení (hyperhidróza) dosahující stupně 3. 
Dále u  pa cientů docházelo ke zvýšené 
aktivitě jaterních transamináz (ALT/AST), 

fi cké cytotoxické odpovědi a destrukce 
cílových buněk  [10], což může naopak 
také vést k navození nádorové tolerance. 
K  jejímu vzniku přispívá především ex-
prese PD-L1  na povrchu nádorových 
buněk. Jednou z  možností imunotera-
pie je vyřazení kontrolního bodu PD-1, 
a tím navození vyšší aktivity imunitního 
systému. Je nutno zmínit, že v současné 
době existují monoklonální protilátky 
blokující receptor PD-1, ale i  ligand PD-
L1, které byly schváleny k léčbě pokroči-
lého metastazujícího melanomu, renál-
ního karcinomu a  nemalobuněčného 
karcinomu plic [11,12]. T lymfocyty mo-
difikované CRISPR-Cas9  s  vyřazeným 
PD-1 byly použity v probíhající klinické 
studii (NCT02793856) (schéma 2AI) pro-
vedené u  pa cientů s  nemalobuněč-

tech je upevnit specifi tu a zvýšit jejich 
afinitu k  danému nádorovému anti-
genu, aktivovat imunitní odpověď a zá-
roveň omezit riziko vzniku imunitní 
reakce štěpu proti hostiteli (graft ver-
sus host dis ease –  GvHD). Rozsah imu-
nitní reakce je závislý na interakci řady 
různých receptorů a ligandů, které zesi-
lují či tlumí procesy aktivace T lymfocytů. 
Důležitou roli v potlačení imunitní odpo-
vědi v nádorovém mikroprostředí hrají 
tzv. kontrolní body imunitního systému. 
Za jeden z  nich je považovaná inter-
akce PD-1/ PD-L1, která navozuje funkční 
inaktivitu lymfocytů, a tím chrání orga-
nizmus před vznikem autoimunitních 
onemocnění [9]. Tato interakce přispívá 
k „vyčerpání“ (exhausting) efektorových 
lymfocytů, které nejsou schopné speci-

Schéma 1. Schéma mechanizmů editace genomu metodou CRISPR-Cas9. 
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nění stabilizováno po dobu 18– 22 týdnů 
a  zároveň byla zjištěna větší diverzita 
T lymfocytů než u dalších pěti pa cientů, 
u kterých došlo k progresi onemocnění. 
Kontrola onemocnění (diasease control 
rate – DCR) po 8 týdnech byla zazname-
nána ve 28,6 % a medián přežití bez pro-
grese (progression-free survival – PFS) 
byl 7,6 týdne. Závěrem studie bylo kon-
statováno, že terapie PD-1-/ - T se zdá 
být bezpečná. Čtyři další klinické stu-
die využívající obdobný koncept delece 
PD-1 na autologních T  lymfocytech byly 
registrovány při léčbě rakoviny prostaty 
(NCT02867345), močového měchýře 
(NCT02863913), jícnu (NCT03081715) 
a ledvin (NCT02867332). V další klinické 
studii (NCT03399448) (schéma 2AII) je 
testováno využití T lymfocytů nesoucích 
tři různé genetické modifi kace induko-
vané CRISPR-Cas9  v  léčbě mnohočet-
ného myelomu, synoviálního sarkomu, 
myxoidního liposarkomu a  melanomu. 
Kromě omezení exprese PD-1 bude vy-
řazena také část T buněčného recep-
toru (T-cell receptor  –  TCR) a  vnesen 
modifi kovaný receptor selektivně se vá-
zající na antigen NY-ESO-1 exprimovaný 
na nádorových buňkách. Vyřazení TCR 
by mělo napomoci snížit riziko vzniku 
GvHD. Další klinická studie fáze I/ II 
(NCT03044743) (schéma 2AIII) je regist-
rována pro léčbu malignit asociovaných 
s virem Epsteina a Barrové, u nichž velmi 
často dochází ke zvýšené expresi PD-L1. 
Ve studii budou využity T lymfocyty mo-
difikované CRISPR-Cas9  s  vyřazeným 
PD-1, které jsou specifi cké k buňkám in-
fi kovaným virem Epsteina a Barrové. Jak 
již bylo zmíněno výše, k inhibici interakce 
PD-1/ PD-L1 jsou v současné době vyu-
žívány monoklonální protilátky. Přesto 
celý záměr s „nabuzením“ imunitního 
systému pomocí modifi kovaných T lym-
focytů vypadá velmi slibně a je další al-
ternativou protinádorové terapie využi-
telnou v klinickém prostředí.

Další imunoterapeutická strategie
je založena na využití modifikova-
ných T lymfocytů upravených ex vivo 
tak, aby exprimovaly chimérický anti-
genní receptor (chimeric antigen re-
ceptor  –  CAR). Ten je tvořen intracelu-
lární doménou TCR, která vede k aktivaci 
T lymfocytů a spouští cytotoxickou od-
pověď, a  extracelulární doménou spe-

srdeční arytmií stupně 1, a to po dobu 
42,4 týdne. Sedm pa cientů odpovídalo 
na průběh léčby. U dvou bylo onemoc-

trombocytopenii, únavě či horečce, vše 
hodnoceno v  mírné až střední závaž-
nosti (stupeň 1– 2). Jeden pa cient trpěl 

Schéma 2. Schéma terapeutické strategie. 

A. CRISPR-Cas9 geneticky modifi kované T lymfocyty (I) s vyřazeným PD-1, (II) s vyřazeným 
PD-1 a TCR a s modifi kovaným receptorem selektivně se vázajícím na antigen NY-ESO-1, 
(III) s vyřazeným PD-1 a specifi cký se vázající k buňkám infi kovaným EBV. 
B. CAR-T lymfocyty (I) specifi cké k CD19 a CD20/22, (II) s vyřazeným TCR a specifi cké 
k CD19, (III) s vyřazeným TCR a PD-1 a specifi cké k mezotelinu.

TCR – T buněčný receptor, CAR – chimérický antigenní receptor
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žená na CRISPR-Cas9 se tak ukázala ne-
postradatelnou pro vědecký pokrok. Je 
široce využitelná především v  základ-
ním výzkumu při studiu funkce jednot-
livých genů v  procesu karcinogeneze. 
Jako více problematické se jeví využití 
CRISPR-Cas9 v protinádorové terapii. Je 
nutno podotknout, že před samotným 
využitím v klinické praxi bude ještě po-
třeba provést řadu optimalizací týkají-
cích se účinnosti, bezpečnosti a  speci-
fi čnosti metody. Budoucnost bude do 
značné míry záviset na schopnosti vyvi-
nout nové varianty Cas9  stoprocentně 
specifi cké k cílové sekvenci a neovlivňu-
jící jiné buněčné procesy. V případě ma-
nipulace s buněčnými liniemi je možné 
tolerovat určité procento nespecifi ckých 
interakcí, pokud však pracujeme s buň-
kami člověka/ pa cienta, jde o závažnou 
komplikaci. Bude nezbytně nutné vy-
lepšit vnesení CRISPR-Cas9  do orga-
nizmu v  případě terapií in  vivo. Nové 
možnosti se také otevírají v  léčbě mo-
nogenně podmíněných dědičných cho-
rob. V  dnešní době již probíhá řada 
klinických studií hodnotících protiná-
dorovou terapii založenou na CRISPR-
-Cas9 modifi kacích T lymfocytů pa cienta 
ex vivo. Netrpělivě jsou proto očekávány 
jejich výsledky, které by ujasnily mož-
nosti využití tohoto přístupu v klinické 
praxi. 

Literatura

1. Cong L, Ran FA, Cox D et al. Multiplex genome engineer -

ing us  ing CRISPR/ Cas systems. Science 2013; 339(6121): 

819– 823. doi: 10.1126/ science.1231143.

2. Lander ES. The Heroes of CRISPR. Cell 2016; 164(1– 2): 

18– 28. doi: 10.1016/ j.cel l.2015.12.041.

3. Gupta RM, Musunuru K. Expand  ing the genetic edit  ing 

tool kit: ZFNs, TALENs, and CRISPR-Cas9. J Clin Invest 2014; 

124(10): 4154– 4161. doi: 10.1172/ JCI72992.

4. Adli M. The CRISPR tool kit for genome edit  ing and be-

yond. Nat Com mun 2018; 9(1): 1911. doi: 10.1038/ s41467-

018-04252-2.

5. Chen B, Gilbert LA, Cimini BA et al. Dynamic imag -

ing of genomic loci in liv  ing human cel ls by an optimi-

zed CRISPR/ Cas system. Cell 2013; 155(7): 1479– 1491. doi: 

10.1016/ j.cel l.2013.12.001.

6. Shachaf CM, Kopelman AM, Arvanitis C et al. MYC 

inactivation uncovers pluripotent dif ferentiation and 

tumour dormancy in hepatocel lular cancer. Nature 2004; 

431(7012): 1112– 1117. doi: 10.1038/ nature03043. 

7. Rouet P, Smih F, Jasin M. Introduction of double-strand 

breaks into the genome of mouse cel ls by expres sion of 

a rare-cutt  ing endonuclease. Mol Cell Biol 1994; 14(12): 

8096– 8106. doi: 10.1128/ mcb.14.12.8096. 

8. Klann TS, Black JB, Chel lappan M et al. CRISPR-Cas9 epi-

genome edit  ing enables high-throughput screen -

ing for functional regulatory elements in the human 

genome. Nat Biotechnol 2017; 35(6): 561– 568. doi: 

10.1038/ nbt.3853.

na povrchu MHC molekul. V probíhající 
klinické studii (NCT03166878) (schéma 
2BII) jsou testovány CAR-T lymfocyty 
specifické k  CD19  a  s  vyřazeným TCR. 
Cílem je zjistit, zda tyto genetické mo-
difi kace T lymfocytů sníží riziko vzniku 
GvHD bez omezení terapeutického 
účinku u pa cientů s recidivující B lymfo-
cytární leukemií nebo s maligním B lym-
fomem. V další probíhající klinické studii 
(NCT03545815) (schéma 2BIII) jsou testo-
vány CAR-T lymfocyty s CRISPR-Cas9 vy-
řazeným TCR a  PD-1  (nebo CTLA-4), 
které se specifi cky vážou k mezotelinu, 
který je považován za povrchový an-
tigen s  vysokou expresí u  řady solid-
ních nádorů  [16]. Vyřazení PD-1  nebo 
CTLA-4  (další kontrolní bod imunit-
ního systému) napomáhá utlumit inhi-
biční mechanizmy imunitního systému 
a podpořit jeho nabuzení v hostitelském 
prostředí [17]. 

Jediná registrovaná in  vivo studie 
(NCT03057912) plánuje využít CRISPR-
-Cas9 k léčbě cervikálních intraepiteliál-
ních neoplazií (CIN), které mohou vést 
zejména ke vzniku karcinomu děložního 
hrdla u žen. Hlavním kauzálním faktorem 
je infekce vysoce rizikovými lidskými pa-
pilomaviry (human papillomavirus  –  
HPV), nejčastěji HPV16 a HPV18, u nichž 
v  průběhu karcinogeneze dochází ke 
zvýšené expresi onkoproteinů E6  a  E7. 
Cílem studie je eliminovat HPV přímo 
uvnitř lidského těla. Ženám ve věku 
18– 50 let s lehkou dysplazií (CIN I) a pozi-
tivní HPV infekcí bude 2× týdně po dobu 
4  týdnů aplikován na infi kovaný čípek 
gel nesoucí konstrukty CRISPR-Cas9, 
které byly navrženy tak, aby omezily ex-
presi virových proteinů E6 a E7 a tím za-
bránily maligní transformaci. 

Závěr

Studie týkající se úprav genomu byly 
prováděny již od 80. let minulého století 
a byly víceméně neúspěšné. Jednak ma-
nipulace s DNA byly ještě do nedávna fi -
nančně i  technicky náročné, navíc se 
požadované úseky DNA do genomu 
začleňovaly náhodně a  nebylo možné 
ovlivnit, zda v cílovém místě dojde k po-
škození životně důležitého genu nebo 
nádorového supresorového genu, jehož 
ztráta by podpořila proces maligní trans-
formace. Technologie editace genů zalo-

cifi cky rozeznávající cílový antigen [13]. 
Výhodou těchto geneticky modifi kova-
ných T lymfocytů je specifi ta vazby na 
cílový antigen bez nutnosti zpracování 
antigenu a jeho prezentace na hlavním 
histokompatibilním komplexu (major 
histocompatibility complex  –  MHC). 
Cílem je zajistit, aby tyto geneticky mo-
difi kované T lymfocyty rozpoznaly speci-
fi cké antigeny vyskytující se na povrchu 
maligních buněk a  eliminovaly je. Tato 
metodika se vyvíjí již více než 20 let [14]. 
V  jejím průběhu vzniklo několik gene-
rací CAR a  současně byly zdokonalo-
vány metodiky bezpečného a účinného 
vložení CAR do autologních T lymfo-
cytů. Původně byla používána trans-
fekce DNA, dále pak transpozonové vek-
tory obsahující element pro integraci, až 
po stabilní transdukci T lymfocytů po-
mocí lentivirových vektorů [11]. Úspěšně 
byla testována specifita CAR-T lymfo-
cytů k antigenu CD19, jehož exprese je 
omezena především na B lymfocyty a je 
ideálním cílovým antigenem pro hema-
tologické malignity vycházející z B lym-
focytární linie  [12]. U  řady pa cientů 
velmi často dochází k relapsu onemoc-
nění z důvodů ztráty CD19 na nádoro-
vých buňkách. Řešení nabízí probíhající 
klinická studie fáze I/ II (NCT03398967) 
(schéma 2BI), jejímž úkolem je zhod-
notit proveditelnost a  bezpečnost te-
rapeutického použití CRISPR-Cas9  pro 
přípravu modifi kovaných CAR-T lymfo-
cytů specifi ckých k CD19 a CD20 nebo 
k CD19 a CD22 u pa cientů s recidivující 
B  lymfocytární leukemií nebo s  malig-
ním B lymfomem. CD20 nebo CD22 jsou 
další antigenní struktury exprimované 
na povrchu B lymfocytů a CAR-T lymfo-
cyty afi nitní k těmto antigenům by na-
pomohly rozpoznat nádorové buňky, 
u kterých došlo ke ztrátě CD19, a to roz-
poznáním znaků CD20 nebo CD22.

Většina CAR-T lymfocytů je připravena 
z T lymfocytů jednotlivých pa cientů, čímž 
se terapie výrazně prodlužuje a fi nančně 
prodražuje. Možností je příprava univer-
zálních CAR-T lymfocytů, u  nichž však 
dochází ke zvýšení rizika vzniku GvHD. 
Riziko GvHD bylo výrazně sníženo u CAR 
editovaného pomocí CRISPR-Cas9  do 
receptorů αβ TCR (tvořen polypeptido-
vými řetězci α a  β)  [15], které rozezná-
vají výhradně antigeny prezentované 
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Souhrn
Východiska: Syntetická letalita je typ genové interakce, při níž je mutace v jednom z interagu-
jících genů slučitelná s životaschopností buňky, ale vyřazení obou genů z funkce vede k bu-
něčné smrti. Odhalením letálního účinku inhibitorů poly(ADP-ribóza) polymerázy (PARP) na 
BRCA1/ 2 mutantní buňky byl otevřen jeden z důležitých směrů vývoje cílené terapie v onkolo-
gii. Olaparib patřící do skupiny inhibitorů PARP se díky tomu mohl stát prvním registrovaným 
léčivem fungujícím na principu syntetické letality a je nyní používán v klinické praxi hlavně 
v léčbě rekurentních high-grade serózních ovariálních karcinomů. Současný výzkum se zamě-
řuje na kombinovaný přístup, kdy by se podáním inhibitorů PARP spolu s inhibitory kináz za-
pojených do kontroly buněčného cyklu mohlo předcházet rezistenci k léčbě inhibitory PARP 
či již vzniklou rezistenci překonat. Zároveň probíhají klinické studie, které by mohly pomoci 
rozšířit využití inhibitorů PARP pro další typy malignit vykazující obdobný fenotyp jako mutace 
v genech BRCA (BRCAness fenotyp). Hledání dalších cílů pro vývoj nových léčiv na principu 
syntetické letality bylo usnadněno díky metodě CRISPR/ Cas9, stále však přetrvává klíčový fak-
tor neúspěchů screeningových experimentů, kterým je neúplná penetrance syntetické letality 
napříč populací buněk tumoru. Cíl: Záměrem této práce je poskytnout přehled současného vy-
užití principu syntetické letality v onkologické léčbě a nastínit, s jakými výzvami se nyní potýká 
výzkum potenciálních cílů pro vývoj nových léčiv založených na syntetické letalitě.

Klíčová slova
syntetická letalita – inhibitory PARP – olaparib – BRCAness – opravy DNA

Summary
Background: Synthetic lethality is a gene interaction where a defect in one of the interacting 
genes is compatible with cell viability, whereas the disruption of both genes leads to cell death. 
The discovery of the lethal eff ect of poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) inhibitors in BRCA1/2 
mutant cells has opened an important direction in the development of targeted therapy in on-
cology. The PARP inhibitor olaparib has become the fi rst registered drug for recurrent high-
-grade serous ovarian cancer treatment based on synthetic lethality that has reached the clinic. 
Current research focuses on the combination of PARP inhibitors and inhibitors of kinases, which 
control the cell cycle, to prevent or overcome resistance to PARP inhibitors. There are also on-
going clinical trials which examine PARP inhibitor treatment in other types of cancers including 
tumours presenting the so-called BRCAness phenotype. Screenings for new synthetic lethali-
ties which could serve as potential targets for new drug development have improved with the 
CRISPR/Cas9 technology, but another key problem persists in the screening eff orts, namely the 
incomplete penetrance of synthetic lethality throughout a tumour cell population. Purpose: This 
paper summarises the current application of synthetic lethality principles in oncology and dis-
cusses the challenges in research focused on potential new drugs based on synthetic lethality. 

Key words
synthetic lethality – PARP inhibitors – olaparib – BRCAness – DNA repair 
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Úvod

Syntetická letalita byla popsána jako 
typ genové interakce, při níž je v  pří-
padě defektu v  jednom z  interagují-
cích genů životaschopnost buňky za-
chována, zatímco poškození obou genů 
vede k buněčné smrti  [1] (schéma 1A). 
Poprvé byl tento koncept zaveden u mo-
delového organizmu Drosophila melano-
gaster, což vedlo k  intenzivnímu zájmu 
o toto téma z pohledu vývojové bio logie 
i genetiky, ale až díky několika význam-
ným pracím [2–4] vznikla myšlenka vy-
užít princip syntetické letality při vý-
voji nových terapeutických postupů 
v onkologii [5]. 

Z pohledu nádorové bio logie se nej-
častěji setkáváme se syntetickou letali-

tou ve formě indukované esenciality, mu-
tace v genu nádorového supresoru může 
způsobit, že se díky ní stane jiný gen 
pro buňku esenciální  [1] (schéma  1B). 
Tím se pak tento gen nebo jím kódo-
vaný protein stává vhodným kandidá-
tem pro cílenou farmakologickou inhi-
bici. Na základě vztahu syntetické letality 
mezi oběma geny je tato inhibice fatální 
pouze pro nádorové buňky nesoucí mu-
taci v  antionkogenu a  u  nenádorových 
buněk buněčná smrt nenastane [5].

Biologie nádorových buněk je však 
velmi komplexní a  genové interakce 
mohou mít mnoho podob. I  u  synte-
tické letality je na základě charakteru 
interakce dvou genů možno rozlišovat 
mezi silnou a slabou syntetickou letali-

tou, přičemž silnou syntetickou letalitu 
není téměř vůbec možné ovlivnit změ-
nou v dalších genech. Naopak při slabé 
syntetické letalitě se buňka nesoucí jinak 
letální mutace může vyhnout buněčné 
smrti vznikem nové mutace v  dalším 
genu. Co se týče výběru genových in-
terakcí, na které by mohla být uplatněna 
farmakologická inhibice za účelem pro-
tinádorové terapie, je žádoucí volit za cíl 
geny, které jsou ve vzájemném vztahu 
silné syntetické letality [1].

Inhibitory PARP

Významným spojníkem principu synte-
tické letality a  vývoje nových terapeu-
tických přístupů založených na inhibi-
torech poly(ADP-ribóza) polymerázy 
(PARP) byly dvě práce publikované 
v roce 2005 [6,7]. Obě poukázaly na vztah 
syntetické letality mezi PARP a  geny 
BRCA1  a  BRCA2  [5]. Buňky deficientní 
v  genu BRCA1  či BRCA2  se ukázaly být 
velmi významně citlivé k  inhibici PARP, 
která u nich vede k nestabilitě chromo-
zomů, zastavení buněčného cyklu a po-
stupné apoptóze [6,7]. 

BRCA1  a  BRCA2  jsou tumor supre-
sorové geny, jejichž funkce je důle-
žitá pro opravu dvouvláknových zlomů 
DNA pomocí homologní rekombinace 
(HR). Pokud jsou v zárodečné linii hete-
rozygotně mutované, zvyšuje se prav-
děpodobnost vzniku různých typů kar-
cinomů [8]. Inhibitory PARP cílí na další 
z  typů oprav poškozené DNA, v  tomto 
případě jednovláknových zlomů. 
Funkční enzymy PARP1  a  PARP2  jsou 
zásadní pro správnou aktivaci kaskády 
vedoucí k  opravě DNA pomocí neho-
mologního spojování konců (non-ho-
mologous end joining – NHEJ), a přede-
vším pomocí excizní reparace bází (base 
excision repair – BER) tím, že se vážou do 
jednovláknových zlomů a postranslačně 
modifi kují substrát syntézou poly(ADP-
-ribózových) řetězců, tzv. PARylací [5,8]. 
Inhibice PARP vede k  replikačnímu 
stresu a zapříčiňuje tak vznik dvouvlák-
nových zlomů, které u BRCA mutantních 
buněk nemohou být opraveny pomocí 
HR, což vede k  zastavení buněčného 
cyklu a k buněčné smrti [6,9].

Nadějné výsledky, které vzešly z prekli-
nické fáze testování inhibitorů PARP, byly 
dále zkoumány v klinických studiích za-

Schéma 1. Syntetická letalita. 

A. Klasické schéma syntetické letality mezi geny A a B – mutace v jednom z těchto dvou 
genů je slučitelná s přežitím buňky, mutace v obou genech způsobí buněčnou smrt.
B. Schéma syntetické letality v případě indukované esenciality – mutace v antionkogenu 
způsobí u buňky závislost na funkčním genu C, pokud je gen C následně také mutován či 
jinak inhibován, buňka není schopná přežít [1].

A

B
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zvyšující se koncentrací inhibitoru do-
chází k  akumulaci buněk ve střední až 
pozdní S fázi a inhibici buněčné prolife-
race [26]. Pro buňky BRCA defi cientních 
nádorů je zablokovaní PARylace olapari-
bem fatální pravděpodobně kvůli naru-
šené schopnosti protekce replikační vi-
dlice během S fáze a jejího následného 
kolapsu [6,7,27]. Původní model, ve kte-
rém bylo navrženo, že inhibitory PARP 
způsobují tento kolaps v důsledku ustr-
nutí replikační vidlice  [7], byl nedávno 
vyvrácen pomocí měření rychlosti pro-
grese replikační vidlice. PARylace totiž za 
normálních okolností funguje společně 
s proteinem p21WAF jako senzor replikač-
ního stresu a v koordinaci s celou regu-
lační sítí ovládanou hlavně PARP1 a pro-
teinem p53 rychlost replikační vidličky 
snižuje. Ovlivnění buněk 10μm olapari-
bem po dobu 24 hod zrychlilo šíření vi-
dlice až o 60 %, přičemž již 40% zvýšení 
rychlosti oproti běžnému stavu vede 
k poškození DNA, které je u buněk s po-
ruchou v HR nevratné [26].

V současné době je kladen důraz na 
optimalizaci kombinovaných přístupů 
tak, aby bylo možné vyhnout se vzniku 
rezistence vůči léčbě inhibitory PARP, 
popř. již vzniklou rezistenci překonat. 
Jedním z těchto přístupů je kombinace 
inhibitorů PARP spolu s inhibitory kináz 
– ATR (ataxia telangiectasia and Rad3-
-related protein), CHEK1 (checkpoint ki-
nase 1)  nebo WEE1 (WEE1 G2 check-
point kinase), které jsou zapojeny do 
kontroly buněčného cyklu [28]. ATR fun-
guje jako centrální kontrolní bod, který 
v  případě poškození DNA aktivuje ki-
názu CHEK1 a vede k celkové zástavě re-
plikace DNA. CHEK1 dále aktivuje WEE1, 
která přímou fosforylací udržuje inak-

jsou SHLD1, SHLD2 a SHLD3. Tento kom-
plex se shlukuje kolem dvouvláknových 
zlomů DNA a jako opravný mechanizmus 
podporuje NHEJ [17,18]. Ztráta Shieldinu 
tedy narušuje NHEJ  a  podporuje rezis-
tenci k  inhibitorům PARP skrze obnove-
nou HR u BRCA mutantních buněk [18,19].

U buněčných linií odvozených od ná-
doru tlustého střeva bylo prokázáno, že 
inhibitory PARP snižují expresi proteinu 
PARP1, čímž se zvyšuje rezistence buněk 
vůči těmto inhibitorům  [20]. Podobně 
snížení endogenní hladiny proteinu 
PARP1 působením miRNA-210 vede k re-
zistenci vůči inhibitorům PARP  [21,22]. 
Na druhou stranu je podle další studie 
také overexprese PARP1 u buněčné linie 
odvozené od karcinomu prsu spojena 
s rezistencí vůči olaparibu [23]. 

Dalším z  prokázaných mechani-
zmů rezistence vůči inhibitorům PARP 
u  myších modelů bylo snížení intrace-
lulární koncentrace rucaparibu, zapří-
činěné jeho efl uxem z buněk skrze up-
-regulaci BCRP/ ABCG2 (breast cancer 
resistance protein), a  P-glykoproteinu 
ABCB1, které jsou oba členy proteinové 
super-rodiny ABC (ATP-binding cassette) 
transportérů [22,24,25]. 

Pro vývoj terapeutických strategií, 
které by vedly k  překonání rezistence 
vůči inhibitorům PARP, však bude nutné 
provést další studie, jež by význam výše 
zmíněných mechanizmů navržených na 
základě experimentů na myších mode-
lech a buněčných liniích zhodnotily také 
u onkologických pacientů [22]. 

Inhibitory PARP a kontrola 

buněčného cyklu 

Podle aktuálních poznatků ovlivňují in-
hibitory PARP buněčný cyklus tak, že se 

hrnujících pacientky s  ovariálním kar-
cinomem nesoucím mutaci v  genech 
BRCA1/ 2 [10,11]. Na základě dobré odpo-
vědi v klinických zkouškách dostal v roce 
2014 první inhibitor PARP s názvem ola-
parib (obr.  1) zrychlené schválení od 
amerického Úřadu pro kontrolu potravin 
a léčiv (U.S. Food and Drug Administration 
– FDA). O něco později byl také schválen 
Evropskou lékovou agenturou (European 
Medicines Agency – EMA) [9,12]. V sou-
časné době je olaparib podle EMA regis-
trován k udržovací léčbě po chemotera-
pii na bázi platiny pro dospělé pacienty 
s BRCA1/ 2 mutantním nebo k platině cit-
livým (bez ohledu na BRCA status) reku-
rentním epiteliálním high-grade karci-
nomem ovaria, vejcovodu či peritonea. 
Navíc obdržel schválení od FDA také 
k  léčbě HER2  negativního metastazují-
cího karcinomu prsu po prodělané che-
moterapii u pacientů se zárodečnou mu-
tací v BRCA1/ 2 [9]. Dalšími registrovanými 
inhibitory PARP pro léčbu ovariálních 
karcinomů jsou také rucaparib a nirapa-
rib  [5,9] (obr.  1). Objevuje se také stále 
více experimentálních dat zaměřených 
na použití inhibitorů PARP i u jiných ma-
lignit nesoucích mutaci BRCA, např. u kar-
cinomu pankreatu nebo prostaty [13].

Rezistence vůči léčbě 

inhibitory PARP 

I přes obecně dobrou odpověď na léčbu 
inhibitory PARP se u  značné části pa-
cientů s  ovariálním karcinomem i  kar-
cinomem prsu vyskytují případy rezis-
tence [5]. Mechanizmů jejího vzniku bylo 
navrženo několik, přičemž velká část 
z nich je založena na obnovení HR u ná-
dorových buněk  [13]. V  jejich nestabil-
ním genomu mohou po inhibici oprav 
DNA normálně zprostředkovaných PARP 
vznikat reverzní mutace, které přímo ob-
novují funkci genu BRCA2  [14] a  na zá-
kladě přirozené selekce začnou být do-
minantní a  proliferovat hlavně ty klony 
nádorových buněk, které nesou reverzní 
mutaci [5]. Ně kte ré práce také ukazují, že 
HR může být obnovena ztrátou či sníže-
nou expresí proteinu 53BP1 (p53 binding 
protein 1)  [15] nebo mutací REV7  (znám 
také jako MAD2L2) (mitotic arrest defi-
cient 2 like  2)  [16]. REV7  je součástí ne-
dávno popsaného proteinového kom-
plexu Shieldin, jehož další tři podjednotky 

Obr. 1. Chemické struktury olaparibu, niraparibu a rucaparibu.

olaparib

niraparib rucaparib
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pro klinickou praxi, v  současné době 
ještě dostupný není [13,40,43].

Vývoj léčiv založených 

na syntetické letalitě

Ačkoli je koncept syntetické letality 
znám již dlouho a  její potenciál pro 
protinádorovou terapii byl odhalen už 
před více než 10  lety, inhibitory PARP 
jsou stále jedinými schválenými léčivy, 
které fungují na principu syntetické le-
tality [5]. I když se nyní obrací pozornost 
k  překonání mechanizmů rezistence 
vůči inhibitorům PARP a k rozšíření sku-
piny pacientů, pro které mohou být in-
hibitory PARP přínosné, stále je jen malá 
část onkologických pacientů léčena po-
mocí cílené terapie. Je tedy důležité hle-
dat také nové geny, na které by se cí-
lená léčba na principu syntetické letality 
mohla zaměřit [44].

V průběhu let bylo provedeno velké 
množství screeningů, jež měly odhalit 
významné syntetické letality mezi geny, 
které se často účastní vzniku nádorových 
onemocnění [5]. Že z těchto screeningů 
nevzešla nová úspěšná léčiva, bylo často 
připisováno hlavně technickým problé-
mům jako např. RNA interferenci (RNAi), 
která byla používána k umlčování tran-
skripce genů. Ačkoli novější způsob edi-
tace genů pomocí CRISPR/ Cas9 metodu 
RNAi předčil a vyvolal novou vlnu zájmu 
o screeningy, pořád přetrvává další klí-
čový faktor, který limituje hledání synte-
tických letalit významných pro klinickou 
praxi, a tím je neúplná penetrance syn-
tetických letalit. Termín penetrance syn-
tetické letality označuje, jaká část klonů 
nádorových buněk nesoucích speci-
fikovanou genovou mutaci (tj. větši-
nou „driver“ mutaci) podlehne buněčné 
smrti po inhibici cílového partnera, který 
je s tímto genem ve vztahu syntetické le-
tality. V ideálním případě by léčba zalo-
žená na syntetické letalitě měla mít úpl-
nou penetranci. To znamená, že inhibice 
synteticky letálního partnera by u všech 
buněk nádoru nesoucích „driver“ mutaci 
vedla k buněčné smrti, a to bez ohledu 
na molekulární pozadí (tzn. bez ohledu 
na výskyt dalších mutací) [44].

Pro vývoj nových léčiv založených na 
synteticky letální interakci genů jsou 
tedy nevhodnější syntetické letality vy-
kazující vysokou penetranci. Velká část 

nované terapii zaměřené na překonání 
rezistence vůči inhibitorům PARP. Pokud 
by totiž ochrana replikační vidlice byla 
u buněk s rezistencí k inhibitorům PARP 
jedním z kompenzačních mechanizmů, 
pak by bylo důležité zvolit inhibitor bu-
něčného cyklu, který cílí nejen na opravu 
DNA pomocí HR, ale i na ochranu repli-
kační vidlice. Tím by podle posledních 
prací mohly být inhibitory ATR a WEE1, 
nikoli však CHEK1 [28].

Využití inhibitorů PARP u nádorů 

s BRCAness fenotypem

K dalšímu rozšíření skupiny pacientů, 
která by benefitovala z  léčby inhibi-
tory PARP, by mohlo vést také studium 
nádorů s  BRCAness fenotypem. Tento 
pojem se užívá k defi nování skupiny ná-
dorů, které nenesou germinální mutaci 
v  BRCA1/ 2, ale s  BRCA mutantními ná-
dory mají totožný fenotyp, což je způso-
beno defektní HR [40]. Patří mezi ně pře-
devším tumory se somatickou mutací 
v BRCA1/ 2, s hypermetylací v BRCA1 pro-
motoru nebo nádory s  mutací v  dal-
ších genech zapojených do opravy 
dvouvláknových zlomů DNA, jako je 
např. ATR, RAD51 (RAD51 recombinase), 
PALB2  (partner and localizer of BRCA2) 
či BRIP1 (BRCA1 interacting protein 
C-terminal helicase 1). Díky defektu v HR 
tyto nádory mohou také vykazovat syn-
tetickou letalitu po aplikaci inhibitorů 
PARP [13,40]. S rozšířením sekvenování 
lidských nádorů se ukázalo, že mutace 
genů, které mohou vykazovat BRCAness 
fenotyp, nese značná část high-grade se-
rózních ovariálních karcinomů, pokroči-
lých kastračně rezistentních karcinomů 
prostaty, nádorů pankreatu a  dalších 
typů tumorů [5,40–42]. Pro možnost vy-
užít inhibitory PARP u nádorů s tímto fe-
notypem je důležité stanovit bio marker, 
na jehož základě by bylo možné pre-
dikovat odpověď na léčbu inhibitory 
PARP [13]. Klinická studie I-SPY 2 testo-
vala klasifi kátor obsahující 77 genů na-
vržený ke zhodnocení BRCA1ness fe-
notypu a předpovědi reakce na inhibici 
PARP společně s karboplatinou. Přestože 
autoři dokázali prokázat spojitost mezi 
klasifikací BRCA1ness a  odpovědí pa-
cientů na léčbu, tato studie zahrnovala 
jen omezený počet pacientů, takže spo-
lehlivý bio marker, který by byl vhodný 

tivní cyklin dependentní kinázy CDK1/ 2 
(cyclin-dependent kinase 1/2), a  tím 
udržuje buňku v  G1  fázi buněčného 
cyklu [29–31]. Použití inhibitoru jednoho 
z komponent této dráhy společně s inhi-
bitorem PARP by mělo limitovat čas ur-
čený pro opravu DNA (v případě vzniku 
rezistence např. pomocí obnovené HR), 
a  tím posílit replikaci poškozené DNA. 
Nekontrolovatelná replikace následně 
vede k rozsáhlému poškození DNA, které 
se stává pro nádorovou buňku letální. 
Klinické studie, které kombinují olaparib 
a ně kte rý z inhibitorů buněčného cyklu, 
jsou nyní ve fázi I či II a poskytnou důle-
žitá data o vlivu ATR, CHEK1 a WEE1 in-
hibitorů na rezistenci vůči léčbě inhibi-
tory PARP [28]. 

Interakce mezi ATR, 

CHEK1 a WEE1 

Z preklinických studií navíc vyplývá, že 
ně kte ré z  výše uvedených kináz mají 
mezi sebou vztah syntetické letality [32–
34], což může sloužit jako logický základ 
pro další klinické studie, které budou 
testovat také kombinace jejich inhibi-
torů v protinádorové terapii [28]. Napří-
klad buněčná linie MCF-7 odvozená od 
karcinomu prsu vykazovala syntetickou 
letalitu po společném ovlivnění látkami 
VE821 (inhibitor ATR) a AZD7762 (inhibi-
tor CHEK1) [28,32]. Inhibice CHEK1 totiž 
vede k zesílení replikačního stresu pro-
střednictvím CDK2  a  k  většímu počtu 
míst s  jednovláknovou DNA, což nor-
málně vede k aktivaci ATR, která chrání 
replikační vidlici před kolapsem po-
mocí replikačního proteinu A (replica-
tion protein A – RPA) [32,35]. Použití in-
hibitorů ATR a  CHEK1  současně vedlo 
u MCF-7 buněk k velkému počtu zasta-
vených replikačních vidlic kolabujících 
do dvouvláknových zlomů a  následně 
k  buněčné smrti  [32]. V  preklinických 
modelech se také současná inhibice 
CHEK1  a  WEE1  ukázala být synteticky 
letální [33,34].

ATR, CHEK1  i WEE1  jsou si podobné 
v  tom, jakou zastávají funkci v  sig-
nální dráze kontroly přechodu buňky 
z G1 fáze, avšak podle dalších prací vy-
kazují rozdílnou funkci v ochraně repli-
kační vidlice  [36–39]. Ta může být dů-
ležitá při volbě jedné z těchto tří kináz 
jako vhodného cíle k  inhibici v  kombi-
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Závěr

Objevení vztahu syntetické letality mezi 
geny PARP1  a  BRCA1/ 2  otevřelo cestu 
léčbě cílené na tento způsob genové in-
terakce. Inhibitor PARP s názvem olapa-
rib je v současné době užíván v klinické 
praxi s  dobrými výsledky, avšak i  vůči 
tomuto typu léčby může vznikat rezis-
tence. Jedině pochopení jejího vzniku 
může vést k úspěšnému překonání re-
zistence. To by mohl přinést např. tes-
tovaný kombinovaný přístup, kdy jsou 
společně s inhibitorem PARP podávány 
také inhibitory ATR nebo WEE1. K rozší-
ření skupiny pacientů léčených inhibi-
tory PARP může v budoucnu také přispět 
navržení vhodného klasifi kátoru zhod-
nocujícího BRCAness fenotyp u různých 
typů nádorů, jenž by umožnil predikci 
odpovědi na tuto léčbu, která cílí na ná-
dorové buňky s defektní HR. Od regist-
race inhibitorů PARP se do klinické praxe 
jiná léčiva fungující na principu synte-
tické letality ještě nedostala, to by mohl 
pomoci změnit způsob, jakým jsou navr-
hovány experimenty hledající nové syn-
teticky letální genové interakce. Návrh 
budoucích experimentů by měl mimo 
jiné také zohledňovat význam studia 
penetrance konkrétní syntetické leta-
lity napříč různým genetickým pozadím, 
což může napovědět, jaká by mohla být 
úspěšnost léčby cílené na geny v  syn-
teticky letálním vztahu. Využití nových 
modelů jako např. 3D buněčných linií či 
xenograftů může také pomoci lépe re-
prezentovat mezibuněčnou komunikaci 
uvnitř tumoru a  látka cílící na geny, je-
jichž synteticky letální vztah by byl po-
tvrzen i v tomto experimentálním nasta-
vení, bude mít větší šanci dostat se do 
klinických studií.
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Pokroky ve využití organokovových sloučenin 

při vývoji protinádorových léčiv

Progress in the Utilisation of Organometallic Compounds 
in the Development of Cancer Drugs 

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

Souhrn
Východiska: Organokovové sloučeniny jsou látky, které obsahují vazbu uhlík- kov. Z bio logického 
hlediska jsou tyto sloučeniny všeobecně považovány za látky toxické pro živé organizmy. Díky tomu 
však současně vykazují terapeutický potenciál, především jako protinádorová nebo antimikrobiální 
léčiva. Jsou variabilní co do struktury, obvykle bez náboje a většinou mají lipofi lní charakter. V oblasti 
medicíny se doposud nejvíce osvědčily deriváty platiny, především cisplatina, která je jednou z nej-
déle používaných chemoterapeutických látek. Na její úspěchy se vědecká komunita snaží navázat 
syntézou dalších organokovových sloučenin vykazujících výraznější protinádorové účinky a sou-
časně nižší cytotoxicitu vůči zdravým tkáním. Velká pozornost je upínána zejména ke sloučeninám 
nesoucím atomy železa, titanu nebo ruthenia. Cíl: V této práci jsme se zaměřili na popis nejdůleži-
tějších sloučenin obsahujících ve své struktuře atomy železa, titanu nebo ruthenia, které by poten-
ciálně mohly být využity při léčbě onkologických onemocnění, a zahrnuli jsme také mechanizmus 
účinku u ně kte rých podrobněji zkoumaných sloučenin. Uvedené sloučeniny byly úspěšně testovány 
v preklinických studiích vč. zvířecích modelů a ně kte ré byly testovány i v rámci klinických studií. 
Navzdory skutečnosti, že řada doposud testovaných organometalických látek v klinických hodnoce-
ních neuspěla, stále je k dispozici několik kandidátů, u kterých se očekává postoupení do dalších fází 
klinických studií ať už samostatně, nebo jako součást kombinované chemoterapeutické léčby. Jedná 
se zejména o sloučeniny obsahující ruthenium, které mají vysoký potenciál použití díky své nízké 
cytotoxicitě, ale současně vysoké schopnosti inhibovat neoangiogenezi a tvorbu metastáz.

Klíčová slova
rakovina –  chemoterapie –  léčiva –  organometalické sloučeniny –  titan –  ruthenium

Summary
Background: Organometallic compounds are chemical substances containing a carbon-metal bond. 
From a biological point of view, these compounds are generally considered to be toxic for living or-
ganisms. They may exert therapeutic potential, especially as anticancer or antimicrobial drugs. Their 
structural variability and usually uncharged and mostly lipophilic character are particularly advan-
tageous properties. Platinum derivatives (predominately cisplatin) are the most proven advan-
tageous agents in the medical fi eld. The success of cisplatin has led the scientifi c community to 
focus on the synthesis of other organometallic compounds with improved anti-tumour eff ects and 
lower cytotoxicity towards healthy tissues. Close attention is focused on compounds bearing atoms 
of iron, titanium or ruthenium. Purpose: Here, we focus on summarising a description of the most 
important compounds containing iron, titanium or ruthenium atoms in their structure, showing 
potential application in cancer treatment including the mechanism of action for some of the most 
commonly studied compounds. The reported structures were used successfully in preclinical studies 
including animal models and progressed to various stages of human clinical trials. Despite the fail-
ure of some of these compounds, there are still several candidates which are expected to progress 
to the late stages of the clinical trials either alone or as part of combined chemotherapy. Ruthenium-
-containing substances in particular show high potential for utilisation in cancer treatment due to 
low cytotoxicity associated with the ability to block neoangiogenesis and metastasis development. 

Key words
cancer –  chemother apy –  drugs –  organometallic compounds –  titanium –  ruthenium

Práce byla podpořena projekty GAČR 17-
05838S, MŠMT – NPU I – LO1413 a MZ ČR-RVO 
(MOÚ, 00209805). 

This work was supported by the projects GAČR 

17-05838S, MEYS – NPS I – LO1413 and MH CZ-

-DRO (MMCI, 00209805).

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

The authors declare they have no potential 

confl icts of interest concerning drugs, products, 

or services used in the study.

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

The Editorial Board declares that the manuscript 

met the ICMJE recommendation for biomedical 

papers.

 
Mgr. Hana Skoupilová
Regionální centrum aplikované 
molekulární onkologie
Masarykův onkologický ústav
Žlutý kopec 7
656 53 Brno
e-mail: hana.skoupilova@mou.cz

Obdrženo/Submitted: 10. 7. 2019

Přijato/Accepted: 5. 8. 2019

doi: 10.14735/amko20193S25



3S26

POKROKY VE VYUŽITÍ ORGANOKOVOVÝCH SLOUČENIN PŘI VÝVOJI PROTINÁDOROVÝCH LÉČIV

Klin Onkol 2019; 32 (Suppl 3): 3S25–3S 33

Úvod

Organokovové sloučeniny jsou obecně 
defi novány jako látky nesoucí ve své mo-
lekule vazbu uhlík-kov. Tyto sloučeniny 
nacházejí široké uplatnění v  chemické 
syntéze, neboť jsou značně reaktivní. 
Klasickým příkladem jsou tzv. Grignar-
dovy (organohořečnaté) sloučeniny, 
které se připravují reakcí alkylhaloge-
nidu s hořčíkem v bezvodém éteru a vy-
užívají se pro vnášení alkylového zbytku 
do molekuly například reakcí s  karbo-
nylovými sloučeninami. Organokovové 
sloučeniny jsou látky, které se vyskytují 
i přirozeně v přírodě, o čemž svědčí např. 
struktura vitamínu B12  obsahující cent-
rální atom kobaltu se čtyřmi atomy du-
síku pyrrolových jader vázaných spolu 
do porfyrinového skeletu. Za správné ur-
čení struktury vitamínu B12  byla v  roce 
1964  udělena Nobelova cena za che-
mii [1]. Přestože jsou syntetické organo-
kovové sloučeniny obecně považovány 
za toxické, resp. nekompatibilní s  bio-
logickými systémy, jejich možný tera-
peutický potenciál, především jako pro-
tinádorových nebo antimikrobiálních 
léčiv, dlouhodobě přitahuje zájem orga-
nometalických chemiků. Tím spíš, že or-
ganokovové sloučeniny vykazují znač-
nou strukturní variabilitu, obvykle jsou 
bez náboje a  poměrně lipofi lní. To vše 
je pak umocněno reálnou potřebou vý-
voje nových alternativních léčiv, která 
by v porovnání se stávajícími léky vyka-
zovala vyšší účinnost a minimální nežá-
doucí účinky. Vybrané strukturní typy 
organokovových sloučenin, které proká-
zaly potenciál pro uplatnění v  lékařské 
chemii, jsou znázorněny na obr. 1. V této 

práci jsme se zaměřili na bližší charak-
terizaci sloučenin obsahujících ve své 
struktuře železo (Fe), titan (Ti) a  ruthe-
nium (Ru). 

Ferroceny 

Ferroceny patří mezi tzv. metaloceny, 
tedy sloučeniny s  obecným vzorcem 
(C5R5)2M, které jsou tvořeny dvěma 
cyklo pentadienylovými kruhy vázanými 
k atomu kovu, v tomto případě železna-
tému kationtu Fe2+. Bývají poměrně často 
používány při designu nových léčiv, ob-
vykle jako náhrada za fenylové nebo al-
kylové skupiny, a to především z důvodu 
vyšší lipofi lity v porovnání s benzenem 
a lepší membránové permeability dané 
molekuly. Ferroceny navíc patří mezi 
tzv. „bezpečné molekuly“, jak dokazují 
testy akutní a  chronické cytotoxicity 
u řady savčích organizmů [2]. Mechani-
zmus účinku ferrocenů zřejmě spočívá 
v uvolnění iontů železa, které přispívají 
k  tvorbě kyslíkových radikálů pomocí 
tzv. Fentonovy reakce [3]. První a v pod-
statě doposud jediný derivát ferrocenu 
schválený v  humánní medicíně je fer-
roceron, který byl podáván při léčbě 
chudokrevnosti v  bývalém Sovětském 
svazu  [4]. Při designu ferrocenů, resp. 
fer rocen obsahujících sloučenin, se jako 
nejslibnější zdá být strategie založená 
na systematickém začleňování ferroce-
nylové skupiny do struktur kandidátních 
nebo již známých léčiv, což se pak může 
významně odrazit na jejich molekulár-
ních vlastnostech. Tento přístup vedl mj. 
i k objevení ferrocifenu, který se nachází 
ve fázi preklinického testování jako po-
tenciální protinádorové léčivo, nebo an-

timalarika ferroquinu, který je ve II. fázi 
klinického testování [5].

Ferrocifeny

Ferrocifeny představují skupinu slou-
čenin odvozených od struktury tamoxi-
fenu, u kterého byl nahrazen jeden feny-
lový kruh ferrocenem (obr. 2). Tamoxifen 
je důležitým medikamentem především 
při léčbě karcinomu prsu (99,5% tvoří 
ženy), ale i dalších malignit, které jsou po-
zitivní na estrogenové receptory (ER) α. 
Mechanizmus účinku tamoxifenu spo-
čívá v inhibici ER, přičemž se jedná o tzv. 
selektivní modulátor estrogenového re-
ceptoru, což znamená, že se v  různých 
tkáních může chovat rozdílně. Tamoxi-
fen se po podání v lidském těle oxiduje 
na hydroxytamoxifen, který se váže na ER 
a soutěží tak o vazebné místo s přiroze-
nými ligandy, jako je např. 17β-estradiol. 
Na rozdíl od přirozených ligandů, které 
vazbou na ER iniciují translokaci recep-
toru do jádra, kde působí jako pro-onko-
genní transkripční faktor, tamoxifen tuto 
aktivaci ER inhibuje (pro více informací 
viz článek Voňka et al [6]). 

Ferrocifeny byly připravovány jako or-
ganokovové analogy tamoxifenu s cílem 
uchovat jeho schopnost vázat se na ER 
a  tím jej inhibovat, ale současně zesílit 
protinádorové účinky díky přítomnosti 
cytotoxického ferrocenylového zbytku. 
Tento záměr se skutečně podařil, pro-
tože v porovnání s hydoxytamoxifenem 
mohou ferrocifeny indukovat tvorbu 
reaktivních kyslíkových radikálů, což 
zřejmě představuje hlavní mechanizmus 
cytotoxického účinku [7]. Díky tomu pak 
ferrocifeny mohou účinně inhibovat 

 

Obr. 1. Strukturní typy organokovových sloučenin s protinádorovým účinkem.

M-karbonyl M-karben M-aren metalocen
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chází v buněčné linii A2780 pocházející 
z karcinomu vaječníku k akumulaci pro-
teinu p53 [18]. Naopak Kolberg et al v xe-
nograftovém modelu lidského vaječníku 
žádné výrazné změny v expresi p53 neza-
znamenali [20]. Cp2TiCl2 byl dále potvrzen 
jako inhibitor angiogeneze [19]. Nakonec 
však ani tato nově zjištěná fakta nevedla 
k posunu titanocen dichloridu do dalších 
fází klinického hodnocení, a to především 
z důvodu nesplnění podmínek pro správ-
nou formu léčiva.

I přes neúspěchy v klinických studiích 
byla struktura titanocen dichloridu pou-
žita jako základní strukturní prvek při 
syntéze substituovaných titanocenů 
lépe rozpustných za fyziologických pod-
mínek, přičemž inkorporací elektronega-
tivních substituentů odebírajících elek-
trony byl posílen charakter titanocenů 
coby Lewisových kyselin [21]. Další mo-
difi kace zahrnovaly například funkcio-
nalizaci cyklopentadienylového kruhu 
aromatickým zbytkem  [22], alkylaminy 
a cyklickými aminy [23,24] nebo chirál-
ními acyklickými aminy [25]. 

Titanocen Y

Titanocen Y (TiY) (obr.  3) je jednou ze 
sloučenin odvozených od titanocen 
dichloridu  [26]. Tato sloučenina ve své 
struktuře nenese žádná stereocentra, 
což může být považováno za přínos ze-

byly pozorovány také nežádoucí ved-
lejší účinky, zejména gastrointestinální 
a  neurologické problémy a  poškození 
jater a  ledvin [12,13]. Několik klinických 
studií fáze II bylo následně provedeno 
na pa cientech s  metastatickým karci-
nomem ledvin, resp. prsu  [14,15]. Čás-
tečná regrese byla pozorována pouze 
u  dvou případů s  metastatickým karci-
nomem prsu. U pa cientů s nádory ledvin 
nebyl pozorován žádný ústup onemoc-
nění [14]. Tyto studie tudíž nebyly pova-
žovány za úspěšné a další klinické studie 
Cp2TiCl2  byly ukončeny z  důvodu pri-
mární nefrotoxicity, nízké účinnosti a také 
kvůli špatné rozpustnosti sloučeniny 
a  její hydrolytické nestabilitě za fyziolo-
gických podmínek. Později byl titanocen 
dichlorid podroben další řadě laborator-
ních studií, které prokázaly slibnou proti-
nádorovou účinnost in vitro v buněčných 
liniích [16– 19] i  in vivo na zvířecích mo-
delech [20]. Studie však byly prováděny 
zejména z důvodů identifi kace moleku-
lárního mechanizmu účinku titanocen 
dichloridu uvnitř buněk. Ve srovnání s cis-
platinou byl potvrzen jako silnější růs-
tový inhibitor  [17], který způsobuje zá-
stavu buněčného cyklu v pozdní S fázi až 
časné G2 fázi spolu s navozením buněčné 
smrti nezávislé na buněčném cyklu. 
Christodoulou et  al zjistili, že po ošet-
ření buněk titanocen dichloridem do-

i proliferaci buněk, které nemají funkční 
ER [8]. Ferrocifeny jsou navíc značně se-
lektivní, neboť vykazují 100– 200krát 
vyšší antiproliferativní aktivitu vůči ná-
dorovým buňkám v  porovnání s  buň-
kami nenádorovými [9]. 

Sloučeniny titanu jako 

protinádorová léčiva

Oproti sloučeninám obsahujícím železo, 
které jako protinádorová léčiva proza-
tím nepřekonaly preklinické testy, jsou 
sloučeniny s centrálním atomem titanu 
úspěšnější, neboť postoupily až do kli-
nických studií fáze I a fáze II.

Titanocen dichlorid

Prvním z aktivních titanocenů byl titano-
cen dichlorid (Cp2TiCl2) (obr. 3) syntetizo-
vaný Wilkinsonem a  Birminghamem již 
v roce 1954 [10]. Jednalo se o první ne-
platinovou sloučeninu vykazující vyso-
kou cytotoxicitu in  vivo proti implanto-
vaným Ehrlichovým nádorům u  myší, 
přičemž léčebná účinnost přesáhla 80 %, 
aniž by byla pozorována vysoká toxicita, 
jako tomu bylo při podání cisplatiny [11]. 
Právě tyto slibné preklinické výsledky 
vedly v  roce 1993  k  zahájení klinických 
studií fáze I. Závěry prokázaly léčebný 
efekt u pa cientů s adenokarcinomy, ne-
malobuněčným karcinomem plic i  ná-
dory močového měchýře. Po podání však 

 

Obr. 2. Strukturní vzorce tamoxifenu a ferrocifenu.

tamoxifen ferrociten
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připravena sloučenina oxali-titanocen Y, 
u níž byly atomy chloru nahrazeny oxa-
látovým aniontem [32]. Tento komplex 
vykazoval na LLC-PK buňkách 13krát 
vyšší cytotoxicitu než původní titano-
cen Y a 2krát vyšší účinnost než cispla-
tina  [26,32]. Oxali-titanocen Y 16  byl 
testován in  vitro na lidských endote-
liálních buňkách pocházejících z  pu-
pečníkové žíly (human umbilical vein 
endothelial cells  –  HUVEC) s  hodno-
tami IC50 = 14 μm pro ověření antian-
giogenních účinků. Testy pokračovaly 
na Caki-1  myších xenograftech ošetře-
ných dávkou 30 mg/ kg/ den 5krát týdně 
po dobu 3 týdnů. Myši ošetřené pomocí 
oxali-titanocenu Y vykazovaly statis-
ticky významnou redukci růstu nádoru 
o  38  % ve srovnání s  kontrolní skupi-

Titanocen Y zasahuje do vnější signální 
dráhy navozující buněčnou smrt pro-
střednictvím exprese proteinu p53 [30], 
který ovlivňuje vazbu Fas ligandů na re-
ceptory CD95, jež eliminují buňky posti-
žené rakovinou nebo napadené virem. 
Tato vzájemná interakce vede k aktivaci 
signalizačního komplexu indukujícího 
smrt a  prekurzoru kaspázy 8, čímž ini-
ciuje kaskádu reakcí vedoucích až k  in-
dukci apoptózy [31]. Weber et al proká-
zali, že ošetření buněk TiY (IC50 = 4,9 μm) 
vykazuje asi 4krát vyšší míru inhibice 
angiogeneze ve srovnání s  titanocen 
dichloridem (IC50 = 19 μm) [19].

Oxali-titanocen Y

V důsledku úspěchu titanocenu Y byla 
v  roce 2008  na základě jeho struktury 

jména při potenciální výrobě léčiva, 
neboť není nutné separovat jednotlivé 
stereoizomery. Relativní úspěch cytoto-
xických testů na prasečích buněčných 
liniích LLC-PK posunul testování tita-
nocenu Y až do fáze testování na zvířa-
tech  [26]. U  myších Caki-1  xenograftů 
byla pozorována signifi kantní redukce 
velikosti nádorů v  závislosti na zvyšu-
jící se dávce TiY, přičemž nejvyšší tolero-
vaná dávka 40 mg/ kg vykázala celkově 
lepší výsledky než porovnávaná dávka 
2 mg/ kg u cisplatiny [27]. V několika dal-
ších nezávislých studiích na myších xe-
nograftových modelech epidermoid-
ních nádorů nebo nádorů prsu byly tyto 
slibné výsledky potvrzeny, přičemž ne-
byly pozorovány žádné, nebo jen velmi 
malé nežádoucí účinky léčby [28,29].

 
Obr. 3. Struktura vybraných titanocenů. 

titanocen dichlorid

Ansa-titanocen X dvojjaderný Ti-Au komplex

titanocen Y
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Interakce titanových sloučenin s bio-
molekulami v  buňkách může usnadnit 
transport, příjem a dodávání titanu do 
buňky [16,44]. Bylo prokázáno, že titano-
cen dichlorid může být vázán na transfe-
rin v krevní plazmě, odkud je přenášen 
pomocí krve do celého těla a za spotřeby 
ATP až do cytoplazmy buněk [16,45]. Po-
dobně může být lidský sérový albumin 
dalším z proteinů zodpovědných za pře-
nos titanu do buněk  [46– 48]. Nicméně 
i  přes nepopiratelné úspěchy uvede-
ných sloučenin v preklinických studiích 
se mimo titanocen dichlorid a budotitan 
žádná další sloučenina titanu až do kli-
nického testování nedostala. 

Rutheniové komplexy

Přestože jsou komplexy obsahující ru-
thenium považovány za méně toxické, 
zachovávají si silnou protinádorovou ak-
tivitu  [49]. Myšlenka použití organoko-
vových sloučenin obsahujících ruthe-
nium jako protinádorových látek byla 
poprvé vyslovena v 90. letech minulého 
století [50,51]. Od té doby bylo synteti-
zováno mnoho sloučenin obsahujících 
ruthenium, které byly testovány jako po-
tenciální protinádorová léčiva [52– 58].

NAMI-A

Prvním komplexem ruthenia  [Ru (III)] 
schváleným pro testování v  klinic-

cenem Y. V  in vivo testech na Caki-1 xe-
nograftovém myším modelu vykazo-
vala sloučenina redukci velikosti nádoru 
přibližně o 67 %. Tato slibná data uká-
zala, že kombinace různých kovů vyka-
zuje značný chemoterapeutický poten-
ciál  [38,39]. Ně kte ré další z podobných 
Ti-Au komplexů byly schopny inhibo-
vat protein kinázy rodiny AKT a  MAP-
KAPK  [39] nebo p90-RSK  [38]. Aktivní 
sloučeniny byly také zapojeny do inhi-
bice thioredoxin-reduktázy [38,40].

Budotitan

Odlišným komplexem titanu, který po-
kročil až ke klinickým studiím, je budoti-
tan (obr. 4). Preklinické studie budotitanu 
na potkanech s  myšími nebo potkaními 
transplantabilními nádory tlustého střeva, 
osteosarkomu, sarkomu nebo leukemie 
vykazovaly prodloužený čas přežití, re-
dukci velikosti nádorů a pouze mírné ved-
lejší účinky jako plicní a jaterní toxicita, bez 
významné kardiální toxicity pozorované 
u cisplatiny [41,42]. První výsledky klinic-
kých studií fáze I  ukázaly mírnou hepa-
totoxicitu, nefrotoxicitu a reverzibilní ne-
chutenství počínající dávkou 9 mg/ kg [41]. 
Výsledky druhé klinické studie fáze I uká-
zaly minimální akutní toxicitu. Jediným li-
mitujícím faktorem byl vznik srdeční aryt-
mie, která se vyskytla u dvou pa cientů při 
podání dávky 230 mg/ m2 [43]. 

nou. Oxali-titanocen Y také inhiboval 
proliferaci a růst buněk. Exprese prolife-
račního markeru Ki-67 byla redukována 
o 30 % [33].

Titanocen T

Další z úspěšnějších sloučenin odvoze-
ných od titanocen dichloridu je titanocen 
T syntetizovaný začleněním 1-methyl-
-3-diethylaminomethyl-indol-4-ylo-
vého zbytku jako substituentu methyl-
-cyklopentadienylového ligandu  [34]. 
Výsledky testování této sloučeniny na 
lidské renální rakovinné linii Caki-1 pro-
kázaly slibnou cytotoxicitu s IC50 kolem 
13±2 μm spolu s dobrou rozpustností ve 
vodných roztocích, která zvyšuje poten-
ciální použití této látky jako léčiva [34]. 
Testy v  myších Caki-1  xenografto-
vých modelech ošetřovaných titanoce-
nem T ukázaly redukci velikosti nádorů 
o 32– 51 % ve srovnání s kontrolní skupi-
nou. Nebyly pozorovány žádné vedlejší 
účinky na myších mimo 5% snížení jejich 
hmotnosti při podání vyšších dávek [35].

Ansa-titanocen X

Ansa-titanocen X (obr. 3) je dalším z re-
lativně úspěšných titanocenů, které se 
dostaly do fáze testování na zvířatech. 
V  jeho struktuře jsou cyklopentadieny-
lové kruhy spojeny vazbou, která zabra-
ňuje rotaci ligandu a  často modifi kuje 
strukturu a  reaktivitu kovového cen-
tra [22,36]. Testy in vivo v BALB/ c myších 
xenograftech s Ehrlichovým ascitickým 
tumorem ukázaly prodloužení doby pře-
žití myší ošetřených dávkami od 2,5 do 
50 mg/ kg. Nejvyšší dávka prodlužovala 
u myší dobu přežití o 50 % [37].

Heterometalické Ti-Au komplexy

Pro zesílení účinku titanocenových slou-
čenin bylo použito i  navázaní na kom-
plexy jiných kovů. Takto byla vytvořena 
bimetalická sloučenina Ti-Au komplexu 
složená ze stabilního titanocenu, u něhož 
byl jeden z chloridových ligandů nahra-
zen methylovou skupinou a druhý kar-
boxylátovým ligandem 4-merkaptoben-
zoové kyseliny komplexující přes atom 
síry trifenylfosfanový fragment s jedno-
mocným zlatem (obr. 3) [38]. Tento kom-
plex dokázal blokovat buněčný růst re-
nálních Caki-1 buněk a vykazoval vyšší 
toxicitu ve srovnání s cisplatinou i titano-

 

Obr. 4. Struktura budotitanu.
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rektálnímu karcinomu [72]. Jeho půso-
bením dochází v  buňkách k  razantním 
změnám potenciálu mitochondriální 
membrány a  spolu se zvýšenou mírou 
oxidativního stresu pak k  indukci apo-
ptózy  [71]. To bylo potvrzeno i  v  kva-
sinkovém modelu Saccharomyces cere-
visiae, kde KP1019  vyvolala poškození 
DNA, pozastavení buněčného cyklu 
a následnou buněčnou smrt [73].

Klinické studie fáze I  přinesly infor-
maci o neexistujících nebo jen nepatr-
ných vedlejších účincích KP1019 [74,75], 
avšak z důvodu nízké solubility byly kli-
nické studie pozastaveny a další testo-
vání se zaměřilo na její ve vodě více roz-
pustný analog KP1339.

KP1339 (IT-139)

Sloučenina KP1399  ([trans-tetrachloro-
-bis-(1H-indazol)ruthenitan] sodný) 
(obr.  5) byla původně připravena jako 
prekurzor pro syntézu KP1019, a  to již 
v roce 1999 [76]. Stejně jako KP1019 vy-
kazuje silnou afi nitu k albuminu a trans-
ferinu v  krevním řečišti  [77]. Studie 
KP1339  in vitro a  in vivo ukázaly, že ze-
siluje aktivitu sorafenibu, používaného 
v 1. linii léčby hepatomu, a dokonce pů-
sobí i  na buněčné modely rezistentní 
k sorafenibu [78]. V porovnání se sorafe-
nibem tato látka prokázala v xenografto-
vých myších modelech pro nádory jater 
vyšší účinnost in vivo a kombinovaná te-
rapie dokonce 4násobně zvýšila prů-
měrné přežití. Synergická aktivita byla 
také pozorována u  myšího xenograftu 
VM-1  melanomu nesoucího aktivační 
mutaci BRAF [78].

Klinická studie fáze I byla provedena 
na pa cientech s různými druhy solidních 
nádorů, přičemž výsledky ukázaly vyso-
kou účinnost KP1399 zejména proti neu-
roendokrinním nádorům [79]. Další stu-
die byla provedena v roce 2016 s velice 
podobným výsledkem na pa cientech 
s karcinoidními neuroendokrinními tu-
mory bez signifikantní neurotoxické 
a  hematologické cytotoxicity  [80]. Au-
toři také na základě nezávislých in vitro 
studií  [81,82] uvádějí, že mechanizmus 
účinku KP1339  spočívá ve snížení hla-
diny chaperonového proteinu GRP78, 
jehož hladina bývá v reakci na stres silně 
zvýšena u  řady nádorů  [80]. Funkční 
studie vedla k závěru, že mechanizmus 

každý 3. týden [68]. Studie fáze I/ II však 
ukázala nízkou terapeutickou účin-
nost a  pouze částečnou odpověď na 
kombinovanou léčbu NAMI-A s  nuk-
leosidovým analogem gemcitabinem 
u  pa cientů s  nemalobuněčným karci-
nomem plic  [69], což v podstatě vedlo 
k ukončení dalšího klinického testování 
NAMI-A.

KP1019 

Další z  rutheniových komplexů, které 
prošly až do fáze klinického testování, je 
sloučenina KP1019  (indazolium  [trans-
-tetrachloro-bis-(1H-indazol)ruthenitan]) 
navržená Seeligem et al [70]. V preklinic-
kých testech in vivo prokázala význam-
nou antineoplastickou aktivitu vůči che-
micky indukovanému kolorektálním 
karcinomu u potkanů [70]. Další studie 
odhalila, že se v  buňkách nevyvíjí ná-
dorová rezistence vůči KP1019 v porov-
nání s jinými léčivy na bázi kovů a látka 
zůstává dlouhodobě účinná i v buněč-
ných liniích odvozených od epider-
málních nádorů, malobuněčného i  ne-
malobuněčného plicního karcinomu, 
adenokarcinomu prsu a  leukemie  [71]. 
KP1019  vykazuje silnou cytotoxicitu 
proti primárním nádorům necitlivým 
k  cisplatině, zejména pak proti kolo-

kých studiích byl NAMI-A,  [ImH][trans-
-RuCl4(DMSO)(Im)] (imidazol –  Im, dime-
thylsulfoxid  –  DMSO). Tato sloučenina 
sice vykazovala nízkou účinnost z  hle-
diska přímé cytotoxicity vůči nádorovým 
buňkám in vitro, ale významně inhibo-
vala růst nádorových metastáz v myších 
modelech in  vivo  [57,59– 63]. V  dalších 
studiích byly potvrzeny i antiangiogenní 
vlastnosti NAMI-A pomocí testů na en-
doteliálních buňkách kuřecích chorioa-
llantoických membrán i  u  modelu ro-
hovky králičího oka [64,65]. 

Mechanizmus účinku NAMI-A zatím 
není zcela prozkoumán. Za fyziologic-
kých podmínek je NAMI-A relativně la-
bilní a  podléhá postupné hydrolýze 
jednoho až dvou chloridů  [62]. Existují 
data, která naznačují schopnosti NAMI-A 
vázat se na DNA a RNA. Za fyziologických 
podmínek se může vázat také na zbytky 
histidinu u sérového albuminu  [66,67]. 
Účinky na buněčné linie in vitro se pro-
jevily zvýšením buněčných adhezních 
vlastností a  zastavením buněčného 
cyklu v G2/ M fázi, in vivo byla v myších 
modelech potvrzena i antimetastatická 
aktivita [59].

V klinické studii fáze I byla u pa cientů 
stanovena maximální tolerovaná dávka 
na 300 mg/ m2  na den po dobu 5  dnů 

 

 

Obr. 5. Struktury vybraných rutheniových sloučenin.
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diodového laseru (0,25  W/ cm2). Uvol-
něné Ru (II) komplexy uvnitř ozáře-
ných nádorových buněk produkují kys-
líkové radikály a mohou být použity jako 
dvoufotonové fotodynamické terapeu-
tické činidlo. U myších xenograftů s  in-
jekovanými HeLa buňkami ošetřených 
tímto postupem došlo po aplikaci Ru@
SWCNTs s PTT-TPPDT terapií k vymizení 
nádorů  [90]. Dalším vylepšením této 
PTT léčby je přidání transferinu na syn-
tetizovaný nanomateriál s  rutheniem 
(Tf-RuNPs) pro další zvýšení kumulace 
látky uvnitř nádorových buněk pomocí 
endocytózy právě díky obsahu transfe-
rinu. U testů in vivo na myších xenograf-
tech došlo ke 100% eliminaci nádorů 
bez pozorování významných toxic-
kých vedlejších účinků. To dokázalo, že 
Tf-RuNPs mohou sloužit jako výborná fo-
totermální činidla pro léčbu nádorů [91]. 

Původně se předpokládalo, že vazba 
sloučenin ruthenia na DNA je zákla-
dem jejich protinádorového účinku 
[74,92,93]. Nedávné studie však od-
halily, že DNA není primárním cílem 
a  sloučeniny ruthenia jsou ve skuteč-
nosti mnohem silněji vázány na pro-
teiny než na struktury DNA [77,94]. Kom-
plexy ruthenia se mohou silně vázat 
na transferin a  jejich příjem v  nádoro-
vých buňkách pravděpodobně interfe-
ruje s příjmem železa. Nádorové buňky 
mají zvýšené nároky na příjem železa. 
Následkem toho je zvýšení koncentrace 
transferinu. Proto tedy komplexy ruthe-
nia vykazují vyšší účinnost v  nádoro-
vých buňkách oproti buňkám zdravých 
tkání [77].

Závěr

Rakovina je jednou z nejčastějších a nej-
více heterogenních nemocí. Z toho dů-
vodu je důležité její léčbu volit tak, aby 
byla co nejúčinnější pro daný typ ná-
doru. Osvědčeným přístupem při léčbě 
nádorových onemocnění je kombino-
vané použití více různých typů chemo-
terapeutických léčiv. Současné možnosti 
chemoterapie však mají určitá omezení 
spočívající především v negativních ve-
dlejších účincích a ve vzniku rezistence. 
Organokovové sloučeniny mohou být 
možnou alternativou, tudíž jejich vývoji 
bylo během posledních několika dese-
tiletí věnováno značné úsilí. Zejména 

statickou aktivitu i prostřednictvím inhi-
bice angiogeneze, a proto jsou stále ak-
tivně studovanými látkami a kandidáty 
pro vývoj protinádorové terapie zalo-
žené na kombinaci cytostatických a an-
giostatických léčiv [56]. 

Kombinace rutheniových komplexů 

s nanomateriály 

Také výzkum zaměřený na kombinaci 
Ru (II) s  novými nanomateriály vyka-
zuje poměrně slibné výsledky pro bu-
doucí použití v  lékařství. Degradova-
telné, polymerické, fruktózou potažené 
micely obsahující RAPTA-C výrazně zvy-
šují příjem a internalizaci ruthenia uvnitř 
buněk ve srovnání s  volnou RAPTA-C 
a  inhibují invazivitu ovariálních buněk 
OVCAR4 in vitro [87,88]. Chen et al vyvi-
nuli nanokapsulový 3P-Ru/ PbPS systém, 
který zvyšuje příjem aktivního 3P-Ru 
z  35  % v  roztoku, který měl pH 7,4, na 
65 % příjmu aktivního 3P-Ru z  roztoku 
s pH 6,5. To indikuje selektivní a rychlé 
uvolňování v kyselém prostředí, a tedy 
zvýšení koncentrace látky v oblasti ná-
dorů a  zabránění jejich růstu. Tento 
systém byl schopen dodávat 3P-Ru do 
U251 gliomových buněk s vysokou účin-
ností, současně docházelo k inhibici pro-
liferace a navození buněčné smrti apo-
ptózou. V  myších modelech nesoucích 
U251 buňky aplikované pod kůží se po 
působení 3P-Ru/ PbPS během 8 dní vý-
znamně snížil růst nádorů asi o 5náso-
bek (průměrná velikost nádoru 5 mm3) 
ve srovnání s  myšmi ošetřenými PBS 
(25 mm3), PbPS nanočásticemi (26 mm3) 
a  pH necitlivými kapsulemi PEG-Ru 
(20 mm3) [89].

Poslední novinkou v  oblasti poten-
ciální léčby nádorů pomocí sloučenin 
ruthenia je kombinace s nanomateriály 
a  bimodální fototermální (photother-
mal  –  PTT) a  dvoufotonovou fotody-
namickou léčbou (two-photon photo-
dynamic ther apy  –  TPPDT). V  jednom 
z výzkumů jsou Ru (II) komplexně funk-
cionalizované jednovrstvé uhlíkové na-
notrubice (Ru@SWCNTs) vyvinuté jako 
nano-templáty pro PTT-TPPDT. V  tes-
tech byly použity uhlíkové nanotru-
bičky schopné pojmout velké množ-
ství ruthenia Ru (II) (Ru@SWCNTs). To 
je v  buňkách uvolňováno fototermál-
ním účinkem ozáření pomocí 808nm 

účinku KP1339  je soustředěn na inter-
akce s cytosolovými proteiny vedoucími 
k  nadprodukci reaktivních kyslíkových 
radikálů, oxidačnímu stresu a stresu endo-
plazmatického retikula, které nakonec 
prostřednictvím mitochondriální signali-
zace spouštějí apoptózu [80,83]. Ačkoliv 
protinádorová aktivita KP1339 není vy-
soká, její budoucí využití v klinické praxi 
je reálné především v kombinaci s jinými 
léčivy pro zvýšení účinnosti a překonání 
rezistence indukované zvýšenou hladi-
nou GRP78 [80].

RAPTA –  funkční organometalické 

Ru (II) komplexy

Po rozsáhlém studiu sloučenin nesou-
cích Ru (III) (NAMI-A, KP1019, KP1339) 
byly testovány i sloučeniny Ru (II), které 
též prokázaly protinádorovou aktivitu 
in  vitro. Slibnými kandidáty této sku-
piny jsou látky třídy RAPTA [Ru(η6-arene)
Cl2(PTA)] (PTA  =  1,3,5-triaza-7-fosfatri-
cyklo-adamantan), u  nichž je η6-aren 
vázán na centrální atom Ru (II). Vzhle-
dem ke svému prostorovému uspořá-
dání jsou tyto sloučeniny označovány 
jako struktury „pianových stoliček“. Li-
gandy PTA zvyšují rozpustnost látek ve 
vodě a η6-areny mohou být v molekule 
substituovány podle potřeby. Dva chlo-
ridové ligandy jsou labilní a  citlivé na 
hydrolýzu uvnitř buňky [54].

Jedna z těchto sloučenin, [Ru(η6-p-cy-
mene)Cl2(PTA)] neboli RAPTA-C (obr. 5), 
prokázala redukci tvorby plicních me-
tastáz u myšího modelu karcinom prsu 
s  minimálním efektem na velikost pri-
márního nádoru  [84,85]. Bylo také zjiš-
těno, že RAPTA-C inhibuje buněčnou 
proliferaci in  vitro zastavením dělení 
buněk v  G2/ M fázi buněčného cyklu, 
které bylo spojeno se zvýšením hladiny 
p21 a snížením množství cyklinu E. Sou-
časně byla indukována mitochondriální 
apoptotická dráha v  neoplastických 
buňkách díky indukci hladiny proteinu 
p53 [86].

Analog RAPTA-T  [Ru(η6-toluen)
Cl2(PTA)] také prokázal účinnost proti in-
vazivním rakovinným buňkám in  vitro 
a selektivně inhiboval růst metastáz kar-
cinomu plic in vivo represí migrace, in-
vaze a re-adheze metastatických buněk 
z primárního nádoru [84]. RAPTA-C spolu 
s  RAPTA-T prokázaly slibnou antimeta-
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sloučeniny ruthenia díky své poten-
ciální cytotoxicitě a  především schop-
nosti potlačovat neoangiogenezi a blo-
kovat metastazování mají v počátečních 
klinických studiích vysokou úspěšnost 
a  slibují i  možné využití v  praxi. Bližší 
poznatky o  jejich mechanizmu účinku 
mohou vést až k  integraci multimodál-
ních léčebných strategií založených na 
využití synergických účinků organoko-
vových sloučenin v kombinaci s dalšími 
typy protinádorové terapie s cílem zvý-
šit, resp. optimalizovat efektivitu léčby 
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Souhrn aktuálních poznatků o úloze 

estrogenového receptoru α v nádorové buněčné 

signalizaci

Overview of Current Findings about the Role of Oestrogen 
Receptor α in Cancer Cell Signalling Pathways

Voňka P., Hrstka R.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
Východiska: Estrogenový receptor α je klíčovým bio markerem karcinomu prsu, neboť jeho pří-
tomnost či absence v nádorových buňkách se významně promítá do prognózy onemocnění 
i způsobu léčby. K aktivaci estrogenového receptoru α dochází po navázání ligandu, obvykle 
estradiolu. Poté jsou receptory translokovány do jádra, kde spouštějí transkripci cílových genů. 
Tento proces se označuje jako genomický mechanizmus účinku. Estrogenový receptor α však 
přenáší signál i negenomicky, a to především v cytoplazmě. Díky svému významnému zapojení 
v buněčné signalizaci představuje i důležitý cíl protinádorové léčby. Cíl: Přestože byl estroge-
nový receptor α objeven už před 60 lety, jeho signální dráhy jsou natolik komplikované, že řada 
z nich není dodnes zcela popsána. Vzhledem k rozsahu signalizace, do které je estrogenový 
receptor α zapojen, si tento přehledový článek neklade za cíl pokrýt celou její šíři, ale zaměřuje 
se především na nové aspekty týkající se jeho funkce, které se v této oblasti aktuálně objevují.

Klíčová slova
signální transdukce –  karcinom prsu –  estrogenové receptory

Summary 
Background: Oestrogen receptor α is a key biomarker for breast cancer, and the presence or 
absence of oestrogen receptor α in breast cancer infl uences the treatment regimens and pa-
tients’ prognosis. Oestrogen receptors α are activated after ligand binding, then translocate 
into the nucleus and activate the transcription of specifi c genes. This process is called the ge-
nomic eff ect of oestrogen receptor α. Oestrogen receptor α also has nongenomic eff ects that 
are exerted mainly in cytoplasm. Due to the important involvement of oestrogen receptor α in 
cell signalling, these receptors represent a key target for anticancer therapy. Purpose: Although 
oestrogen receptor α was discovered 60 years ago, the corresponding signalling pathways have 
not yet been fully described due to their complexity. With respect to the considerable extent of 
oestrogen receptor α signalling, covering all related information is beyond the scope of this re-
view, which is focused mainly on recently discovered aspects of oestrogen receptor α function.

Key words
signal transduction –  breast neoplasms –  oestrogen receptors
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Úvod

Každý rok je na světě dia gnostikováno 
zhruba 1,67 milionu nových případů ra-
koviny u žen [1]. Karcinom prsu je u žen 
nejběžnějším typem rakoviny, přičemž 
představuje asi 25  % případů. To zna-
mená, že zhruba každých 20 s uslyší ně-
jaká žena tuto dia gnózu.

Přestože se o karcinomu prsu obecně 
mluví jako o jednom onemocnění, lze jej 
rozdělit do více než jednadvaceti histolo-
gických subtypů a nejméně do čtyř mo-
lekulárních subtypů, které se navzájem 
liší svými rizikovými faktory, odpovědí na 
léčbu a  pravděpodobností vyléčení  [1]. 
Molekulární subtypy se rozlišují na zá-
kladě přítomnosti molekulárních markerů, 
mezi které patří míra exprese hormonál-
ních (estrogenového –  ER a progestero-
nového –  PR) receptorů (HR+/ HR−), hla-
dina receptoru 2 pro lidský epidermální 
růstový faktor (human epidermal growth 
factor receptor 2 –  HER2 (HER2+/ HER2−) 
a míra exprese proteinu Ki-67. Mezi čtyři 
hlavní molekulární subtypy karcinomu 
prsu patří luminal A  (HR+/ HER2−, nízká 
exprese Ki-67; zhruba 70 % případů), který 
roste pomaleji a  je méně agresivní než 
ostatní subtypy, triple-negative/basal-like 
breast cancer (HR−/ HER2−; 15–20 % pří-
padů), u  kterého je nejmenší naděje na 
přežití pa cientek (nedochází totiž ke zvý-

šené expresi ani jednoho z  výše uvede-
ných bio logických markerů, což v tomto 
případě výrazně omezuje možnost pou-
žití konvenční chemoterapie), luminal B
(HR+/HER2±, zvýšená exprese Ki-67; 
10–20 % případů), HER2-enriched (HR−/
HER2+; 10–15 % případů) a normal-like 
(HR+/HER2−; nízká exprese Ki-67; vzácný), 
který je podobný podtypu luminal A.

U zhruba 75 % nově dia gnostikovaných 
případů je v nádorových buňkách dete-
kována zvýšená exprese ER, resp. PR [1]. 
V mnoha případech je tedy nejprve na-
sazena endokrinní terapie, při které jsou 
ženě podávány antihormonální látky, 
velmi často např. tamoxifen (TAM), které 
inhibují signalizaci prostřednictvím es-
trogenového receptoru α (ERα). Buňky 
karcinomu prsu však často vytvoří vůči 
této léčbě rezistenci, což způsobí další 
rozvoj onemocnění.

Na počátku signální dráhy aktivující 
receptory je obvykle malá organická li-
pofi lní molekula zvaná hormon, která se 
váže na příslušný receptor, jenž pak pře-
náší signál dále. Klasicky se tyto recep-
tory dělí do dvou skupin [2]. První z nich 
tvoří proteiny, které jsou vázané v mem-
bráně. Jejich nejznámějším příkladem 
jsou receptory spřažené s G proteinem, 
kam se řadí i GPER receptor, jehož přiro-
zeným aktivátorem je 17β-estradiol (E2). 

Druhým typem receptorů jsou intracelu-
lární proteiny, které vystupují jako tran-
skripční faktory. Je pro ně typické, že po 
navázání ligandu vstupují do jádra a re-
gulují transkripci cílových genů. Jejich 
typickým příkladem je ERα.

Genomický vs. negenomický 

mechanizmus účinku ERα

E2  se po vstupu do cytoplazmy váže 
na v  tuto chvíli neaktivní ERα, které 
jsou v  komplexu s  proteiny teplotního 
šoku (heat shock proteins  –  HSP). Vaz-
bou ligandu (E2) HSP od receptorů diso-
ciují  [3], monomery ERα jsou pak fos-
forylovány, podléhají konformačním 
změnám a dimerizují. Disociace HSP rov-
něž obnaží nukleární lokalizační signál, 
který receptorům umožní přemístit se 
z cytozolu do jádra. Zde ve formě dimerů 
nasedají na specifi cké úseky DNA, které 
se označují jako estrogen responzivní 
elementy (estrogen receptor responsive 
elements –  ERE), čímž aktivují transkripci 
cílových genů. ERα tedy z funkčního hle-
diska vystupuje jako transkripční fak-
tor. Tento proces se označuje jako geno-
mický mechanizmus účinku estrogenu 
(schéma 1) a vyžaduje řádově minuty až 
hodiny, než je dokončen a v buňce jsou 
syntetizovány příslušné proteiny.

Oproti tomu byly u  steroidních hor-
monů, např. estrogenů, androgenů či kor-
tikosteroidů, pozorovány i rychlé mecha-
nizmy přenosu signálu v cytozolu, které 
se označují jako negenomické (schéma 1). 
Ty se uskutečňují v řádech sekund až ně-
kolika minut. Nejdůležitější skutečnost, 
která oba mechanizmy odlišuje a promítá 
se i do praxe, je možnost potlačit geno-
mické účinky ERα pomocí inhibitorů RNA 
polymeráz, mezi které patří např. cyklohe-
ximid nebo aktinomycin D [4].

Genomický mechanizmus 

působení ERα

Genomický mechanizmus účinku ERα 
zahrnuje jak interakce aktivovaného ERα 
přímo s ERE místy cílových genů (klasický 
genomický mechanizmus), tak vazbu ak-
tivovaného ERα na DNA prostřednictvím 
jiného transkripčního faktoru [5]. Tento 
typ zprostředkování estrogenového sig-
nálu se nazývá neklasický genomický 
mechanizmus. Mezi nejvýznamnější pří-
klady patří proteinové interakce ER/ Sp 

E2
E2

E2

negenomický mechanizmus účinku

genomický mechanizmus účinku

cytoplazmatická membrána

cytoplazma

jaderná membrána

GPER

ERα36

ERα66

Schéma 1. Genomický a negenomický mechanizmus účinku estrogenu. Na počátku ge-

nomického mechanizmu účinku je vznik komplexu ERα66 s E2, který je následován kon-

formačními změnami ERα66 a jeho translokací do jádra. Za negenomický mechanizmus 

estrogenu jsou zodpovědné především ERα36 a GPER, které aktivují celou řadu kináz.

ER – estrogenový receptor, E2 – 17β-estradiol, GPER – G protein-coupled estrogen 
receptor
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cinomu prsu nemají dobrou prognózu 
onemocnění [23]. Exprese ERα36 může 
být využita pro rozdělení pa cientek do 
skupin, které budou, či nebudou mít 
prospěch z  léčby TAM. TAM totiž může 
aktivovat ERα36, čímž podporuje buněč-
nou proliferaci a  rozvoj metastáz  [25]. 
U klinických vzorků rovněž odpovídá ex-
prese ERα36 hladinám ALDH1A1 (alde-
hyde dehydrogenase 1A1). Její exprese 
je tedy zřejmě regulována prostřednic-
tvím ERα36, který je aktivovaný vazbou 
TAM do vazebného místa receptoru. 
Tato zjištění tedy podporují teorii, že 
ERα36 zprostředkovává rezistenci k TAM 
a  přispívá ke vzniku metastáz u  karci-
nomu prsu. K  potlačení těchto efektů 
TAM autoři navrhují terapii inhibitory 
ALDH1  nebo protilátkami specifi ckými 
proti ERα36. Nedávná studie rovněž uka-
zuje, že exprese ERα36 nemusí být pouze 
prognostickým bio markerem karcinomu 
prsu, ale ERα36 se v budoucnu může stát 
i potenciálním terapeutickým cílem [25].

 Mitochondrie jako další z cílů ERα 

a jeho ligandů v buňce

Mitochondrie je kromě jádra jediná or-
ganela v  buňce, která obsahuje vlastní 
DNA. Ta kóduje především proteiny, které 
jsou součástí elektronového transport-
ního řetězce (electron transport chain –  
ETC) [26,27]. Bylo prokázáno, že ERα může 
také vstupovat do mitochodrií a plnit zde 
roli transkripčního faktoru  [2,28]. Nic-
méně v současné literatuře není tak často 
s mitochondriemi spojován samotný ERα 
jako spíše jeho inhibitor TAM.

TAM je antiestrogen nesteroidní po-
vahy, který vykazuje genomický (inhi-
bice ERα) i negenomický mecha nizmus 

bránami, přenášejí obvykle tzv. negeno-
mický signál. U  ERα, který se někdy též 
označuje jako ERα66, protože jeho celková 
velikost je 66  kDa, se jedná především 
o  izoformy ERα46  a  ERα36  (schéma  2). 
První izoforma postrádá na N-konci A/ B 
doménu. Ta druhá kromě toho neob-
sahuje ani F-doménu na C-konci a  část 
domény E  [10]. Intracelulární umístění 
těchto izoforem je potom důležité pro je-
jich konkrétní funkci [11]. Mezi negeno-
mické mechanizmy, kterými se přenáší 
estrogenový signál, patří např. fosfory-
lace ERα66 prostřednictvím kináz, která 
aktivuje receptor nezávisle na přítom-
nosti ligandu [12,13].

ERα36 byl původně identifi kován jako 
receptor, který zprostředkovává nege-
nomické efekty estradiolu, a  to přede-
vším aktivaci signálních drah PI3K/ Akt 
(phosphatidylinositol 3-kinase/ protein 
kinase B) a MAPK/ ERK (mitogen-activa-
ted protein kinase/ extracellular-signal-
-regulated kinase)  [14– 16]. Tyto dráhy 
přenášejí v cytozolu především intrace-
lulární signál pro regulaci buněčného 
cyklu a proliferaci buňky. ERα36 se rov-
něž podílí na řízení transportu intracelu-
lárního Ca2+ [17– 19]. Aktivace ERα36 při-
spívá k  proliferaci a  zvyšuje invazivitu 
buněk karcinomu prsu [20– 22]. Zvýšená 
hladina ERα36  je také spojována s  po-
klesem účinnosti léčby TAM u pa cientek 
s karcinomem prsu s expresí ERα66 [23]. 
ERα36  a  jeho negenomické aktivity 
tedy mohou být zapojeny do rezistence 
buněk karcinomu prsu k TAM, který by 
v tomto případě vystupoval jako agoni-
sta ERα36 [24].

Je známo, že pa cientky s vysokou ex-
presí ERα36  u  ERα66-pozitivního kar-

(estrogen receptor/ specifity protein) 
a ER/ AP-1 (estrogen receptor/ activat ing 
protein-1).

Proteiny z AP-1 rodiny [6] obecně vy-
stupují jako regulační proteiny, které 
jsou zapojené ve velkém množství bio-
logických procesů, např. exprese genů, 
buněčná proliferace, diferenciace buněk 
a  tumorigeneze. Tato proteinová ro-
dina zahrnuje proteiny Jun, Fos, ATF 
(activat ing transcription factor) a  MAF 
(macrophage-activat ing factor). Pře-
dešlá analýza ERα cistronu (tj. analýza 
umístění ERE míst v  genomu) ukázala, 
že obsahuje velké množství AP-1 vazeb-
ných motivů, což by naznačovalo vzá-
jemné propojení signálních drah ERα 
a  AP-1  na úrovni chromatinu. Překryv 
ERE s  vazebnými místy pro c-Jun však 
nebyl dlouho znám, nicméně nedávná 
analýza ukázala, že přítomnost E2 a TAM, 
které regulují aktivitu ERα, usnadňuje 
nejen jeho vazbu na DNA, ale i  vazbu 
c-Jun na chromatin [7]. Dále byla potvr-
zena interakce mezi c-Jun a ERα u buněk 
karcinomu prsu. Závěry této studie rov-
něž naznačují, že zvýšení exprese c-Jun 
může být jedním z  mechanizmů, který 
podporuje růst nádorových buněk a re-
zistenci k endokrinní léčbě. Byla identifi -
kována skupina 19 genů, jejichž exprese 
je přímo ovlivňována prostřednictvím 
c-Jun signalizace a které se mohou po-
dílet na mechanizmu vzniku rezistence 
k TAM. Jako příklad je možné uvést pro-
tein AGR2 (anterior gradient protein 2), 
u  kterého byla prokázána zvýšená ex-
prese v nádorových buňkách a který je 
spojován s rezistencí k TAM [8,9].

Gen TGFBI (transform ing growth factor, 
beta-induced) byl identifi kován jako nej-
více regulovaný prostřednictvím vzájem-
ného propojení signalizace ER a c-Jun [7] 
u ERα pozitivních buněk karcinomu prsu. 
Současně zvýšená exprese transkripčních 
faktorů c-Jun a c-Fos vede rovněž ke zvý-
šení exprese TGFBI. Autoři článku také 
ukázali, že snížení hladiny TGFBI vede ke 
zvýšení citlivosti k  TAM u  buněk, které 
jsou vůči němu rezistentní. Detailně však 
mechanizmus popsán není.

Negenomické mechanizmy

působení ERα

V obecné rovině pro receptory platí, že je-
jich varianty, které jsou spojeny s mem-

C D E

A/B C D E F

C D E F

ERα66

ERα46

ERα36

Schéma 2. Izoformy ERα. Jednotlivé izoformy ERα se vzájemně liší počtem domén, ze 

kterých se skládají. Kompletní estrogenový receptor ERα66 jich má 5. Mezi jeho známé 

izoformy patří ERα46 a ERα36. Ve srovnání s ERα66 postrádá ERα46 na svém N-konci 

doménu A/B. U ERα36 chybí kromě toho ještě na C-konci doména F a část domény E, 

která váže ligand. Místo toho zde má 27 unikátních aminokyselin.

ERα – estrogenový receptor α
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mitochondrial O2(.-) upregulation and mTORC2 poten-

tiation in estrogen-responsive breast cancer cells. Onco-

gene 2017; 36(13): 1829– 1839. doi: 10.1038/ onc.2016.346.

29. Moreira PI, Custodio J, Moreno A et al. Tamoxifen 

and estradiol interact with the fl avin mononucleotide 

site of complex I lead ing to mitochondrial failure. J Biol 
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M510249200. 

30. Theodossiou TA, Yannakopoulou K, Aggelidou C 

et al. Tamoxifen subcellular localization; observation of 

cell-specific cytotoxicity enhancement by inhibition 

nescentní buňky odstranit z organizmu, 
což může vést k poškození tkáně a roz-
voji karcinomu.

Závěr

Karcinom prsu je onemocnění, v  jehož 
rozvoji hraje ERα nezastupitelnou roli. ERα 
v  buňce zprostředkovává estrogenový 
signál, který může mít jak genomický, 
tak negenomický účinek. Negenomický 
mechanizmus je zprostředkován přede-
vším jeho izoformami ERα46  a  ERα36. 
Nedávné výzkumy ukazují, že jeho izo-
forma ERα36  by se v  budoucnu mohla 
stát novým terapeutickým cílem. Rov-
něž neustává vývoj léčiv a léčebných po-
stupů, které cílí na ERα. Jedním z příkladů 
je HYPERTAM, který už byl úspěšně apli-
kován v preklinických testech.
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účinku. Negenomický mechanizmus 
však není často zmiňován, protože je 
v  rámci buňky navozen až po vysy-
cení ERα, které jsou jeho primárním 
cílem [29]. TAM a E2 mohou ovlivňovat 
i funkci ETC. Oba se vážou do místa pro 
fl avin mononukleotid v komplexu I, čímž 
dochází k  přerušení transportu elekt-
ronů a  změně v  potenciálu mitochon-
driální membrány. Tento efekt vykazuje 
i samotný TAM, ale je výraznější, pokud 
je v buňce přítomen i E2. Negenomické 
působení obou sloučenin je nezávislé 
na interakci s  ERα. TAM rovněž ovliv-
ňuje funkčnost komplexu III z ETC  [30] 
a je toxičtější pro buňky se zvýšenou re-
spirací za současného použití inhibitorů 
ETC [31].

Již dříve se podařilo prokázat, že kom-
binace fotodynamické terapie s hyperici-
nem (hypericin photodynamic the r   a py –  
HYP-PDT) cílí na mitochondriální ETC. 
Nově bylo zjištěno, že synergický efekt 
vykazuje kombinace HYP-PDT a hormo-
noterapie TAM  [32], která se souhrně 
označuje jako HYPERTAM. Ta byla expe-
rimentálně úspěšně vyzkoušena na bu-
něčné linii MDA-MB-231, která je tri-
ple-negativní, i na buněčné linii MCF-7, 
která je ERα-pozitivní. U  obou buněč-
ných linií byla pozorována zvýšená pe-
roxidace lipidů a  cytotoxicita vedoucí 
k nekróze a autofagii. Tento experimen-
tální postup byl posléze úspěšně pou-
žit i u NOD-scid IL2rγnull imunodefi cient-
ních myší (myš s cílenou mutací v genu 
pro γ  řetězec IL2  receptoru (IL2rγnull)). 
Z tohoto důvodu autoři studie předpo-
kládají, že by se HYPERTAM mohl stát zá-
kladem úspěšné léčebné metody pro 
rozdílné typy nádorů bez ohledu na sta-
tus hormonálních receptorů.

Ve fázi klinických testů se rovněž na-
chází látka zvaná MitoTam [33]. Jejím zá-
kladem je TAM, na který je přes krátký 
uhlovodíkový řetízek připojena trifenyl-
fosfoniová skupina, jež směřuje mole-
kulu do mitochondrie. MitoTam, stejně 
jako TAM, se váže na komplexy ETC. Na 
rozdíl od TAM [34] u něj však bylo pro-
kázáno, že zabíjí nádorové buňky bez in-
dukce buněčné senescence jak in vitro, 
tak in vivo  [35]. Buněčná senescence je 
forma zastavení buněčného cyklu, čímž 
dochází k omezení buněčné proliferace. 
Imunitní buňky však nejsou schopny se-
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PŘEHLED

Glykoproteiny v sérech onkologických pa cientů

Glycoproteins in the Sera of Oncological Patients

Hernychová L., Uhrík L., Nenutil R., Novotný M. V.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
Východiska: Glykosylace je posttranslační modifi kace, která je zapojena do mnoha bio logických 
procesů a významně zasahuje i do dějů spojených s nádorovou progresí. Změny glykanových 
struktur na povrchu nádorových buněk způsobené alterujícími hladinami exprese glykosyl-
transferáz a glykosidáz ovlivňují proliferaci, adhezi, migraci i buněčnou signalizaci. Přítomnost 
neobvyklých glykanových struktur a glykokonjugátů v sérech byla popsána u mnohých on-
kologických onemocnění a řada glykoproteinů byla schválena Úřadem pro kontrolu potravin 
a léčiv v USA jako nádorové bio markery pro klinická vyšetření. V současnosti se pozornost při 
hledání nových glykomarkerů zaměřuje na detekci proteinů s aberantní glykosylací nebo zvý-
šenou koncentrací v sérech nebo exozomech, a to z důvodu jejich aktivní sekrece nebo uvolňo-
vání z nádorových buněk do extracelulárního prostoru. Cíl: Cílem článku bylo popsat strukturu 
glykanů, glykoproteinů i glykokonjugátů a přiblížit jejich funkci ve vývoji a progresi nádorů. 
Dalším cílem bylo čtenáře seznámit s vybranými klinicky schválenými glykoproteiny využíva-
nými k dia gnostice onkologických onemocnění (AFP, PSA, CA 125, HE4). Pozornost byla zamě-
řena na změny v glykanové struktuře uvedených proteinů, jejich funkce, koncentrace v sérech 
a jejich využití v klinice a dia gnostice onkologických onemocnění.

Klíčová slova
glykoproteiny –  sérum –  bio markery –  nádor

Summary
Background: Glycosylation is a posttranslational modifi cation that is involved in many biolo-
gical processes and signifi cantly aff ects the processes associated with tumour progression. 
Changes in glycan structures on the surface of tumour cells caused by altering levels of glyco-
syltransferase and glycosidase expression aff ect proliferation, adhesion, migration and cellular 
signalling. The presence of aberrant glycan structures and glycoconjugates in the sera of on-
cological patients has been reported in many cancers. Consequently, many glycoproteins have 
been approved by the U.S. Food and Drug Administration as tumour biomarkers for clinical 
investigations. At present, attention is focused on the search for new glycomarkers that are de-
corated by aberrant glycosylation or are overexpressed in the serum or exosomes due to their 
active secretion or release from tumour cells to the extracellular space. Purpose: The aim of this 
article has been to review the structure of glycans, glycoproteins and other glycoconjugates 
and to give more details about their functions in the development and progression of tumours. 
Another aim was to familiarise the reader with selected clinically approved glycoproteins used 
to diagnose oncological diseases (AFP, PSA, CA 125, HE4). Attention was paid to changes in the 
glycan structure of these proteins, their function, serum concentrations and clinical use in the 
diagnostics of cancer.

Key words
glycoproteins –  serum –  biomarkers –  cancer
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Struktura a funkce glykanů ve 

vývoji a progresi nádorů

Glykany jsou sacharidové jednotky (oli-
gosacharidy a  polysacharidy) vyskytu-
jící se volně nebo kovalentně vázané na 
bio molekuly (protein či lipid, nazývané 
pak glykokonjugáty). Glykanová složka 
může ovlivnit funkci glykokonjugátů 
přímo, a to bezprostřední účastí na inter-
akcích s ostatními bio molekulami, nebo 
nepřímo zapojením do mechanizmů 
kontrolujících konformaci, stabilitu a ži-
votnost proteinu [1– 3]. Přehled glykanů 
a glykokonjugátů zapojených do nádo-
rové progrese je uveden na obr. 1. 

Funkce N-glykoproteinů závisí na počtu 
a složení glykanových částí navázaných na 
polypeptidový řetězec a  na větvení gly-
kanové části, přičemž abnormální struk-
tury ovlivňují vývoj a  progresi nádorů 
(obr. 2). Bylo publikováno mnoho prací za-
bývajících se N-glykanovým profi lováním 
sér, tkání, ascitových tekutin nebo moče 
pa cientů s nádorovým onemocněním. Vý-
sledky upozornily na komplexní nebo na-
opak na velmi jednoduché (paucinoma-

nózní) [4] glykanové struktury, typické pro 
dané onemocnění či molekulární pod-
skupinu nádoru, jejichž výskyt koreloval 
s odpovědí na léčbu [5– 9]. Mezi O-glyko-
proteiny patří muciny, které se vyskytují 
ve větším množství na povrchu nádoro-
vých buněk a podílejí se na adhezi buněk 
podobně jako proteoglykany. Ty se dále 
účastní aktivace růstových faktorů. Vý-
skyt glykosfi ngolipidů zase koreluje s růs-
tem nádorů. Glykokonjugáty a glykany se 
kromě povrchu buněk vyskytují také in-
tracelulárně anebo naopak extracelulárně 
jako sekretované molekuly, které jsou sou-
částí extracelulární matrix. Odlišně loka-
lizované glykany plní různé funkce, např. 
ovlivňují buněčnou signalizaci, účastní 
se zánětlivých procesů, deregulují bu-
něčný cyklus, podporují proliferaci, mi-
graci nebo se aktivně účastní mezibu-
něčných interakcí  [1,10,11]. Jsou tedy 
důležitou součástí mnoha bio logických 
procesů, a proto je řada z nich považována 
za bio markery [12].

Ně kte ré typy glykanů vyskytující se na 
povrchu nádorových buněk mohou za-

sahovat i do procesů spojených s nádo-
rovou progresí (obr. 2). Přítomnost gly-
koproteinů společně s  dalšími látkami 
(proteiny, lipidy, enzymy atd.) byla také 
zaznamenána v exozomech (extracelu-
lárních váčcích nesoucích transferinový 
receptor) produkovaných ve větším 
množství nádorovými buňkami než buň-
kami normálními [13]. Exozomy zajišťují 
výměnu informací a látek mezi buňkami, 
mohou modifi kovat lokální i  vzdálené 
mikroprostředí, ovlivňují vývoj me-
tastáz i vývoj imunitní odpovědi. Látky 
přítomné v exozomech jsou velmi láka-
vým cílem pro využití v dia gnostice, pro-
gnostice i léčbě onkologických onemoc-
nění [13,14], např. u karcinomu slinivky 
břišní  [15] nebo u  epiteliálního karci-
nomu vaječníků [16]. 

Dia gnostický potenciál 

glykosyltransferáz 

Glykosyltransferázy jsou enzymy za-
jišťující přenos a  vazbu monosacha-
ridu na glykan prostřednictvím růz-
ných typů glykosidických vazeb 

Obr. 1. Struktury glykanů a glykokonjugátů zapojených do nádorové progrese.

1) N‐glykoproteiny nesou kovalentně navázané glykanové struktury prostřednictvím glykosidické vazby na Asp; 2) O‐glykoproteiny ne-
sou glykany kovalentně navázané prostřednictvím hydroxylové skupiny Ser nebo Thr, v glykanovém řetězci jsou přítomny N‐acetylgalak-
tosaminy, další jednotky sacharidů, fukóz a sialových kyselin; 3) glykosfi ngolipidy obsahují lipidový ceramid s navázaným jedním nebo 
více sacharidy; 4) hyaluronany se vyskytují jako volné řetězce glukosaminoglykanů nebo mohou být kovalentně navázány na proteogly-
kany; 5) proteiny s navázaným N‐acetylglukosaminem prostřednictvím O‐vazby se vyskytují v cytoplazmě nebo jádře buňky. Převzato 
a upraveno z [1].

Asp – asparagin, Ser – serin, Thr – treonin
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ných glykoproteinů přítomných v sérech 
schválených Úřadem pro kontrolu potra-
vin a léčiv v USA a používaných jako ná-
dorové bio markery je uveden v tab. 1. 

Biomarkery detekovatelné v  sérech 
jsou sloučeniny jinak přítomné v nádo-
rech nebo jimi produkované a uvolněné 
do krevního řečiště, které slouží k odli-
šení patologických změn organizmu od 
fyziologických. I  když je v  současnosti 
známo mnoho nádorových bio markerů, 
vzhledem k vysoké heterogenitě a širo-
kému spektru nádorů zatím neexistuje 
univerzální marker, který by byl schopen 
jasně určit dané onkologické onemoc-
nění, jeho prognózu nebo předpově-
dět úspěšnost léčby. Fyziologické kon-
centrace nádorových markerů se mohou 
vyskytnout i  u  maligních onemocnění, 
a proto je mnoho vědeckých pracovišť 
zaměřeno na výzkum úlohy glykosylace 
v  nádorové patogenezi a  pochopení 
dějů při vývoji a  progresi nádorů. Zde 
uvádíme popis vybraných bio markerů, 
další jsou popsány v dokumentu Valíka 
et al [27].

struktur a její zvýšená exprese se proje-
vuje sníženou buněčnou adhezí a zvý-
šenou invazivitou buněk metastazují-
cích karcinomů tlustého střeva, mozku 
a prsu [21– 24]. Glykany nesoucí β1,6-N-
-acetylglukosamin jsou považovány za 
bio markery progrese karcinomu tlus-
tého střeva a prsu. FUT8 zajišťuje trans-
fer fukózy na první N-acetylglukosamin 
(GlcNAc) u glykosidické vazby na aspara-
gin (popisovaná jako fukosylace na jádře 
glykanu). Zvýšená exprese FUT8 přímo 
koreluje s velikostí nádoru [25] a naopak 
odstranění fukosylace na jádře glykanu 
přítomného v molekule IgG1 zvyšuje až 
100krát buněčnou cytotoxicitu závislou 
na protilátkách [26]. 

Klinicky schválené bio markery

Glykoproteiny a  glykany jsou specifi c-
kými bio markery onkologických one-
mocnění. Lze je nalézt v  tkáních, séru, 
exozomech, moči nebo jiných tělních te-
kutinách, nejčastěji se však setkáváme 
s  detekcí glykoproteinů nebo glykanů 
přítomných v  sérech. Přehled vybra-

(např.  galaktoglykosyltransferáza pře-
náší galaktózu). Glykosidázy naopak tyto 
vazby štěpí. U onkologických onemoc-
nění byly zaznamenány snížené i  zvý-
šené koncentrace přirozeně se vyskytu-
jících sacharidů nebo byly detekovány 
sacharidy nové. Tyto změny jsou způso-
beny právě změněnými hladinami glyko-
syltransferáz v Golgiho aparátu nádoro-
vých buněk [17] a vedou k modifi kacím 
glykanových částí N- a O-glykoproteinů. 
Jednu z nejčastějších změn představuje 
netypické větvení N-glykanů i nárůst ve-
likosti glykanové části způsobené zvý-
šenou produkcí sialyltransferáz, které 
připojují terminální molekuly sialových 
kyselin, nebo fukosyltransferáz způso-
bujících fukosylaci glykanů v jejich růz-
ných částech (obr. 3A) [18]. Sialové ky-
seliny mohou být přítomny ve vazbě 
alfa (2,3) nebo alfa (2,6), a  tím vytvořit 
dva izomery, které mají naprosto rozdíl-
nou bio logickou aktivitu [19]. Tyto jevy 
obecně korelují s vývojem nádoru, po-
kročilým stadiem rakoviny a metastazo-
váním. Objevují se však také u chronic-
kých zánětů, které s  výskytem nádoru 
souvisejí [8]. Profi lování genové exprese 
210 glykosyltransferáz v 1 893 vzorcích 
pa cientů se šesti typy karcinomů (prsu, 
vaječníků, glioblastomu, ledvin, plic 
a tlustého střeva) bylo použito k vývoji 
klasifi kace karcinomů i  jejich rozdělení 
do podskupin. Aplikací bio statistických 
metod na kvantitativní hodnoty exprese 
genů kódujících glykosyltransferázy 
bylo možné identifi kovat jednotlivé typy 
karcinomů a provést jejich subtypovou 
klasifi kaci [12]. 

K progresi nádoru přispívají též glyko-
syltransferázy, které jsou zodpovědné za 
změny struktury N-glykanů, a tím i jejich 
funkce (obr. 3B) [20]. Jedná se o β1,4-N-
-acetylglukosaminyl transferázu (GnT-III), 
β1,6-N-acetylglukosaminyl transferázu 
(GnT-V) a α1,6-fukosyl transferázu (FUT8). 
GnT-III dává vznik bisektinové vazbě, při 
níž se objevuje třetí větev v  terminální 
části glykanu. Tato struktura zabraňuje 
dalšímu procesu glykosylace, protože 
ztrácí vlastnosti substrátu pro další gly-
kosyltransferázy. GnT-III je považována 
za enzym nezbytný v bio syntetické dráze 
N-glykanů, který inhibuje metastazo-
vání [21]. Naopak GnT-V je zodpovědná 
za vznik rozvětvených glykanových 

Obr. 2. Funkce glykanů ve vývoji a progresi nádorů. 

1) Změna glykanového profi lu na E-kadherinu na povrchu nádorových buněk poškozuje 
buněčnou adhezi a podněcuje invazi nádorových buněk; 2) sialylace rozvětvených gly-
kanů na integrinech zvyšuje migraci a invazivitu nádorových buněk; 3) změna glykosylace 
RTK na povrchu nádorových buněk moduluje jejich signalizaci a proliferaci; 4) změna gly-
kosylace VEGFR na povrchu nádorové buňky je asociována s nádorovou angiogenezí. Pře-
vzato a upraveno z [10].

RTK – tyrozinkinázové růstové receptory, VEGFR – receptor vaskulárního endoteliálního 
růstového faktoru
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Obr. 3. Aberantní větvení N-glykanů a nárůst velikosti glykanové části. 

A) Glykanové struktury s připojenou fukózou v různých částech glykanu (v jádře a na anténě) a připojení terminálních sialových kyselin 
na anténách.
B) Glykosylace je katalyzována glykosyltransferázami, které ovlivňují biologické funkce glykokonjugátů. Převzato a upraveno z [20].

ASN – aminokyselina asparagin, EGFR – receptor epidermálního růstového faktoru, ADCC – buněčná cytotoxicita závislá na protilátkách, 
IgG – imunoglobulin G, TGFβ-R – transformující růstový faktor β, UDP – glukuronosyltransferáza, GDP – guanosin difosfát, GlcNAc – 
N-acetylglukosamin, GnT-III – β1,4-N-acetylglukosaminyl transferáza, GnT-V – β1,6-N-acetylglukosaminyl transferáza

Tab. 1. Glykoproteiny přítomné v sérech onkologických pacientů schválených FDA jako nádorové markery. Převzato z [27,28].

Marker Celý název Karcinom Fyziologická hodnota Rok povolení FDA

AFP α-1-fetoprotein játra 10 mg/l 1992/2008

PSA prostatický specifi cký antigen (volná frakce) prostata 2,5 – 6,5 mg/l* 1986/1994/2012

CA 125 nádorový antigen (mucin 16) vaječníky 35 kU/l 1997/2001

HE 4 lidský epididymální protein 4 vaječníky 50–80 pmol/l** 2008

CA 15-3 nádorový antigen 15-3 (mucin 1) prsa 35 kU/l 1997

CA 19-9 nádorový antigen 19-9 (mucin) mnohočetný výskyt1 35 kU/l 2002

CA 27-29 nádorový antigen 27-29 (mucin) prsa 35 kU/l 2002

CEA karcinoembryonální antigen mnohočetný výskyt2 5 mg/l 1985

1 Slinivka břišní, tlusté střevo, vaječníky, žlučové cesty, žaludek, vzdálené metastázy.
2 Zažívací trakt, tlusté střevo, plíce, prsa, močový měchýř, ledviny, prostata, slinivka břišní.
* Fyziologická hodnota se mění v závislosti na věku.
** Fyziologická hodnota se mění – pro premenopauzální ženy 50 pmol/l a pro postmenopauzální ženy 80 pmol/l.
FDA – americký Úřad pro kontrolu potravin a léčiv
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metroidních nádorů vaječníků [44], dále 
pak u adenokarcinomů plic a endomet-
ria [45,46]. HE4 je označován za sérový 
bio marker epiteliálního karcinomu va-
ječníků a vykazuje jako jeden z mála bio-
markerů vysokou specifi citu v  časných 
stadiích tohoto onemocnění (stadium 
I/ II). Ve srovnání s CA 125 poskytuje větší 
specifi citu v  rozlišení benigních a  ma-
ligních karcinomů. Doporučuje se též 
použít hodnoty koncentrací obou mar-
kerů (HE4  a  CA 125) k  výpočtu ROMA 
(risk of ovarian malignancy algorithm) 
skóre, které udává pravděpodobnost 
přítomnosti epitelového karcinomu va-
ječníků, pokud je pomocí zobrazovací 
metody nalezena abnormalita v oblasti 
vaječníků. Úspěšnost správné klasifi-
kace rizika epiteliálního karcinomu va-
ječníků byla tímto přístupem stanovena 
na 93,8 % [47]. HE4 je sekretovaný nízko-
molekulární N-glykoprotein  [44], avšak 
jeho glykanová struktura zatím nebyla 
podrobně popsána.

Závěr 

Dosavadní klinicky používané nádorové 
bio markery  [27] fungují velmi dobře 
u pa cientů s rozvinutým onkologickým 
onemocněním. Je však třeba nalézt sady 
dalších bio markerů, které by byly: 1) do-
statečně senzitivní (schopné rozpoznat 
dané onemocnění); 2) charakteristické 
pro časná stadia onemocnění; 3) speci-
fi cké (dostatečně odlišující onkologicky 
nemocného člověka od zdravého nebo 
trpícího jinými zdravotními problémy). 

ječníků [38]. Koncentrace CA 125 v séru 
pohybující se nad 35 kU/ l může indiko-
vat přítomnost karcinomu vaječníků, 
dělohy, endometria, slinivky břišní, trá-
vicího ústrojí nebo prsu. Vyšetření hla-
diny CA 125 se však využívá hlavně pro 
dia gnostiku karcinomu vaječníků a  je 
vždy vhodné jej doplnit např. stanove-
ním hladiny karcinoembryonálního an-
tigenu a  tkáňového polypeptidického 
antigenu. CA 125 patří do skupiny mu-
cinózních glykoproteinů lokalizova-
ných na vnější membráně buněk, je tvo-
řen opakujícími se peptidovými epitopy 
mucinu MUC 16  [39,40] s  přítomností 
O- i  N-glykosylace. Jeho molekulová 
hmotnost v nativním stavu je vyšší než 
2 miliony Da. CA 125 urychluje prolife-
raci nádorových buněk a potlačuje pro-
tinádorovou imunitní odpověď [41,42].

Zvýšená hladina CA 125 nad fyziolo-
gickou hodnotu (35 kU/ l) může indiko-
vat přítomnost peritoneálních metastáz 
karcinomu vaječníků [43]. 

Lidský epididymální protein 4 

Lidský epidydimální protein 4  (HE4) se 
nachází v  epiteliálních buňkách epidi-
dymis a ženském reprodukčním traktu. 
Fyziologické hodnoty HE4 v séru se po-
hybují v rozmezí 50– 80 pmol/ l, a to v zá-
vislosti na stáří ženy (před a  po me-
nopauze). Funkce proteinu doposud 
nebyla popsána. Bylo však zjištěno, že 
jeho nadprodukce, a tedy zvýšená kon-
centrace v sérech pa cientek se objevuje 
jednak v přítomnosti serózních a endo-

α-fetoprotein

Přítomnost onkofetálního α-fetopro-
teinu (AFP) v  séru lidského plodu byla 
poprvé zmíněna v roce 1956 [28], jeho 
hladina je standardně vysoká v embryo-
nálním žloutkovém vaku a fetálních já-
trech. Syntéza AFP významně klesá po 
porodu a  v  dospělých játrech se tvoří 
jen ve stopovém množství. V  séru do-
spělých zdravých jedinců se koncent-
race volného sérového AFP pohybuje 
pod 10 μg/ l a zvýšená koncentrace AFP 
v  séru je charakteristická pro většinu 
hepatocelulárních karcinomů, hepato-
blastomů, karcinom slinivky břišní a gas-
trointestinálního traktu nebo karcinom 
mozku  [30]. AFP je protein s  jedním 
N-glykanem s komplexní dvouantenární 
strukturou, alterující terminální sialylací 
a fukosylací v jádře a jeho velikost je při-
bližně 70  kDa (obr.  4)  [29,31]. Zvýšená 
fukosylace AFP může korelovat s  pro-
gresí hepatocelulárního karcinomu [32].

Prostatický specifi cký antigen

Prostatický specifi cký antigen (PSA) je 
bio marker využívaný pro detekci kar-
cinomu prostaty u  mužů. Vyskytuje se 
v perianálních a periuretrálních žlázách 
a močovém měchýři. Jedná se o serino-
vou proteázu syntetizovanou epitelem 
acinů a výstelkou duktů prostaty. Kon-
centrace volné i  vázané formy PSA se 
u zdravého jedince pohybuje pod 4 μg/ l. 
Zvýšená koncentrace PSA v  krevním 
oběhu indikuje porušení mikrostruktury 
prostaty a průnik z acinů a duktů do ka-
pilár. Rostoucí koncentrace PSA v  séru 
koreluje s velikostí a stage tumoru, při-
čemž koncentrace nad 30 μg/ l indikuje 
přítomnost vzdálených metastáz  [33]. 
PSA je glykoprotein s  jednou N-gly-
kanovou strukturou (jeho velikost je 
28,4 kDa), který je dále dělen do glyko-
sylovaných a  neglykosylovaných pod-
skupin [34]. Glykanová část se vyskytuje 
v různých alterujících strukturách (fuko-
sylace a/ nebo sialylace), které jsou cha-
rakteristické pro pa cienty s karcinomem 
prostaty [35– 37].

Nádorový antigen CA 125

CA 125 (MUC 16) byl poprvé popsán jako 
bio marker detekovaný monoklonální 
protilátkou vyvinutou proti buněčné linii 
OVCA 433 odvozené od karcinomu va-

Obr. 4. N-glykany přítomné na α-fetoproteinu vyskytující se u pacientů s hepatocelu-

lárním karcinomem. Většina z nich je fukosylována na jádře glykanu a sialylována na 

anténách. Převzato a upraveno z [31].

ASN – aminokyselina asparagin
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V poslední době se objevilo mnoho prací 
popisujících moderní a efektivní meto-
dické přístupy umožňující detekci glyko-
sylačních změn na glykoproteinech pří-
tomných v  sérech. Glykoproteiny tedy 
představují atraktivní cíle při hledání bio-
markerů v séru či exozomech z důvodu 
jejich aktivní sekrece, úniku nebo trans-
portu ve vezikulách z nádorových buněk 
do extracelulárního prostoru [13,14,28]. 
Cílem přístupů je analyzovat nejenom 
glykoproteiny vyskytující se ve vysokých 
koncentracích (nad 1 g/ l), ale také ty se 
střední a nízkou koncentrací (pod 1 g/ l), 
které mohou představovat nové bio-
markery. Mezi takové patří lektinová afi -
nitní chromatografi e [48], ELISA využíva-
jící vazbu lektinů [49,50] nebo rychle se 
rozvíjející hmotnostně spektrometrické 
techniky společně s  bio informatickými 
nástroji [51– 53]. To vše vede nejen k de-
tekci změn koncentrací glykoproteinů 
i  jejich glykoforem přítomných v  sé-
rech v  nízkých koncentracích, ale také 
k detailnímu popisu změn glykanových 
částí, které se mění v závislosti na vzniku 
a progresi nádorů [54]. 
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PŘEHLED

Glykozylácia ako dôležitý regulátor

funkcie protilátok

Glycosylation as an Important Regulator of Antibody Function

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

Súhrn
Východisko: Glykozylácia konštantných oblastí protilátok zásadne ovplyvňuje ich interakčné 
schopnosti s bunkami imunitného systému. Jedná sa o modifi káciu, ktorá okrem bio logickej ak-
tivity protilátok zasahuje aj do ich konformácie, stability, rozpustnosti, sekrécie, farmakokinetiky 
a imunogénnosti. Pre ich správnu funkciu nie je podstatná len lokalizácia samotných glykozylácií 
na molekule protilátok, ale aj štruktúra jednotlivých glykánov. Zmeny glykozylačných profi lov pro-
tilátok boli popísané u niektorých fyziologických procesov, akými sú tehotenstvo alebo starnutie, 
ale taktiež u mnohých patologických stavov ako reumatoidnej artritídy, či nádorov žalúdka, pľúc 
alebo prostaty. Stále existuje celé množstvo neobjasnených mechanizmov, ktoré riadia glykozylá-
ciu protilátok alebo sú týmito modifi káciami naopak regulované. Viaceré zdroje popisujú význam 
niektorých špecifi ckých glykozylácií ako potenciálnych bio markerov. Cieľ: Cieľom tohto prehľado-
vého článku je zhrnúť a priblížiť doterajšie poznatky o glykozylácii protilátok a upozorniť na ich 
vplyv na imunitné odpovede a ich úlohu v priebehu ochorenia. Ich dôležitosť podčiarkuje aj to, že 
väčšina vyvíjaných a využívaných terapeutických protilátok je modifi kovaných glykozyláciou. Práve 
cielené vnesenie vhodných glykozylácií, ktoré podporujú aktivity akými sú napr. bunková cytotoxi-
cita závislá na protilátkach, bunková fagocytóza závislá na protilátkach alebo cytotoxicita závislá na 
komplemente, viedlo k zlepšeniu schopností týchto protilátok likvidovať patogény alebo nádorové 
bunky. Preto je oblasti glykozylácie protilátok venovaná stále väčšia pozornosť. Získané znalosti 
môžu prispieť k ďalšiemu vývoju efektívnych nástrojov dia gnostiky a terapie rôznych ochorení.

Klúčové slová
protilátky –  glykozylácia –  farmakológia –  imunitný systém –  terapia

Summary
Background: The glycosylation of constant regions of antibodies signifi cantly aff ects their inter-
action capabilities with immune cells. It is a modifi cation that, in addition to the bio logical acti-
vity of antibodies, has an impact on their conformation, stability, solubility, secretion, pharmaco-
kinetics, and immunogenicity. The location of glycosylations on the molecule is essential for 
the proper function of the antibody, as is the structure of the individual glycans. Changes in the 
glycosylation profi les of antibodies have been described in some physiological processes like 
pregnancy or ageing, but also in many pathological conditions such as rheumatoid arthritis or 
gastric, lung and prostate tumours. There are still several unexplained mechanisms that control 
the glycosylation of antibodies or immune responses, which in turn are regulated by these mo-
difi cations. Multiple sources describe the importance of some specifi c glycosylations as poten-
tial bio markers. Purpose: The aim of this review is to summarise and present the knowledge of 
the glycosylation of antibodies and to highlight their infl uence on immune responses and their 
role dur ing dis ease. Their importance is also underlined by the fact that the most of these thera-
peutic antibodies used and developed are modifi ed by glycosylation. The targeted introduction 
of appropriate glycosylations, which can promote activities such as antibody- dependent cellu-
lar cytotoxicity, antibody -dependent cellular phagocytosis or complement -dependent cytoto-
xicity, have improved the ability of these antibodies to kill pathogens or tumour cells. Therefore, 
more attention is be ing paid to this area. In the future, more eff ective tools for dia gnos ing and 
treat ing certain dis eases can be created with better knowledge.

Keywords
antibodies –  glycosylation –  pharmacology –  immune system –  therapeutics
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Úvod

Protilátky, proteíny produkované ma-
turovanými B-lymfocytmi, patria k zák-
ladným súčastiam humorálnej imunit-
nej odpovedi. Sú to proteíny zložené 
z dvoch ľahkých a dvoch ťažkých poly-
peptidových reťazcov spojených disulfi -
dickými väzbami, pričom sa ich štruktúra 
skladá z fragmentu viazajúceho antigén 
(fragment antigen binding –  Fab) a kon-
štantného alebo kryštalizujúceho frag-
mentu (fragment crystallizable –  Fc) [1]. 
Na základe zloženia konštantných ob-
lastí ťažkých reťazcov rozlišujeme päť 
izotypov ľudských protilátok, imunoglo-
bulíny triedy A  (IgA), D (IgD), E (IgE), 

G (IgG) a M (IgM) [2]. Biologické funkcie 
jednotlivých izotypov protilátok pod-
robne rozoberajú Schoeder et  al  [3]. 
Zatiaľ čo sú oblasti určujúce komple-
mentaritu Fab zodpovedné za väzbu an-
tigénu [4], Fc oblasti umožňujú komuni-
káciu s ďalšími zložkami imunity, a môžu 
tak aktivovať mechanizmy, ako sú apo-
ptóza, bunková cytotoxicita závislá na 
protilátkach (antibody dependent cellu-
lar cytotoxicity –  ADCC), bunková fago-
cytóza závislá na protilátkach (antibody 
dependent cellular phagocytosis  –  
ADCP) a cytotoxicita závislá na komple-
mente (complement dependent cytoto-
xicity –  CDC) (obr. 1) [5,6]. 

Existuje niekoľko typov Fc recepto-
rov (FcR) nachádzajúcich sa na ostat-
ných bunkách imunitného systému. 
Tab. 1 popisuje rôzne typy týchto recep-
torov. Možu sa odlišovať na izotype pro-
tilátok, ktoré dokážu rozoznať, ich afi nite 
tejto väzby a type buniek, ktoré ich ex-
primujú. Na základe týchto rozdielov sú 
spúšťané odlišné dráhy vedúce k likvidá-
cii patogénu [2,7].

Tak ako mnohé iné proteíny aj proti-
látky podliehajú posttranslačným modi-
fi káciám. N-glykozylácia je najčastejšou 
modifikáciou membránových a  sekré-
tovaných proteínov u  eukaryotov  [8]. 
Pri tomto vysoko konzervovanom pro-

Obr. 1. Protilátky a mechanizmy likvidácie patogénu. Protilátky dokážu likvidovať patogén priamym pôsobením a to väzbou na po-

vrchové molekuly zodpovedné za jeho prichytenie k hostiteľskej bunke (neutralizácia) alebo receptory aktivujúce apoptické sig-

nály. Protilátky dokážu svojimi Fc oblasťami interagovať s povrchovými receptormi ďalších buniek imunitného systému a spúšťať 

tak ďalšie imunitné mechanizmy. Na obrázku znázornená NK bunka interaguje prostredníctvom receptoru CD16 (FcγRIIIa) s Fc čas-

ťami protilátky vystavenej na povrchu patogénu, aktivuje svoje cytotoxické mechanizmy a uvolňuje do extracelulárneho pries-

toru cytotoxické granulá s enzýmami perforínom a granzýmom, ktoré nie sú schopné zabiť len samotný patogén, ale tiež nádorové 

bunky alebo bunky infi kované vírusom (ADCC). Rovnako FcγRIIa receptory makrofágu aktivujú fagocytózu patogénu (ADCP), Fc ob-

lasti taktiež dokážu interagovať zo zložkami komplementu a aktivovať tak lýzu bunky (CDC). Prevzaté a upravené z [6].

Fc – konštantné oblasti protilátok, NK – natural killer, ADCC – bunková cytotoxicita závislá na protilátkach, ADCP – bunková fagocytóza 
závislá na protilátkach, CDC – cytotoxicita závislá na komplemente
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molekúl GlcNAc a  troch manózových 
jednotiek (obr. 2). 

Glykozylácia IgG

IgG tvoria približne 75  % z  celkového 
množstva ľudských sérových protilá-
tok a  rovnako sú prevažujúcou skupi-
nou používaných a vyvíjaných protilátok 

teín prechádza do Golgiho aparátu, kde 
je štruktúra glykánu postupne spracová-
vaná špecifi ckými glykozidázami a gly-
kosyltransferázami. Finálny glykoproteín 
je sekretovaný mimo bunku [9,10]. Exis-
tuje veľké množstvo molekúl N-glyká-
nov, ktorými sú proteíny modifi kované. 
Jej základ pozostáva však vždy z dvoch 

cese odohrávajúcom sa v  endoplaz-
matickom retikule, je oligosacharyl -
transferázovým komplexom rozozná-
vaná sekvencia N-X-S(T) a na asparagín 
(N) prenesená oligosacharidová zložka 
so zložením Glc3Man9GlcNAc2 (glukóza –  
Glc, manóza  –  Man, N-acetylglukóza-
mín –  GlcNAc). Takto modifi kovaný pro-

Tab. 1. Fc receptory. Rozdelenie Fc receptorov a ich izoforiem v závislosti na protilátkach, ktoré dokážu viazať, odlišnostiach 

v afi nite interakcie a bunkách imunitného systému, na povrchu ktorých sú exprimované.

Protilátka Fc receptor
Izoforma 

receptoru

Afi nita 

k protilátkam
Expresia na bunkách

IgG

FcγRI FcγRIa vysoká monocyty, makrofágy, neutrofi ly, eozinofi ly

FcγRII

FcγRIIa nízka monocyty, makrofágy, neutrofi ly, krvná doštičky a Langerhansove bunky

FcγRIIb nízka monocyty, makrofágy, neutrofi ly

FcγRIIc nízka monocyty, makrofágy, neutrofi ly

FcγRIId nízka monocyty, makrofágy, neutrofi ly

FcγRIII
FcγRIIIa stredná makrofágy, NK bunky, γδ T bunky, niektoré monocyty

FcγRIIIb nízka neutrofi ly a eozinofi ly

IgE

FcεRI FcεRI veľmi vysoká žírne bunky, bazofi ly, Langerhansove bunky, aktivované monocyty

FcεRII
FcεRIIa nízka B bunky

FcεRIIb nízka B bunky, T bunky, monocyty, eozinofi ly, makrofágy

IgA FcαRI FcαRIa stredná neutrofi ly, monocyty, niektoré makrofágy, eozinofi ly, Kupff erove bunky 
a niektoré dendritické bunky

Fc – konštantné oblasti protilátok, Ig – imunoglobulíny, NK – natural killer

Obr. 2. Proces glykozylácie. Proces glykozylácie začína v endoplazmatickom retikule, kde je štruktúra Glc
3
Man

9
GlcNAc

2
 prenesená 

z molekuly dolicholilu (A) ukotveného v membráne na asparagín (N) v sekvencii novo syntetizovaného proteínu (B). Postupne 

je takýto glykoproteín transportovaný do Golgiho aparátu, kde je štruktúra prekurzorového glykánu spracovaná na štruktúru 

Man
3
GlcNAc

2
 s dvomi anténami (C), ktorá tvorí základ všetkých N-glykozylácií. Na toto jadro môžu byť pridávané molekuly galak-

tózy, fukózy, N-acetylglukózamínu a kyseliny N-acetylneuramínove (D – core-fukozylácia, E – digalaktózovaný glykán, F – bisektí-

nový glykán, G – disialylovaný glykán). Prevzaté a upravené z [9].
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galaktozylácia je modulátorom zápa-
lovej aktivity IgG, keď bolo zistené, že 
absencia terminálnej galaktózy pôsobí 
prozápalovo prostredníctvom aktivácie 
komplementu alternatívnou cestou [24]. 
Pokles hladiny galaktozylovaných glyko-
foriem bol naopak zaznamenaný u via-
cerých ochorení, ako reumatoidnej ar-
tritídy či lupus erythematosus  [25– 27]. 
Štúdia autorov Karsten et al na myších 
modeloch poukazuje na to, že galak-
tozylácia Fc oblastí je nevyhnutná pre 
efektívne spustenie protizápalovej sig-
nálnej kaskády interakciou s FcγRIIB re-
ceptorom  [28]. O  prozápalovom pôso-
bení terminálnych galaktozylácií však 
hovoria ďalšie výsledky. Cez afinitu 
k C1q zložke komplementu podporujú 
CDC a väzbou aktivujúcich FcγR recep-
torov taktiež ADCC  [29]. Tieto kontras-
tujúce výsledky poukazujú na komplex-
nosť signálnych dráh imunitných reakcií 
sprostredkovaných protilátkami. Napo-
jenie ďalšieho typu sacharidu –  kyseliny 
neuramínovej v procese sialylácie –  tak-

bilizuje štruktúru protilátky [17]. V minu-
losti sa na základe kryštalografi ckých dát 
predpokladalo, že táto glykozylácia vy-
tvára otvorenú konformáciu Fc oblastí, 
zatiaľ čo absencia glykozylácie viedla 
k  zatvorenej konformácii, ktorá nie je 
schopná interakcie s receptormi [18,19]. 
Neskôr bol však tento model vyvrátený 
experimentami s protilátkami v roztoku 
a bolo preukázané, že neglykozylované 
Fc fragmenty sú fl exibilné a môžu vytvá-
rať ešte otvorenejšie konformácie [20].

Ako už bolo spomenuté, základná 
štruktúra glykánu (GlcNAc2Man2) môže 
byť modifi kovaná molekulami iných sa-
charidov, konkrétne galaktózy (Gal), ky-
seliny neuramínovej (NeuAc), fukózy 
(Fuc) alebo ďalšími molekulami GlcNAc
a  Man  [21]. U  zdravých jedincov sú 
najčastejšími štruktúrami negalaktó-
zylovaná štruktúra (IgG-G0), mono-
galaktózylovaná štruktúra (IgG-G1) a di-
galaktózylovaná štruktúra (IgG-G2) 
tvoriace väčšinu glykoforiem IgG [22,23]. 
Viaceré štúdie poukazujú, že terminálna 

využívaných v  terapii rôznych ocho-
rení  [11]. Zásadný efekt na funkciu IgG 
má N-glykozylácia oblasti Fc. Tieto ob-
lasti totiž interagujú s  receptormi FcγR 
nachádzajúcimi sa na ďalších imunit-
ných bunkách  [12] a deglykozylácia Fc 
vedie k takmer úplnej strate väzby s re-
ceptormi FcγRI  [13]. Ľudské IgG obsa-
hujú na svojom Fc len jedinú konzervo-
vanú pozíciu glykozylácie nachádzajúce 
sa na CH2 doméne na asparagínu v po-
zícii 297  (N297) (obr.  3)  [14]. I  keď sú 
štruktúry Fc glykánov IgG pomerne he-
terogénne  [15], oproti ostatným gly-
koproteínom tvoria len dvojantenárne 
štruktúry, ktoré môžu byť obohatené 
ďalšími molekulami sacharidov ovplyv-
ňujúcich štruktúrne i funkčné vlastnosti 
IgG, ako jej stabilitu alebo typ FcγR, na 
ktoré sa viažu [16]. α-1,6 anténa glykánu 
totiž nekovalentne interaguje s Fc reťaz-
com, zatiaľ čo druhá anténa (α-1,3) sme-
ruje do priestoru medzi reťazcami a tam 
interaguje s  rovnakým ramenom gly-
kánu druhého ťažkého reťazca, čo sta-

Obr. 3. Ilustrácia konzervovanej glykozylácie IgG v pozícii N297 a príklady vplyvov odlišných štruktúr na efektorové funkcie IgG. 

Obrázok popisuje vplyv zloženia glykozylácie na zápalovú odpoveď. Zatiaľ čo je terminálnej sialylácii a core-fukozylácii je pripiso-

vaný protizápalový, bisektínové glykány majú prozápalový efekt na pôsobenie IgG.  Prevzaté a upravené z [21].

IgG – imunoglobulíny triedy G
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Protilátky IgD sú najmenej abundant-
ným izotypom, obsahujú však taktiež 
konzervované glykozylácie. Sú u  nich 
identifi kované tri N-glykozyláce nutné 
pre ich správnu konformáciu a sekréciu 
a podobne ako IgA1 obsahujú aj O-gly-
kánové modifi kácie [56]. I keď sú miesta 
konzervovaných glykozylácií u  týchto 
izotypov pomerne dobre popísané, je 
potrebné odhaliť ich konkrétne vplyvy 
na funkciu týchto protilátok. 

Regulácia glykozylácie a jej 

fyziologické a patologické zmeny

Pravdepodobne existuje niekoľko me-
chanizmov, ktoré vplývajú na glyko-
zyláciu protilátok, zahrnujúc expre-
siu glykozyltransferáz resp. glykozidáz, 
dostupnosti jednotlivých sacharido-
vých substrátov, pH vnútri Golgiho apa-
rátu, rýchlosť syntézy proteínov a  do-
stupnosti vezikulárneho transportného 
aparátu. Zaznamenanie zmeny glyko-
zylačného profilu IgG v  závislosti na 
faktoroch, akými sú vek, pohlavie či te-
hotenstvo, poukazujú taktiež na vplyv 
hormonálneho riadenia týchto proce-
sov. Bolo zistené, že trend rastu galak-
tózylovaných glykoforiem sa v  období 
medzi 20. a 30. rokom života obracia 
a začína klesať [57– 59]. Tento proces je 
signifi kantný najmä u  žien na začiatku 
menopauzy  [60– 62]. Redukcia agalak-
tozylovaných glykoforiem je kontrastne 
pozorovaná v  tehotenstve, kde bol sú-
bežne popísaný mierny pokles fukozy-
lovaných glykoforiem protilátok. U  te-
hotných pa cientok s  reumatoídnou 
artritídou nárast galaktozylovaných gly-
koforiem koreloval so zlepšením zdra-
votného stavu [63,64]. 

I keď je glykozylácia vysoko konzer-
vovaným procesom, existuje niekoľko 
analýz, ktoré poukazujú na ich aktívne 
zmeny v  procesoch zápalových odpo-
vedí u  autoimunitných a  infekčných 
ochorení [65– 68]. Taktiež boli zazname-
nané zmeny v  mnohých nádorových 
ochoreniach. Pomerne uniformne bol 
zachytený pokles galaktozylácie u mno-
hopočetného myelómu, nádoroch ža-
lúdka, hrubého čreva, prostaty, pľúc 
a  ďalších nádorov korelujúci s  progre-
siou a  metastázovaním  [69– 73]. Tento 
trend je vysvetlený vplyvom zápalo-
vej reakcie na vývoj nádoru alebo stra-

Glykozylácie ďalších typov 

protilátok

I keď je IgG najlepšie preštudovanou 
izoformou protilátok, niekoľko faktov je 
známych aj o  glykozylácii ďalších izo-
typov. Protilátky IgE hrajú významnú 
úlohu v alergických reakciách. IgE sa do-
kážu viazať na receptory FcεRI žírnych 
buniek a FcεRII B-buniek  [45] a na roz-
diel od IgG obsahujú IgE niekoľko gly-
kozylačných miest. Štyri konzervované 
glykozylácie (tri komplexné a jedna vy-
sokomanózová) sa nachádzajú na Fc 
a ďalšie tri glykozylačné miesta s kom-
plexnými glykánmi sa nachádzajú na 
Fab [46,47]. Efekty glykozylácií IgE pro-
tilátok boli preukázané mutáciami, ktoré 
blokovali glykozylácie v popísaných po-
zíciách [48]. Mutácia konzervovanej po-
zície N394 na Fc, ktorá zodpovedá kon-
zervovanej glykozylácii N297  u  IgG, 
redukuje väzbu na receptor FcεRI  [49]. 
Opačný efekt majú glykozylácie IgE na 
ich väzbu na receptory B-lymfocytov 
FcεRII, keď absencia glykozylácie vedie 
k zvýšeniu tejto väzby [50]. 

Glykozylácia IgA, ktorá má zásadnú 
úlohu v mukóznej imunite, je závislá na 
ich izotype  [51]. Existujú dve izoformy 
protilátky IgA: IgA1  a  IgA2, u  druhého 
rozoznávame dva allotypy IgA2m(1) 
a  IgA2m(2). U  izotypu IgA1, ktorý tvorí 
približne 85 % celkového IgA, sú známe 
dve konzervované miesta N-glykozy-
lácie modifikované komplexnými gly-
kánmi N263  a  N459  [52]. Mimo toho 
bola popísaná O-glykozylácia až v šies-
tich pozíciách v oblasti spájajúcich Fab 
a  Fc. Tieto glykozylácie hrajú úlohu vo 
väzbe mikroorganizmov sekretovanými 
IgA  [15]. Taktiež bola popísaná úloha 
glykozylácie IgA v patogenézii nefropa-
tie [53]. Oba subizotypy IgA2 obsahujú 
štyri glykozylačné miesta N166, N263, 
N337, N459, subizotyp IgA2m(2) má na-
vyše jedno miesto v  pozícii N211  [15]. 
IgM, ktoré sú prvou skupinou protilátok 
produkovaných po vystavení antigénu, 
tvoria penta- alebo hexamérne štruk-
túry, ktoré sú silno glykozylované. Ob-
sahujú päť N-glykozylačných miest ob-
sadených tromi komplexnými a  dvomi 
oligomanózovými štruktúrami [54]. Ne-
dávne štúdie zaznamenali vplyv sialylá-
cie na imunitnú aktivitu IgM moduláciou 
interakcie s T-lymfocytmi [55]. 

tiež vedie k významnej modifi kácii pre 
reguláciu zápalovej aktivity IgG [30,31]. 
Predpokladá sa, že práve sialylované gly-
koformy majú význam pre protizápa-
lovú aktivitu intravenózneho imunoglo-
bulínu (intravenous immunoglobulin 
– IVIg) indikovaného pri mnohých imu-
nodefi cientných, neurologických a ďal-
ších ochoreniach  [32,33]. U  zdravých 
jedincov je sialylácia (mono- a  disialy-
lácia) na rozdiel od galaktozylácie málo 
abundantná, vyskytujúca sa na približne 
u 10– 15 % glykoforiem IgG [11]. Naopak 
fukozylácia prvej molekuly GlcNAc, kto-
rou sa glykán viaže na proteín (core-fu-
kozylácia), sa u ľudskej populácie vysky-
tuje v približne 90 % prípadoch. Takéto 
štruktúry dokážu viazať receptory FcγRIII 
až 100násobne slabšie a znižujú tak cy-
totoxickú aktivitu takýchto IgG najmä 
pri ADCC [34,35]. Funkcia fukozylácie je 
pravdepodobne regulačná, vytvára sté-
rickú prekážku pre naviazanie recep-
torov, a  tak zabraňuje aktivácii prozá-
palových procesov pri fyziologických 
podmienkach (obr. 3) [36,37]. 

Opačné pôsobenie, i  keď v  menšej 
miere, bolo popísané u  bisektínových 
glykoforiem IgG (obr.  2  –  štruktúra F). 
Z dôvodu stérickej zábrany, ktorú bisek-
tínový GlcNAc vytvára pre fukozylačný 
enzým, tieto štruktúry neobsahujú core-
-fukozyláciu. Nárast ADCC aktivity u bi-
sektínových glykoforiem IgG je tak pri-
pisovaný skôr absencii tejto fukozylácie, 
ktorá by bola schopná tlmiť ADCC akti-
vitu IgG [38]. 

Popri konzervovaných miestach gly-
kozylácie, Fc obsahuje približne 15– 25 % 
sérových IgG i  glykozylácie Fab ob-
lastí  [39]. Sú to hlavne komplexné bian-
tenárne N-glykány napojené na N-X-S/ T 
sekvencie, ktoré vznikli v procese hyper-
mutácií  [40]. V porovnaní s Fc tvoria gly-
kánové štruktúry Fab z veľkej časti bisek-
tínové, galaktozylované či sialylované 
glykány a naopak menšie množstvo core-
-fukozylovaných  [41]. Lepšia dostupnosť 
týchto štruktúr pre glykozyltransferázy 
oproti stéricky bráneným Fc glykánom na 
CH2 doméne vedie k vzniku rozmanitejších 
štruktúr. Rovnako sú tieto glykozylácie do-
stupnejšie i prostrediu a môžu rovnako vý-
znamne ovplyvňovať stabilitu, bio logický 
polčas rozpadu či väzobné vlastnosti
protilátky [42– 44].
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nia a metastázovania, ako je to u nádoru 
prostaty, pľúc a  žalúdka. Navrhujú tak 
zaradenie hladín týchto špecifických 
glykozylácií ako ďalších bio markerov 
pre zlepšenie dia gnostiky nádorovových 
ochorení do budúcnosti [72,77,78].

Terapeutické protilátky

Vývoj monoklonálnych protilátok je jed-
nou z najrýchlejšie sa vyvíjajúcich oblastí 
terapeutík [79]. S presadzovaním ciele-

a zdravých kontrol) potvrdili pokles sia-
lylácie v  celkovom sérovom IgG spo-
jený s vývojom nádoru a horšou prog-
nózou  [75,76]. Nárast podielu manózy 
u IgG Fc a Fab asociovaný s progresiou 
ochorenia bol zachytený u  malígneho 
melanómu v  porovnaní so zdravými 
pa cientmi. Niektoré práce poukazujú 
na koreláciu profi lu agalaktózových gly-
koforiem s  hladinami zavedených bio-
markerov vývoja nádorového ochore-

tou schopnosti takýchto IgG viazať C1q, 
a možnosťou nádorových buniek unik-
núť CDC  [74]. Popri galaktozylácii boli 
zaznamenané zmeny aj u iných glykofo-
riem. U nádorov žalúdka bol zachytený 
nárast fukozylovaných IgG a  naopak 
pokles bisektínových IgG. V  jednej štú-
dii bola taktiež zistená asociácia zvýše-
nia sialylovaných a bisektínových glyko-
foriem IgG s lepším prežitím [70]. Štúdie 
na veľkom počte subjektov (pa cientov 

Tab. 2. Príklady protilátok obsahujúcich glykozyláciu schválených pre terapiu onkologických ochorení. Tabuľka popisuje ob-

chodný názov, štruktúru, mechanizmus ich pôsobenia a ochorenia, pri ktorých sa využívajú.

Protilátka
Obchodný 

názov
Zloženie Mechanizmus účinku Využitie v onkológii Referencie

rituximab Rituxan IgG1 κ 
chimerické 

väzba transmembránového 
proteínu CD20 B-lymfocytov 

a ich lýza, ADCC, CDC

non-Hodgkinov lymfóm, chro-
nická lymfocytová leukémia [109,110]

bevacizumab Avastin IgG1 κ 
humanizované

väzba a blokácia signálnej 
dráhy VEGF

kolorektálny karcinóm, HER2 
negatívne metastázujúce ná-

dory prsu, nemalobunečný kar-
cinóm pľúc

[111–113]

denosumab Xgeva IgG2 κ ľudské  väzba a blokácia signálnej 
dráhy RANKL metastázy kostnej dreni [114]

daratumumab Darzalex IgG1 κ ľudské
väzba CD38 a inhibícia rastu 

nádorových buniek a indukcia 
apoptózy, ADCC, CDC

mnohopočetný myelóm [115]

cetuximab Erbitux IgG1 κ 
chimerické

väzba na EGFR a blokácia 
dráhy, inhibícia rastu nádoro-

vých buniek rastu a tvorby me-
tastáz, ADCC

metastázujúci kolorektálny 
karcinóm, metastázujúce 

nemalobuněčné karcinómy 
hlavy a krku

[116,117]

trastuzumab 
emtansine Kadcyla IgG1 κ humani-

zované + liečivo

väzba IV podjednotky recep-
toru HER2, endocytóza a uvoľ-
nenie DM1 blokujúceho funk-

ciu mikrotubulov, ADCC

metastázujúce nádory prsu [118,119]

avelumab Bavencio IgG1 λ ľudské väzba PD-L1 a blokácia imuno-
supresívnych signálov, ADCC

metastázujúci karcinóm 
z Merkelových buniek [120]

pertuzumab Perjeta IgG1 κ 
humanizované

väzba dimerizačnej podjed-
notky receptoru HER2, ADCC metastázujúce nádory prsu [121,122]

necitumumab Portrazza IgG1 κ ľudské  väzba a blokovanie signálnej 
dráhy EGFR, ADCC

metastázujúci skvamózny ne-
malobunečný karcinóm pľúc [123,124]

pembrolizu-
mab Keytruda IgG4 κ 

humanizované

väzba receptoru PD-1 a blo-
kácia imunosupresívnych 

signálov

metastázujúci melanóm, me-
tastázujúce nádory krčku ma-

ternice, metastázujúci nemalo-
bunečný karcinóm pľúc

[125–127]

cemiplimab Libtayo IgG4 κ ľudské
väzba receptoru PD-1 a blo-

kácia imunosupresívnych 
signálov

metastázujúci kožný skvamózny 
karcinóm [128,129]

Ig – imunoglobulíny, ADCC – bunková cytotoxicita závislá na protilátkach, CDC – cytotoxicita závislá na komplemente, VEGF – 
vascular endothelial growth factor, RANKL – receptor activator of NFκB ligand, HER2 – human epidermal growth factor receptor 2, 
PD-L1 – programmed death-ligand 1, PD1 – programmed cell death protein 1
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cia ich proteínovej zložky, sú v expres-
ných systémoch pomocou génového 
inžinierstva vypnuté enzymatické dráhy 
tvoriace takéto glykoformy a naopak zo-
silené dráhy tvoriace glykoformy s poža-
dovanými vlastnosťami [89,90]. 

Významným parametrom terapeutic-
kých protilátok je ich farmakokinetika. 
V tomto procese je dôležitým mechaniz-
mom najmä ich vychytávanie z obehu. 
Tento dej reguluje ich koncentráciu 
a tým pádom aj samotnú efektivitu tera-
pie. Vychytávanie glykozylovaných pro-
tilátok je sprostredkovaný niekoľkými 
proteínmi viazajúcimi oligosacharidy 
(receptormi). K najvýznamnejším patria 
v pečeni exprimovaný asialoglykoproteí-
nový receptor (asialoglycoprotein recep-
tor –  ASGPR) a manózový receptor (man-
nose receptor  –  ManR)  [91,92]. ASGPR 
rozoznáva terminálnu galaktozyláciu bi-, 
tri- a  tetraantenárnych glykoproteínov, 
zatiaľ čo ManR interaguje s oligomanó-
zovými a hybridnými glykánmi (glykány 
obsahujúce manózové a komplexné an-

(izolovaných z čínskeho škrečka) sú vy-
tvárané glykoformy prirodzene sa vy-
skytujúce na ľudskom IgG  [84]. Myšie 
myelómové bunky (NS0  a  SP2/ 0) však 
dokážu na rozdiel od CHO buniek pridať 
abnormálne sacharidy, ako N-glykolyl-
neuramínuvú kyselinu, ktoré môžu pô-
sobiť imunogénne [85]. Tieto odlišnosti 
v  spektre glykoforiem však nemožno 
brať len ako problém. Myšia myelómová 
bunková línia YB2/ 0 dokáže produkovať 
rekombinantné protilátky s nízkym ob-
sahom core-fukozylácie, čo môže mat 
za následok až 50násobne vyššiu ADCC 
aktivitu oproti produkcii v  CHO bun-
kách [38]. Takisto kvasinky nedokážu vy-
tvárať fukozylované štruktúry, ale zato 
tvoria hlavne vysokomanózové štruk-
túry, ktorých profi l sa líši v závislosti na 
kmeni  [86,87]. Vďaka genetickej modi-
fi kácii dokážu byť pre produkciu tera-
peutických Ig využité aj rastliny, kde boli 
vypnuté enzýmy tvoriace imunogénne 
glykoformy [88]. A tak ako je pre zníže-
nie imunogénnosti nutná humanizá-

nej terapie rastie ponuka efektívnejších 
protilátok ako hlavných zástupcov bio-
logickej liečby využiteľných pre čoraz 
širšie spektrum ochorení, čo podčiarkuje 
aj trend zvyšovania počtu pre terapiu 
schválených protilátok v posledných ro-
koch. V roku 2017 tento počet prvýkrát 
stúpol počet v EÚ a USA na dvojciferné 
číslo (10) [80]. V novembri roku 2018 to 
bolo už 12 protilátok a ďalšie 4 boli v pro-
cese schvaľovania [81]. Glykozylácia ako 
modifi kácia, ktorá významne vplýva na 
kvalitu protilátok, patrí k základným pa-
rametrom, ktoré je nutné analyzovať pri 
vývoji a  produkcii bio similárnych tera-
peutík [82] (tab. 2). 

V mnohých prípadoch je produk-
cia monoklonálnych protilátok pre te-
rapiu z  hľadiska glykozylácie kompli-
kovaná. Ako bolo spomenuté, väčšina 
Fc fragmentov ľudských IgG obsahuje 
komplexné biantenárne G0F, G1F a G2F 
s core-fukozyláciou a stopovými množ-
stvami sialylovaných glykoforiem  [83]. 
Pri produkcii protilátok v CHO bunkách 

Obr. 4. Faktory ovplyvňujúce glykozyláciu protilátok a efekty týchto glykozylácií na štruktúru a funkciu protilátok.

Fab – fragment viazajúci antigén, ADCC – bunková cytotoxicita závislá na protilátkach, ADCP – bunková fagocytóza závislá na protilát-
kach, CDC – cytotoxicita závislá na komplemente
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ale aj modernými nástrojmi terapie zá-
važných ochorení. Glykozylácie protilá-
tok významne vplývajú na ich funkciu 
(obr. 4). Medzi tieto procesy zaraďujeme 
najmä apoptózu, ADCC, ADCP či CDC. 
Obrovské množstvo zložiek, ktoré imu-
nitný systém tvorí, však vytvára spleti-
tosť signálnych dráh, a preto stále nie je 
poznanie ich presnej funkcie v prirodze-
ných i v patologických procesoch dosta-
točne defi nované. Po odhalení funkcií 
jednotlivých glykozylácií či už za fyziolo-
gických alebo patologických podmienok 
bude umožnené navrhovať protilátky 
alebo aj Fc-fúzované preparáty  [108] 
s  glykozyláciami zabezpečujúcimi ešte 
cieľenejšiu a efektívnejšiu terapiu. 
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Výskum ubikvitinácie proteínov v onkológii

Protein Ubiquitination Research in Oncology

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

Súhrn
Východiská: Ubikvitinácia je dôležitá posttranslačná modifi kácia proteínov, ktorá reguluje 
mnoho signalizačných dráh u  eukaryot. Aberantná ubikvitinácia je molekulárnou príčinou 
niektorých onkologických, neurodegeneratívnych, imunitných a kardiovaskulárnych ochorení. 
Rozvoj hmotnostne spektrometrických metód ponúka možnosť kvalitatívnej a kvantitatívnej 
analýzy ubikvitinácie proteínov v bio logickom materiáli onkologických pa cientov. Výskum 
ubikvitinácie môže objasniť molekulárnu príčinu zmeny hladiny niektorých proteínov, ktoré 
vystupujú ako onkogény alebo tumor supresory. Cieľ: Cieľom článku je priblížiť čitateľovi zmy-
sel a dôležitosť ubikvitinácie v niektorých molekulárnych procesoch prebiehajúcich v ľudskom 
tele. Predovšetkým je dôraz kladený na popis zapojenia ubikvitinácie do malígnych procesov. 
Na literárnu rešerš nadväzujeme priblížením procesu hmotnostne spektrometrickej identifi ká-
cie ubikvitinácií prostredníctvom diglycylových zbytkov v sekvencii proteínu CHIP. Predstavu-
jeme identifi káciu ubikvitinácie proteínov metódami tandemovej hmotnostnej spektrometrie, 
proces validácie tandemových hmotnostných spektier a popis časovej závislosti ubikvitinácie 
proteínu CHIP. Záver: Literárna rešerš oboznamuje čitateľa so známymi aberantnými mecha-
nizmami ubikvitinácie u malígnych ochorení. Úspešne vytvorená hmotnostne spektrometrická 
metóda môže slúžiť na identifi káciu pozícií ubikvitinácie v sekvenciách proteínov obsiahnutých 
v lyzátoch nádorového tkaniva.

Kľúčové slová
ubikvitín –  hmotnostná spektrometria –  neoplazmy –  proteín –  proteomika

Summary
Background: Ubiquitination is a vital posttranslational protein modifi cation involved in the 
regulation of many eukaryotic signalling pathways. Aberrant ubiquitin signalling is known 
to be a molecular causality of certain cancer, neurodegenerative, immune system or cardio-
vascular diseases. The recent development of mass spectrometry methods enables qualitative 
and quantitative ubiquitination analysis in biological material from cancer patients. Research 
of ubiquitination may clarify the molecular cause of aberrant changes in the protein level of 
tumour suppressors or oncogenes. Purpose: We aim to explain the meaning and importance of 
ubiquitination in certain molecular processes taking place in the human body. We hereby em-
phasise the connection between ubiquitination and malignant processes. A literature search 
is followed by introducing our mass spectrometry platform intended for ubiquitin identifi ca-
tion via diglycyl remnants in the CHIP protein sequence. The aim is to introduce tandem mass 
spectrometry identifi cation of ubiquitin modifi cation, ubiquitination tandem mass spectra va-
lidation and the time-dependent manner of CHIP ubiquitination to the reader. Conclusion: 
A literature search familiarises the reader with known mechanisms of aberrant ubiquitination in 
malignant diseases. A successfully optimised mass spectrometry platform could serve as a po-
tent tool for determining ubiquitin position in proteins that are a part of real tumour samples.

Key words
ubiquitin –  mass spectrometry –  neoplasms –  proteins –  proteomics
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Úvod

Ubikvitín je krátky polypeptid (8,6 kDa) 
vyskytujúci sa takmer u všetkých euka-
ryo tických organizmov [1]. Väzba ubikvi-
tínu na proteín prebieha procesom 
ubikvitinácie, ktorá bola objavená už za-
čiatkom 80. rokov minulého storočia [2]. 
Popis súvislostí medzi ubikvitináciou 
a proteostázou bol základom pre ďalšie 
objavy, ktoré v roku 2004 vyústili v ude-
lenie Nobelovej ceny Aaronovi Ciecha-
noverovi, Avramovi Hershkovi a Irwinovi 
Rosemu za objasnenie mechanizmu de-
gradácie proteínov ubikvitináciou [3].

Ubikvitinácia je charakteristická pri-
pojením C-konca ubikvitínu kovalent-
nou izopeptidickou väzbou k  ε-amino 
skupine cieľového lyzínového zbytku 
v sekvencii proteínu [4]. Jedná sa o so-
fistikovaný viacstupňový ATP-depen-
dentný proces katalyzovaný troma sku-
pinami enzýmov, E1, E2  a  E3  ligázami. 
V prvom kroku dochádza k tvorbe thio-
-esterovej väzby medzi ubikvitínom 
a enzýmom E1 (ubiquitin activat ing en-
zyme). Tvorba komplexu E1-ubikvitín 
umožňuje tvorbu thio-esterovej väzby 
medzi enzýmom E2 (ubiquitin conjugat-
ing enzyme) a  ubikvitínom. Následne 
je potrebná E3  ubikvitín ligáza, ktorá 
zaručí väzbu ubikvitínu na špecifické 
miesta v sekvencii modifi kovaného pro-
teínu [5]. Špecifi cita ubikvitinácie môže 
byť modulovaná posttranslačnými mo-
difi káciami E2, E3 ubikvitín ligáz. Význam 
ubikvitinácie závisí tiež na posttranslač-
ných modifi káciách samotného ubikvi-
tínu a na umiestnení modifi kácie v sek-
vencii proteínu [6,7], existuje teda akýsi 
„ubikvitínový kód“ [8].

Cieľom nášho výskumu je popis ubikvi-
tínového kódu proteínu CHIP. Vzhľadom 
k  prítomnosti množstva potencionál-
nych ubikvitínačných miest v sekvencii 
CHIP možno predpokladať autoubikvi-
tináciu v  rôznych doménach proteínu 
v  závislosti na stave organizmu. Ana-
lýza ubikvitinácie proteínu CHIP za rôz-
nych podmienok pomôže odhaliť prefe-
renčné miesta ubikvitinácie v sekvencii, 
ktoré môžu súvisieť aj s aktivitou niekto-
rých proteínov zapojených v onkogén-
nych signalizačných dráhach. K výskumu 
ubikvitinácie sme vytvorili metódu tan-
demovej hmotnostnej spektrometrie 
(liquid chromatography tandem-mass 

spectrometry  –  LC-MS/ MS) na identi-
fikáciu diglycylových (GlyGly) zbytkov 
ubikvitínu na lyzínoch a  jej funkčnosť 
sme overili sledovaním autoubikvitiná-
cie E3 ubikvitín ligázy CHIP za rôznych 
podmienok. Skúmali sme aj efekt prí-
davku ATP do reakčnej zmesi a  časový 
priebeh ubikvitinácie proteínu CHIP.

„Ubikvitínový kód“ –  modulácia 

významu ubikvitinácie

K posttranslačnej modifikácii jedinou 
molekulou ubikvitínu dochádza zriedka, 
cieľové proteíny sú väčšinou poly-
ubikvitínované. Ubikvitín môže byť ďalej 
ubikvitínovaný na siedmych zbytkoch ly-
zínu a topológia polyubikvitinácie môže 
vytvárať komplexné vzorce s rôznym vý-
znamom. Aktivita polyubikvitinácie je 
závislá na ich štruktúre a  na množstve 
ubikvitínov  [9]. Najfrekventovanejšia 
je ubikvitinácia na Lys48  predurčujúca 
proteín k degradácii v proteazóme pro-
cesmi proteolýzy. Bolo dokázané, že naj-
menej štyri molekuly ubikvitínu musia 
byť pripojené k lyzínovému zbytku, aby 
bol rozpoznaný 26S proteazómom [10]. 
Polyubikvitinácia na Lys63 aktivuje ne-
proteolytické procesy súvisiace s  inter-
nalizáciou membránových proteínov, 
odozvou imunitného systému, modulá-
ciou aktivity kináz a fosfatáz zapojených 
aj v  procesoch karcinogenézy  [11,12]. 
Významný je popis polyubikvitinácie 
Met1, ktorý spája (lineárnu) polyubikvi-
tináciu s aktiváciou dráhy NF-κB (nuclear 
factor kappa light chain enhancer of ac-
tivated B cells), ktorá rovnako zohráva 
dôležitú úlohu v karcinogenéze [13,14].

Ubikvitinácia v súvislosti 

s karcinogenézou

Ubikvitinácia je úzko spätá s  onko-
logickými ochoreniami, kde zohráva 
duálnu rolu. Deregulácia E2 a E3 ubikvi-
tín ligáz všeobecne významným spô-
sobom prispieva k  aberantnej ubikvi-
tinácii, čo v  mnohých prípadoch vedie 
k iniciácii a k progresii malígnych ocho-
rení  [15]. Medzi E2  ubikvitín ligázy 
so známou úlohou v  kontrole proce-
sov progresie bunečného cyklu patrí 
UBE2N/ UBE2V1 enzým, ktorý katalyzuje 
polyubikvitináciu na Lys63. Aberantná 
polyubikvitinácia na Lys63 spúšťa abe-
rantnú signalizáciu NF-κB, ktorá u  ma-

márneho karcinómu môže viesť k  hy-
peraktivácii zápalu v  makroprostredí 
nádoru [16,17].

E2 ubikvitín ligáza E2-EPF UCP zodpo-
vedá za degradáciu E3  ubikvitín ligázy 
VHL (von Hippel-Lindau), ktorá destabili-
zuje transkripčné faktory zapojené v an-
giogenéze a metastázovaní – vaskulárny 
endotelový rastový faktor (VEGF), mat-
rixové metaloproteinázy (MMP) a hy-
poxia-inducible factor 1 (HIF1)  [18,19]. 
Ďalším dobre popísaným príkladom je 
zapojenie E3  ubikvitín ligázy GP78  do 
metastázovania sarkómov. Knock-
-down GP78 vedie k zníženej ubikvitiná-
cii a akumulácii nádorového supresoru 
KAI1, ktorý navodzuje apoptózu rakovi-
nových buniek a regresiu sarkómov [20]. 
Inhibícia expresie, príp. inhibícia aktivity 
GP78  u  metastatických sarkómov, by 
mohla viesť k  inhibícii metastázovania 
sarkómov do pľúc. 

E3  ubikvitín ligáza HUWE1  reguluje 
bunečnú adhéziu cez proteín TIAM1, 
ktorý sprostredkováva prepojenia medzi 
bunkami. Overexpresia HUWE1  spôso-
buje aberantnú ubikvitináciu a degradá-
ciu proteínu TIAM1, čo zvyšuje invazivitu 
a metastatický potenciál buniek [21].

Carboxyl terminus of Hsc70-

interact ing protein (CHIP)

Proteín CHIP spája chaperónový systém 
s ubikvitín-proteazómovým systémom. 
Skladá sa z  troch tetratricopeptido-
vých domén s chaperónovou funkciou, 
coiled-coil domény a  z  U-box domény 
s E3 ubikvitín ligázovou aktivitou (obr. 1). 
U-box interaguje s  UbcH4/ UbcH5  pro-
teínmi s  E2  ligázovou aktivitou, tým je 
umožnená ubikvitinácia nesprávne zlo-
žených proteínov [22].

CHIP je zapojený do procesov cha-
rakteristických abnormálnou produk-
ciou proteínov, ktoré môžu byť súčas-
ťou onkogénnych signalizačných dráh. 
CHIP má duálnu rolu a  môže vystupo-
vať ako tumor supresor alebo ako on-
kogén. Tumor supresorová funkcia 
proteínu CHIP bola objavená u  mno-
hých nádorov, kde ubikvitinácia onko-
génov ako napr. c-myc, SRC-3, HIF-1α, 
ERBB2, EGFR, a NF-κB vedie k ich down-
-regulácii  [23– 28]. In vivo a  in vitro štú-
diami karcinómu pankreasu bolo doká-
zané, že zvýšenie hladiny proteínu CHIP 
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stratifi kovať onkologických pa cientov na 
základe molekulárnej príčiny ochorenia. 

Materiály a metódy

Ubikvitinačná reakcia

Ubikvitinačná reakcia in vitro bola usku-
točnená v  roztoku zloženom z  27  mM 
Hepes (pH 8,0), 6,5 mM MgCl2, 0,543 mM 
DTT, 3,26 mM ATP (kontrolné vzorky boli 
pripravené bez ATP), 100 nM Ube1 (E1), 
1  μM UbcH5alpha (E2), 3,2  μg CHIP 
s  His-tagom a  2  μg ubikvitínu. Reak-
cia bola uskutočnená v  intervaloch 5, 
20 a 40 min, potom bola zastavená.

Štiepenie proteínov v roztoku

Proteíny boli 5  min sonifikované, ná-
sledne bolo pridaných 2,5  μl 200  mM 
dithiothreitolu a zmes bola kultivovaná 
pri 37 °C počas 1 hod. Alkylácia proteí-
nov bola uskutočnená prídavkom 2,5 μl 
200  mM jodoacetamidu počas 30  min 
pri izbovej teplote v temne. Prebytočný 
jodoacetamid bol odstránený prídav-
kom 2,5  μl 200  mM dithiothreitolu pri 
37  °C, 15  min. Digescia proteínov na 
peptidy prebehla za účasti trypsínu (Pro-
mega, USA), ktorý bol pridaný v pomere 
1  : 100 (enzým : proteín). Proteolytické 
štiepenie prebiehalo pri 37  °C cez noc. 
Vzorky boli odsolené podľa Bouchala 
et al [43].

Parametre LC-MS/ MS merania 

proteínových digestov

LC-MS/  MS analýza bola uskutoč-
nená postupom inšpirovaným Faktor 
et al [44]. V skratke, peptidy boli separo-
vané na kvapalinovom chromatografe 
Eksigent ekspert™ nanoLC 400  (SCIEX, 
USA), ktorý bol priamo spojený s  MS 
systémom TripleTOF 5600+ (SCIEX, 

Identifikácia ubikvitínovaných pep-
tidov/ proteínov je však pomerne kom-
plikovaná kvôli ich nízkemu zastúpeniu 
vo vzorke. Dôvodom je rýchla degradá-
cia ubikvitínovaných proteínov a nízka 
stechiometria modifikácie. Robustná 
platforma na LC-MS/ MS identifi káciu en-
dogénnej ubikvitinácie by mala obsa-
hovať techniku špecifi cky obohacujúcu 
vzorku o  peptidy nesúce GlyGly zby-
tok po proteolytickej digescii. Úspeš-
nosť identifi kácie ubikvitínačných miest 
sa všeobecne zlepšila po komercionali-
zácii protilátok špecifi ckých proti GlyGly 
zbytkom na lyzínoch. Imunochemickým 
obohatením vzorky o GlyGly modifi ko-
vané peptidy možno izolovať a  iden-
tifikovať ubikvitínačné miesta v  bio-
logických vzorkách ako napr. bunečný 
lyzát alebo tkanivový lyzát [37,38]. Alter-
natívne možno použiť protilátky špeci-
fi cké proti intaktnému ubikvitínu alebo 
ubikvitín značený afi nitnými značkami 
ako napr. hemagglutinín (HA), polyhisti-
dín (His6) alebo glutathion S transferáza 
(GST) [39– 42]. Týmito spôsobmi možno 
obohatiť vzorku o ubikvitínované prote-
íny ešte pred zahájením proteolytického 
štiepenia [39].

K dokonalejšiemu popisu úlohy 
ubikvitinácie môže prispieť aj rozvoj 
hmotnostne spektrometrických metód 
umožňujúcich kvantifi káciu proteínov. 
Dá sa predpokladať, že kvantitatívne 
metódy hmotnostnej spektrometrie 
môžu určiť kvantitu ubikvitínovaného 
proteínu/ peptidu, čo by umožnilo dyna-
micky sledovať vývoj zmeny modifi kácie 
v čase, príp. medzi dvoma stavmi (tumor 
vs. zdravá kontrola). Týmto spôsobom 
možno dynamicky popísať molekulárnu 
príčinu onkologického ochorenia, príp. 

vedie k inhibícii metastázovania a rastu 
nádoru, zatiaľ čo knock-down prote-
ínu CHIP spôsobuje metastatický zvrat. 
Ďalej bolo dokázané, že CHIP ubikviti-
náciou znižuje hladinu EGFR, čím inhi-
buje aberantné dráhy zapojené v  ma-
lígnych procesoch  [27]. U  neskorých 
štádií kolorektálneho karcinómu je pro-
mótor proteínu CHIP hypermetylovaný, 
čo prispieva k jeho významnej downre-
gulácii a zvýšenej aktivite NF-κB signali-
zácie [28]. Ďalej CHIP v úlohe tumor sup-
resoru môže inhibovať IL8  indukovanú 
angiogenézu prostredníctvom ubikviti-
nácie NF-κB/ p65 [29].

Na druhej strane viaceré publikácie 
popisujú zapojenie proteínu CHIP v de-
gradácii tumor supresorových proteínov. 
CHIP teda možno považovať aj za onko-
gén. Tumor supresorový proteín FOXO 
indukovaný proteínom TNFα podlieha 
degradácii ubikvitináciou sprostredko-
vanou proteínom CHIP [30]. CHIP je za-
pojený aj do regulácie tumor supreso-
rov spojených s apoptózou, medzi ktoré 
patrí hlavne p53, AIF a  IRF-1  [31– 33]. 
Úloha proteínu CHIP v onkogénnej sig-
nalizácii je komplikovaná a  závisí na 
mnohých aspektoch. CHIP má vplyv na 
rôzne substráty, ale ich preferencia nie 
je dostatočne popísaná. Analýza ubikvi-
tinácie proteínu CHIP za rôznych pod-
mienok môže objasniť mechanizmy jeho 
účinku vplývajúce na stabilitu proteínov 
zapojených v  onkogénnych signalizač-
ných dráhach.

Analýza ubikvitinácie 

hmotnostnou spektrometriou

V súčasnej dobe nachádzajú vo výskume 
ubikvitinácie veľmi dobré uplatnenie 
metódy hmotnostnej spektrometrie 
a imunochemické metódy, ktoré možno 
spolu kombinovať [34,35]. Hmotnostne 
spektrometrická analýza vychádza 
z predpokladu, že trypsín počas proteo-
mickej prípravy vzorky neštiepi proteí-
novú sekvenciu v pozícii lyzínu modifi -
kovaného ubikvitínom. V  peptidovom 
digeste teda získavame tryptické pep-
tidy s vynechaným štiepnym miestom za 
lyzínmi nesúcimi GlyGly pochádzajúcim 
z ubikvitínu. Metódou LC-MS/ MS možno 
určiť pozíciu ubikvitinácie v reťazci pep-
tidu/ proteínu a z výsledku možno pred-
pokladať aj jej bio logickú úlohu [36].

Obr. 1. Funkčné domény proteínu CHIP. Proteín CHIP sa skladá z troch TPR domén, 

z  coiled-coil domény a  z  U-box domény. TPR domény majú chaperónovú funkciu 

a U-box doména má E3 ubikvitín ligázovú aktivitu. Proteín CHIP spája E3 ubikvitín ligá-

zovú aktivitu s chaperónou aktivitou.

TPR – tetratricopeptidová doména

TPR TPR

chaperónová aktivita

TPR domény

E3 ubikvitín ligázová 

aktivita

TPR coiled-coil doména U-box doména
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intenzita prekurzorového iónu bola na-
stavená na hodnotu 50 cps (counts per 
second) a čas exklúzie na hodnotu 12 s. 
Akumulačný čas prekurzorového iónu 
bol 100 ms.

Analýza LC-MS/ MS dát

Analýza LC-MS/ MS dát prebehla v pro-
grame ProteinPilot 4.5 (SCIEX, Canada). 
Parametre prehľadávania boli nasta-
vené nasledovne: proteáza  –  trypsín, 
fixné modifikácie  –  karbamidomethyl 
na cysteíne, prehľadávanie s  dôrazom 
na identifikáciu ubikvitinácie, prehľa-
dávacia databáza  –  Uniprot+Swissprot 

mobilnej fázy lineárne stúpal na 40  % 
B počas 120 min a v nasledujúcich 5 min 
vzrástol až na 80 % B, na hodnote 80 % 
B zostal počas 5 min následne podiel mo-
bilnej fázy B lineárne klesal na 5 % počas 
2 min. Podiel mobilnej fázy B zostal na 
hodnote 2 % počas ďalších 28 min.

Hmotnostný spektrometer Triple-
TOF 5600+ pracoval v dáta dependent-
nom móde. TOF-MS spektrum (aku-
mulačný čas 250  ms) bolo zmerané 
v každom cykle nasledované fragmen-
táciou 20 najintenzívnejších prekurzoro-
vých iónov a ukončené zmeraním spek-
tier ich produktových iónov. Minimálna 

Canada). Peptidy boli zachytené a  od-
solené na trap kolóne μ-precolumn, 
30 μm i.d., 5 mm dĺžka, C18 PepMap 100, 
5 μm veľkosť častíc, 100 Å veľkosť pórov 
(Thermo Scientifi c, USA). Následne boli 
peptidy eluované na analytickú emite-
rovú kolónu 75 μm × 250 mm PicoFrit® 
(New Objective, USA) s náplňou Pronto-
SIL 120-3-C18 AQ, 3 μm častice (Bischoff , 
Nemecko). Mobilná fáza A bola zložená 
z  0,1  %  (v/ v) kyseliny mravčej v  H2O 
a  mobilná fáza B z  0,1  %  (v/ v) kyseliny 
mravčej v  acetonitrile. Elúcia z  analy-
tickej kolóny začínala na 5 % mobilnej 
fázy B počas 30 min. Percentuálny podiel 
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A. MS/MS spektrum ubikvitínovanovaného peptidu SPSAQELK[UGG]EQGNR pokrývajúceho sekvenciu proteínu CHIP.
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B. MS/MS spektrum falošne pozitívneho ubikvitínovaneho peptidu ALC[CAM]YLK[UGG]MQQHEQALADC[CAM]R pokrývajúceho 
sekvenciu proteínu CHIP.
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Obr. 2. Fragmentačné spektrum peptidu SPSAQELK[UGG]EQGNR (A) a fragmentačné spektrum peptidu ALC[CAM]YLK[UGG]MQQHE-

QALADC[CAM]R (B) so zvýraznenými produktovými iónami potvrdzujúcimi prítomnosť GlyGly modifi kácie na lyzíne. Fragmentačné 

spektrum A naznačuje, že Lys8 nesie GlyGly zbytok ubikvitínu. V produktových iónoch y6–y12 dochádza k charakteristickému po-

sunu m/z o +114 Da (GlyGly zbytok). Rovnaký posun m/z možno sledovať aj v b sérii produktových iónov (b8–b12) indikujúci prí-

tomnosť GlyGly zbytku ubikvitínu. Fragmentačné spektrum B obsahuje len jeden produktový ión potvrdzujúci modifi káciu GlyGly. 

Ubikvitinácia peptidu ALC[CAM]YLK[UGG]MQQHEQALADC[CAM]R nebola potvrdená, keďže jediný charakteristický produktový ión 

s posunom +114 Da môže pochádzať z iného kofragmentovaného prekurzorového iónu.

MS/MS – tandemová hmotnostná spektrometria, CPS – counts per second
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barický s  peptidmi s  inou sekvenciou. 
Dobrým príkladom je izobarický pep-
tid, ktorý miesto GlyGly modifi kácie má 
aminokyseliny GlyGly zaradené priamo 
v peptidovej sekvencii za alebo pred ly-
zínom. Existencia ubikvitinácie na pep-
tidoch s nízkym počtom produktových 
iónov potvrdzujúcich GlyGly modifi káciu 
nemusí byť reálna a  ich identifi kácia je 
teda pravdepodobne falošne pozitívna. 
Ako reprezentatívny príklad uvádzame 
dva peptidy s  rovnakou peptidovou 
konfi denciou (pep. konfi dencia = 99 %) 
nesúce GlyGly zbytky na lyzíne (obr. 3A, 
3B). V obr. 3A a 3B sú u oboch peptidov 
(SPSAQELK[UGG]EQGNR a ALC[CAM]YL-
K[UGG]MQQHEQALADC[CAM]R) zele-
nou farbou vyznačené m/ z spoľahlivo 
identifikovaných produktových iónov 
z MS/ MS spektier a zároveň v obr. 2A a 
2B sú tieto produktové ióny zvýraznené 

ných peptidov. LC-MS/ MS analýza odha-
lila ubikvitináciu aj na ďalších lyzínoch 
a dá sa predpokladať, že niektoré identi-
fi kácie budú falošne pozitívne (obr. 2B). 
K  filtrácii potenciálne pozitívne faloš-
ných priradení GlyGly modifikácie vý-
znamne prispelo zaradenie validačného 
kroku do nášho postupu identifiká-
cie ubikvitinácií. Validačný krok spočíva 
v kontrole fragmentačných spektier mo-
difi kovaných peptidov. Pri validácii spek-
tier sa zameriavame na počet produkto-
vých iónov so zbytkom GlyGly (+114 Da) 
na lyzíne. Ukázalo sa, že niektoré pep-
tidy identifikované s  vysokou hodno-
tou peptidovej konfi dencie (pep. kon-
fi dencia  >  99  %) nesúce GlyGly zbytok 
obsahujú vo fragmentačnom spektre 
len niekoľko produktových iónov mo-
difi kovaných GlyGly zbytkom na lyzíne. 
Ich prekurzorový peptid môže byť izo-

(ver. 2) Homo sapiens. Analýza FDR (false 
discovery rate) prebehla proti obrátenej 
databáze.

Výsledky analýzy LC-MS/ MS dát

Analýzou LC-MS/ MS dát bolo identifi-
kovaných 142 unikátnych peptidov po-
krývajúcich sekvenciu proteínu CHIP 
z 99,7 %. Obr. 2A znázorňuje fragmen-
tačné spektrum jedného z ubikvitínova-
ných peptidov SPSAQELK[UGG]EQGNR, 
ktorý sa podarilo identifi kovať v  reakč-
nej zmesi proteínu CHIP s ATP po inkubá-
cii ubikvitínačnej reakcie počas 20 min. 
Peptid nesie charakteristické vynechané 
štiepne miesto za lyzínom modifi kova-
ným ubikvitínom. Na lyzíne je identifi -
kovaný charakteristický GlyGly zbytok 
na Lys8  vzniknutý tryptickým štiepe-
ním ubikvitínu. Tento peptid nie je však 
jediný z  identifi kovaných ubikvitínova-

Obr. 3. Zoznamy produktových iónov reprezentujúcich dva vybrané peptidy z proteínu CHIP nesúce GlyGly zbytok. Na základe 
identifi kácie prehľadávacím algoritmom ProteinPilot 4.5.0.0. bola obom peptidom pridelená vysoká peptidová konfi dencia (pep. 
konfi dencia > 99 %). Zelenou farbou sú vyznačené produktové ióny spoľahlivo identifi kované v fragmentačnom spektre tandemo-
vej hmotnostnej spektrometrie. Červenou farbou sú podčiarknuté iba produktové ióny, ktoré potvrdzujú GlyGly zbytok v peptide 
a zahrňujú charakteristický posun m/z o 114 Da (zbytok GlyGly). 

A. Peptid SPSAQELK[UGG]EQGNR s 21 produktovými iónmi 
potvrdzujúcimi prítomnosť GlyGly zbytku na Lys 8. 

B. Peptid ALC[CAM]YLK[UGG]MQQHEQALADC[CAM]R 
s jedným produktovým iónom potvrdzujúcim prítom-
nosť GlyGly zbytku na Lys 6. Z tabulky je zrejmé, že pep-
tidová konfi dencia nerefl ektuje pravdepodobnosť prítom-
nosti GlyGly zbytku v sekvencii peptidu, a že fragmentačné 
spektrá modifi kovaných peptidov je nutné po identifi kácii 
skontrolovať.



VÝSKUM UBIKVITINÁCIE PROTEÍNOV V ONKOLÓGII

Klin Onkol 2019; 32 (Suppl 3): 3S56–3S 64 3S61

strátovou špecifi citou. Avšak z hľadiska 
zapojenia ubikvitinácie a ubikvitín ligáz 
v onkogenéze je stále mnoho neprebá-
daných malígnych procesov, ktoré uni-
kajú pozornosti výskumníkov a lekárov. 
Práve zapojenie „-omics“ metód môže 
ponúknuť bližší náhľad na tieto pro-
cesy. Tvorba hmotnostne spektrometric-
kej metódy na popis ubikvitinácie nám 
umožnila skúmať ubikvitináciu na špe-
cifi ckých miestach v sekvencii proteínu. 
Lokalizácia pozície ubikvitinácie v  sek-
vencii proteínu je významná pre poro-
zumenie jej bio logickej úlohe  [46– 48]. 
Na proteíne CHIP sa nám podarilo 
identifikovať ubikvitináciu (pozn. Gly-
Gly zbytok) na viacerých lyzínoch. 
Auto ubikvitinácia proteínu CHIP iden-
tifi kovaná na Lys22 bola už v minulosti 
popísaná v publikácii od Graf et al  [49] 
podobne ako aj ubikvitinácia na Lys30, 
Lys125, Lys221 a Lys255 v publikáciách 
od Lumpkin et al a Akimov et al [50,51]. 
Ubikvitinácia na Lys4, Lys7, Lys41, 
Lys223 a Lys234 nebola doposiaľ popí-
saná, treba však podotknúť, že ubikvi-
tináciu v  týchto pozíciách sa podarilo 

cie lyzínov po pridaní ATP do reakčnej 
zmesi. Pokračovali sme výskumom dy-
namiky priebehu ubikvitínačnej reak-
cie v  prítomnosti ATP v  intervaloch 5, 
20 a 40 min od započatia ubikvitínačnej 
reakcie. Z  obr.  5A– C je jasný postupný 
nárast ubikvitinácie lyzínov s časom. 

Diskusia

Literárna rešerš jasne naznačuje, že 
ubikvitinácia je sofi stikovaným nástro-
jom regulácie proteostázy a má mnoho 
významov. Regulácia hladiny prote-
ínu ubikvitináciou má duálny charak-
ter a zohráva úlohu v mnohých nádoro-
vých ochoreniach. Zdá sa, že pozornosti 
neuniká ani možnosť cielenia liečebných 
postupov na ubikvitín ligázy a deubikvi-
tínačné enzýmy. V  súčasnosti už bolo 
objavených niekoľko molekúl zasahujú-
cich do procesu ubikvitinácie s  cieľom 
zastaviť malígne procesy, no ich využi-
tie ešte stále nie je zavedené do klinic-
kej praxe [45]. Ukazuje sa, že E3 ubikvi-
tín ligázy majú najväčší potenciál pre 
tvorbu cielených terapeutických postu-
pov, nakoľko sa vyznačujú vysokou sub-

priamo v MS/ MS spektre. Z obr. 2B a 3B 
vyplýva, že GlyGly zbytok na Lys6 v pep-
tide ALC[CAM]YLK[UGG]MQQHEQA-
LADC[CAM]R potvrdzuje len jeden pro-
duktový ión (obr. 2B, 3B), zatiaľčo pri 
peptide SPSAQELK[UGG]EQGNR (obr. 
2A, 3A) zaznamenávame až 21 produk-
tových iónov s charakteristickým posu-
nom o 114 Da (GlyGly zbytok) potvrdzu-
júcim ubikvitináciu na Lys8. Z obr. 2A, 2B 
a 3A, 3B je zrejmé, že pravdepodobnosť 
správnej identifi kácie GlyGly zbytku ly-
zínu je odlišná u oboch peptidov a nesú-
visí s peptidovou konfi denciou. Z tohto 
dôvodu doporučujeme pri identifi kácii 
ubikvitinácie dôkladne prekontrolovať 
fragmentačné spektrá peptidov.

Overenie funkčnosti postupu identi-
fi kácie ubikvitinácie sme skúmali aj po-
stupom vyplývajúcim z  ATP-depen-
dentnej podstaty reakcie. Množstvo 
ubikvitínovaných lyzínov sme sledo-
vali v prítomnosti a v neprítomnosti ATP 
v  reakčnej zmesi. Výsledky LC-MS/ MS 
analýz v oboch podmienkach sú zhrnuté 
v obr. 4A a 4B. Dáta jasne poukazujú na 
to, že dochádza k  nárastu ubikvitiná-

B

CHIP bez ATP 

MKGKEEKEGGARLGAGGGSPEKSPSAQELKEQGNRLFVGRKYPEAAACYGRAITRNPLVAVYYTNRALCYLKM
QQHEQALADCRRALELDGQSVKAHFFLGQCQLEMESYDEAIANLQRAYSLAKEQRLNFGDDIPSALRIAKKKR
WNSIEERRIHQESELHSYLSRLIAAERERELEECQRNHEGDEDDSHVRAQQACIEAKHDKYMADMDELFSQVD
EKRKKRDIPDYLCGKISFELMREPCITPSGITYDRKDIEEHLQRVGHFDPVTRSPLTQEQLIPNLAMKEVIDA
FISENGWVEDY

CHIP + 3,26 mM ATP 

MKGKEEKEGGARLGAGGGSPEKSPSAQELKEQGNRLFVGRKYPEAAACYGRAITRNPLVAVYYTNRALCYLKM
QQHEQALADCRRALELDGQSVKAHFFLGQCQLEMESYDEAIANLQRAYSLAKEQRLNFGDDIPSALRIAKKKR
WNSIEERRIHQESELHSYLSRLIAAERERELEECQRNHEGDEDDSHVRAQQACIEAKHDKYMADMDELFSQVD
EKRKKRDIPDYLCGKISFELMREPCITPSGITYDRKDIEEHLQRVGHFDPVTRSPLTQEQLIPNLAMKEVIDA
FISENGWVEDY

A

Obr. 4. Na obrázku je červenou farbou zvýraznená ubikvitinácia lyzínov v sekvencii CHIP-u s prídavkom (1B) a bez prídavku ATP (1A) 

do ubikvitínačnej reakčnej zmesi. Peptidy s vysokou konfi denciou (pep. konfi dencia > 95 %) sú znázornené zelenou farbou, peptidy 

so stredne vysokou konfi denciou (pep. konfi dencia ≤ 95 % a > 50 %) sú znázornené oranžovou farbou, nízko konfi dentné peptidy 

(pep. konfi dencia ≤ 50 %) sú znázornené červenou farbou a neidentifi kované peptidy sivou farbou písma. CHIP je jednoznačne viac 

ubikvitínovaný v prítomnosti ATP, zatiaľ čo v neprítomnosti ATP k ubikvitinácii nedochádza.

ATP – adenozíntrifosfát
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bovoľnej modifi kácie peptidov alebo na 
odfi ltrovanie falošne pozitívnych iden-
tifi kácií modifi kovaných peptidov. Ne-
výhodou je časová náročnosť postupu 
a teda aplikácia v komplexných peptido-
vých vzorkách (digest tkaniva, modelo-
vých bunečných línií) je limitovaná.

Presná znalosť pozície ubikvitiná-
cie nemusí byť dostačujúca pre výskum 
priebehu bio logického procesu. Ná-
hľad na dynamiku čiastočne poskytuje 
sledovanie vývoja ubikvitinácie v čase. 
Schopnosť sledovania zmeny počtu 
ubikvitinácií lyzínov v čase sme úspešne 
demonštrovali na proteíne CHIP. S predl-
žujúcim sa časom inkubácie ubikvitínač-
nej reakcie sa postupne zvyšoval počet 
ubikvitínovaných lyzínov. Sledovanie 
ubikvitinácie v čase prispelo k objavu ly-

cia > 95 %), kde sa LC-MS/ MS spektrum 
GlyGly modifi kovaného a nemodifi kova-
ného peptidu líši len v jednom fragmen-
tovom ióne. Dobrým príkladom je iden-
tifikovaný peptid ALC[CAM]YLK[UGG]
MQQHEQALADC[CAM]R, u  ktorého nie 
je možné s dostatočnou určitosťou po-
tvrdiť prítomnosť GlyGly modifikácie 
(+114 Da) na lyzíne. Prítomnosť modifi -
kácie potvrdzuje len jeden fragmentový 
ión obr. 2B a 3B, ktorý môže pochádzať 
z iného ko-fragmentovaného prekurzo-
rového iónu.

Aplikáciou pravidiel manuálnej kon-
troly sa nám podarilo rozlíšiť dva peptidy 
so zdanlivo identickou pravdepodob-
nosťou prítomnosti GlyGly zbytku v sek-
vencii. Zavedený postup odporúčame 
aplikovať na potvrdenie prítomnosti ľu-

identifi kovať vo vzorkách pripravených 
ubikvitínačnou reakciou in vitro. Z bio-
logického hľadiska by bolo zaujímavé 
zistiť, či sa obdobná ubikvitinácia vysky-
tuje in vivo, a určiť jej zmysel.

Defi nícia pravidiel manuálnej kontroly 
peptidových LC-MS/ MS spektier na po-
tvrdenie prítomnosti GlyGly zbytku bola 
kľúčová pre overenie správnosti identi-
fi kácie ubikvitínovaných peptidov. Pep-
tidová konfi dencia priamo súvisí s kva-
litou fragmentačného spektra peptidu, 
avšak ukázalo sa, že prehľadávací algo-
ritmus v  tejto hodnote nezohľadňuje 
pravdepodobnosť správnej identifi kácie 
GlyGly zbytku. V analýzach ubikvitínomu 
teda môže dochádzať k  identifi kácii fa-
lošne pozitívnych peptidov s  vyso-
kou konfi denciou (peptidová konfi den-
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načnej reakčnej zmesi. Z obrázku 2A–C je zjavný nárast ubikvitinácie s postupom času.

ATP – adenozíntrifosfát

CHIP + 3,26 mM ATP, 5 min 

MKGKEEKEGGARLGAGGGSPEKSPSAQELKEQGNRLFVGRKYPEAAACYGRAITRNPLVAVYYTNRALCYLKM
QQHEQALADCRRALELDGQSVKAHFFLGQCQLEMESYDEAIANLQRAYSLAKEQRLNFGDDIPSALRIAKKKR
WNSIEERRIHQESELHSYLSRLIAAERERELEECQRNHEGDEDDSHVRAQQACIEAKHDKYMADMDELFSQVD
EKRKKRDIPDYLCGKISFELMREPCITPSGITYDRKDIEEHLQRVGHFDPVTRSPLTQEQLIPNLAMKEVIDA
FISENGWVEDY

A

CHIP + 3,26 mM ATP, 20 min 

MKGKEEKEGGARLGAGGGSPEKSPSAQELKEQGNRLFVGRKYPEAAACYGRAITRNPLVAVYYTNRALCYLKM
QQHEQALADCRRALELDGQSVKAHFFLGQCQLEMESYDEAIANLQRAYSLAKEQRLNFGDDIPSALRIAKKKR
WNSIEERRIHQESELHSYLSRLIAAERERELEECQRNHEGDEDDSHVRAQQACIEAKHDKYMADMDELFSQVD
EKRKKRDIPDYLCGKISFELMREPCITPSGITYDRKDIEEHLQRVGHFDPVTRSPLTQEQLIPNLAMKEVIDA
FISENGWVEDY

B

CHIP + 3,26 mM ATP, 45 min 

MKGKEEKEGGARLGAGGGSPEKSPSAQELKEQGNRLFVGRKYPEAAACYGRAITRNPLVAVYYTNRALCYLKM
QQHEQALADCRRALELDGQSVKAHFFLGQCQLEMESYDEAIANLQRAYSLAKEQRLNFGDDIPSALRIAKKKR
WNSIEERRIHQESELHSYLSRLIAAERERELEECQRNHEGDEDDSHVRAQQACIEAKHDKYMADMDELFSQVD
EKRKKRDIPDYLCGKISFELMREPCITPSGITYDRKDIEEHLQRVGHFDPVTRSPLTQEQLIPNLAMKEVIDA
FISENGWVEDY
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PŘEHLED

Dlouhé nekódující RNA – současné možnosti 

detekce a využití v klinické praxi

Long Non-Coding RNAs – Current Methods of Detection 
and Clinical Applications

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

Souhrn
Východiska: Dlouhé nekódující RNA (long non-coding RNA – lncRNA) jsou RNA molekuly 
o délce větší než 200 nukleotidů, které ovlivňují řadu fyziologických funkcí a mají významnou 
regulační roli v buňkách. Jejich hladiny jsou často změněny u různých malignit, a představují 
tak slibný bio marker pro dia gnostiku, prognózu nebo rekurenci nádorových onemocnění. 
Díky důležitosti těchto molekul výrazně roste i počet publikací na toto téma. Mezi nejčastěji 
studované lncRNA patří např. HOTAIR, MALAT1 a PCA3. Cíl: V současné době jsou vyvíjeny 
různé metody pro analýzu či detekci lncRNA, obvykle založené na optických metodách pro 
detekci mediátorové RNA (mRNA), např. polymerázová řetězová reakce s reverzní transkripcí, 
fl uorescenční in situ hybridizace nebo sekvenování nové generace. Je však potřeba dbát na 
rozdíly ve struktuře mRNA a lncRNA. V této práci popisujeme nejenom standardní metody, ale 
i nové přístupy pro detekci lncRNA zahrnující např. chemiluminescenční a elektrochemické 
techniky. Závěr: I  navzdory pokrokům a  velkému množství publikovaných prací existuje 
pouze jeden schválený dia gnostický test založený na detekci lncRNA, a to PCA3 test pro dia-
gnostiku karcinomu prostaty analýzou moči. Ostatní jsou v současnosti pouze ve fázi vývoje 
a bude potřeba je validovat. Dia gnostika založená na lncRNA i tak skýtá obrovský potenciál, 
a je proto velmi pravděpodobné, že se v blízké době objeví další dia gnostické testy cílící na jiné 
typy lncRNA.

Klíčová slova
dlouhá nekódující RNA – nádorové bio markery – karcinogeneze – bio senzory

Summary
Background: Long non-coding RNAs (lncRNA) are more than 200-nucleotide-long RNA mole-
cules that aff ect multiple physiologic phenomena and have important regulatory functions 
in cells. Their levels are often altered in various malignancies, thus they represent a potential 
biomarker for the diagnostics, prognosis or recurrence of cancer. Their importance has recently 
led to an enormous increase in a number of publications on the subject. The most frequently 
studied lncRNAs are HOTAIR, MALAT1 and PCA3. Aim: Numerous methods are currently being 
developed for the analysis or detection of lncRNA. They are mostly based on optical methods 
used for the detection of messenger RNAs, including polymerase chain reaction with reverse 
transcription, fl uorescence in situ hybridisation or next-generation sequencing, but caution 
must be taken due to their structural diff erences. Here, we describe not only standard but also 
novel techniques for lncRNA detection, including chemiluminescent and electrochemical tech-
niques. Conclusion: Despite the great progress and plethora of papers on this topic, there is 
only one single approved lncRNA-based diagnostic test, a PCA3 test for the diagnosis of pro-
state cancer from the patient’s urine. All other tests are only in their research phase and need 
to be validated. Nevertheless, lncRNA diagnostics off er enormous potential and thus it is highly 
probable that other diagnostic tests on diff erent lncRNA types will soon appear.

Key words
long non-coding RNA – tumor bio markers – carcinogenesis – bio sensing techniques
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Úvod 

I když pouze 2 % lidského genomu tvoří 
geny kódující proteiny, velká většina ge-
nomu (> 70  %) je transkripčně aktivní, 
dávající vznik různým formám tzv. nekó-
dujících RNA s významnými regulačními 
funkcemi [1,2]. Mezi ně patří krátké ne-
kódující RNA o délce menší než 200 nuk-
leotidů (nt, obvykle kolem 20–30 nt), ze-
jména mikroRNA, malé interferující RNA 
nebo Piwi-interagující RNA a též rozsáhlá 
skupina tzv. dlouhých nekódujících RNA 
(long non-coding RNA – lncRNA) o délce 
větší než 200 nt (často až 100 000 nt). Dle 
NONCODE databáze [3] se v lidském ge-
nomu nachází více než 96 000 genů pro 
lncRNA a až 172 000 transkriptů těchto 
genů; naopak LNCipedia  [4] udává 
střízlivější odhad, zaokrouhlený na cca 
55  000  genů  [5]. Tyto geny se nachá-
zejí v  různých oblastech genomu, a  to 
jak v nekódujících regionech, tak i v int-
ronech genů kódujících proteiny. Navíc 
mohou být přepisovány nejenom ze stej-
ného řetězce jako protein-kódující geny 
(tzv. „sense“ transkripty), ale i z řetězce 
opačného („antisense“ transkripty), či 
dokonce mohou sdílet promotor s pro-
tein-kódujícím genem v  opačném ře-
tězci (divergentní lncRNA). Transkripty 
lncRNA jsou obvykle generovány RNA 
polymerázou  II, obdobně jako mRNA 
mají většinou na 5’-konci metylguanozi-
novou čepičku, na 3’-konci poly(A) konec 
a podstupují sestřih. Na rozdíl od mRNA 
ovšem postrádají otevřený čtecí rámec, 
takže nemohou být překládány do 
proteinů.

Geny kódující lncRNA jsou často po-
jmenovány dle sousedících protein-kó-
dujících genů  [6]. Jejich klasifikace je 
relativně složitá, dají se dělit např. dle 
umístění v  genomu, způsobu aktivace 
nebo dle mechanizmu účinku. Hlavní 
třídy lncRNA, detailněji popsané v pře-
hledném článku Šány et al  [7], jsou mj. 
mezigenové lncRNA (umístěné mezi 
dvěma geny), intronové lncRNA (umís-
těné uvnitř intronů genů), lncRNA aso-
ciované s telomerami nebo pseudogeny 
(kopie genů neschopné kódovat pro-
teiny). I když funkce většiny lncRNA tran-
skriptů nejsou známy, lze obecně říci, že 
jejich úloha spočívá v  regulaci genové 
exprese, modulaci proteinové aktivity 
či remodelaci chromatinu, příp. slouží 
jako prekurzory krátkých nekódujících 
RNA nebo jsou součástí systému jejich 
umlčení  [8]. Obr. 1  naznačuje, že me-
chanizmus účinku lncRNA je závislý na 
vazbě na DNA, RNA nebo protein. Vzhle-
dem k jejich roli při regulaci genové ex-
prese není překvapivé, že při patogen-
ních stavech jsou pozorovány změny 
jejich hladin, které mohou být deteko-
vatelné dříve než viditelné morfologické 
změny. Tato skutečnost dělá z  lncRNA 
ideální kandidáty nejen na bio markery 
nádorových onemocnění [1,7,9–11], ale 
např. i  kardiovaskulárních chorob  [12] 
nebo Alzheimerovy choroby  [13]. Díky 
důležitosti těchto molekul tak roste 
i  počet publikací na toto téma; jenom 
v roce 2018 jich bylo přes 4 000 (graf 1). 
Bližší informace o  funkci, klasifikaci 
nebo struktuře několika hlavních skupin 

lncRNA je možné najít v  článcích pu-
blikovaných v  dřívějších ročnících Kli-
nické onkologie [7,9]; v tomto článku se 
chceme zaměřit především na nejno-
vější poznatky v oblasti metod detekce 
a jejich aplikace do klinické praxe. 

Role lncRNA v karcinogenezi 

a její aplikace do klinické 

dia gnostiky

Dnes už není pochyb o  tom, že dere-
gulace lncRNA je implikována v  růz-
ných patologických stavech a může vést 
až k  maligní transformaci buněk. Role 
lncRNA přitom byla prokázána v  pod-
statě u  všech charakteristických znaků 
rakoviny (hallmarks of cancer) defi no-
vaných ve dvou dnes již legendárních 
článcích Hanahana et al [14,15]. Ně kte ré 
konkrétní lncRNA a jejich asociace s tě-
mito znaky jsou blíže popsány v tab. 1. 
Jde např. o  aktivaci proliferačních sig-
nálních drah, deregulaci nádorových 
supresorových drah nebo o  účast při 
metastazování [11,16]. 

Jednou z nejvíce studovaných lncRNA 
je HOTAIR (HOX antisense intergenic 
RNA). Tato lncRNA s  délkou cca 2,2  kb 
reguluje dynamiku chromatinu a ovliv-
ňuje transkripci jiných genů vazbou na 
histon metylázu PRC2 a histon demety-
lázu LSD1  [17,18]. Množství studií pro-
kázalo deregulaci HOTAIR v  desítkách 
nádorů, vč. nádorů prsu  [19], tlustého 
střeva  [20], slinivky břišní  [21], vaječ-
níků  [22] nebo prostaty  [23]. U nádorů 
tlustého střeva korelovala zvýšená hla-
dina HOTAIR nejenom s  progresí one-

Obr. 1. Tři různé mechanizmy působení lncRNA. Jedná se o interakce s: A) chromatinem (DNA), kdy dochází k remodelaci chroma-

tinu po vazbě lncRNA; B) různými proteiny, kde lncRNA může modulovat protein-proteinové interakce; nebo C) mRNA, kde dochází 

k narušení translace.

lncRNA – dlouhé nekódující RNA, mRNA – mediátorová RNA
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Nicméně data z  nedávné studie pro-
vedené na myších modelech nazna-
čila, že v  prsních nádorových buňkách 
má MALAT1  opačný, tj. potlačující úči-
nek na vznik metastáz, a autoři tak na-
vrhují zpřesnění zažitého modelu de-
finující MALAT1  jako prometastatické 
lncRNA [38]. 

Další efekt lncRNA je možné pozoro-
vat na úrovni telomer, a to prostřednic-
tvím tzv. TERRA (telomere repeat-con-
taining RNA) molekul, které obsahují 
telomerové repetice UUAGGG na svém 
3’-konci a  podílejí se na regulaci telo-
merové homeostázy  [39]. Vzhledem 
k tomu, že až 85 % lidských nádorů pře-

geny [30]. MALAT1 je vysoce konzervo-
vaná lncRNA, jejíž umlčení vede ke sní-
žení proliferace a  migrace nádorových 
buněk [31] a k aktivaci tumor-supresoro-
vého genu TP53  [32]. U ně kte rých typů 
nádorů byla pozorována zvýšená hla-
dina MALAT1  korelující s  progresí me-
tastáz a celkově horší prognózou, např. 
u  plicního adenokarcinomu, kolorek-
tálního karcinomu, karcinomu slinivky 
břišní, karcinomu močového měchýře, 
karcinomu jícnu nebo gliomu [1,33–36]. 
Souhrnná analýza několika nezávislých 
studií prokázala, že tato lncRNA je spo-
jená s  horší prognózou, kratším přeží-
váním a  rekurencí onemocnění  [37]. 

mocnění, ale zvýšila se i  chemorezis-
tence k cytostatikům [24].

Další dia gnosticky zajímavou lncRNA 
je PCA3  (prostate cancer antigen 3), 
jejíž hladina je zvýšená u více než 90 % 
mužů s karcinomem prostaty [25]. V roce 
2012 americký Úřad pro kontrolu potra-
vin a léčiv (FDA) schválil použití PCA3 dia-
gnostického testu v moči mužů nad 50 let 
s  předchozí negativní bio psií prostaty, 
který by tak mohl snížit počet opakova-
ných bio psií a zároveň poskytnout doplň-
kové informace ke standardnímu testu 
prostatického specifického antigenu 
(prostate specifi c antigen – PSA). Test na 
PCA3 má sice nižší citlivost než PSA test, 
na druhé straně vykazuje vyšší specifi citu, 
a může tak predikovat karcinom prostaty 
u případů, kdy PSA test selhává [26]. Hla-
dina PCA3 byla ve více než 90 % studo-
vaných případů karcinomu prostaty asi 
60–100× vyšší než ve zdravé prostatické 
tkáni [27] a zároveň nedetekovatelná v ji-
ných typech nádorů [28]. PCA3 také může 
sloužit jako indikátor agresivity rozvíjejí-
cího se nádoru prostaty [29]. Přes značné 
výhody tohoto bio markeru se v ČR toto 
vyšetření zatím takřka neprovádí.

Ně kte ré lncRNA mohou dokonce in-
dikovat metastatický potenciál nádoru. 
Mezi ně patří např. MALAT1 (metastasis-
-associated lung adenocarcinoma trans-
cript 1), obvykle s vysokou koncentrací 
v  jádře, kde reguluje prometastatické 
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Graf. 1. Nárůst publikační aktivity zabývající se dlouhými nekódujícími RNA od roku 

2000 do roku 2018, dle Web of Science (hledaný výraz: lncRNA OR long noncoding 

RNA).

Tab. 1. Spojitost vybraných lncRNA a charakteristických znaků rakoviny (hallmarks of cancer).

Charakteristický znak lncRNA Efekt Reference

zvýšená proliferace
HOTAIR aktivace androgenového receptoru [23]

CCAT1 aktivace Myc dráhy [52]

nedostatečná suprese růstu LED posiluje tumor supresorovou aktivitu; snížená exprese v nádorech  [53]

rezistence buněčné smrti LINC00460 inhibuje apoptózu a podporuje progresi kolorektálního karcinomu [54]

replikační nesmrtelnost TERRA možný negativní regulátor telomeráz [40]

angiogeneze PVT1 aktivuje dráhu STAT3/VEGFA, podporující angiogenezi [55]

metastazování
MALAT1 ovlivňuje prometastatické geny; zvýšená hladina při metastázách [1]

HOTAIR zvýšená hladina, horší prognóza

genová nestabilita NORAD přispívá ke genomové stabilitě [56]

zánět a unikání imunitní odpovědi NKILA zvýšená hladina koreluje se zvýšenou buněčnou smrtí T lymfocytů [57]

změněný metabolizmus MEG3 pozměňuje energetický metabolizmus aktivací p53 [58]

lncRNA – dlouhé nekódující RNA
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lncRNA nesou poly(A) konec [44], může 
tak při vysokokapacitních analýzách do-
cházet k zatížení velkými chybami. Tech-
nologie sekvenování nové generace při-
tom často využívá záchyt mRNA pomocí 
poly(T) oligonukleotidů. Společnost No-
vogene  [45] tak nabízí protokol a  rea-
gencie k vytváření knihoven a sekvenací 
profi lů lncRNA a fi rma Roche pod ozna-
čením SeqCap lncRNA probes  [46] na-
bízí doplňkové sondy lncRNA pro kom-
pletní profilaci celého transkriptomu. 
Oproti tomu společnost Illumina v rámci 
standardního protokolu využívá metodu 
přípravy sekvenční knihovny z depleto-
vané RNA (celkové RNA zbavené ribozo-
mální RNA), a tudíž nedochází ke ztrátě 
informace o lncRNA bez poly(A) konců. 
Tento postup tedy umožňuje celkovou 
analýzu lncRNA profi lu bez nutnosti po-
řízení dodatečných reagencí nebo ob-
měny protokolu [47].

Další metodou z  klasického portfo-
lia pro studium mRNA je polymerázová 
řetězová reakce s  reverzní transkripcí. 
Touto metodou nejprve dochází k pře-
pisu RNA do cDNA a ta je následně am-
plifikována. V  reálném čase je zazna-
menáván nárůst fluorescence, který 
koresponduje s  množstvím DNA ve 
vzorku. Ně kte ré společnosti vyvinuly 
reagencie pro přepis do cDNA pomocí 
univerzálních poly(T) primerů, které se 
vážou na poly(A) konce. Tento přístup 
je pro komplexní analýzu lncRNA ne-
vhodný, dá se ovšem modifi kovat jed-

niscenčně značené DNA sondy komple-
mentární k RNA. Kvantifi kace se provádí 
měřením intenzity produkovaného zá-
ření a  jejím porovnáním s  referenčními 
vzorky, které jsou součástí dia gnostické 
sady. Daný produkt je nabízen v  lehce 
obměněné verzi specifi cky i pro PSA. Obě 
laboratorní stanovení se tedy dají prová-
dět současně, a je tak možné PCA3 hod-
noty vztáhnout k hladině PSA [42].

PCA3  je možné detekovat také po-
mocí klasické imunoenzymatické me-
tody (enzyme-linked immuno sorbent 
assay – ELISA). Tuto možnost komerčně 
nabízí společnost MyBioSource pod ná-
zvem PCA3 ELISA Kit. Ten je ovšem ur-
čený pouze pro výzkumné účely a nemá 
oprávnění pro použití v  klinické dia-
gnostice. Princip metody vychází z kla-
sické sendvičové ELISA. PCA3 je zachy-
cena pomocí PCA3-specifi cké protilátky 
a poté označena další specifi ckou pro-
tilátkou konjugovanou s  křenovou pe-
roxidázou. Na základě enzymatické 
reakce peroxidázy se substrátem vzniká 
barevný produkt, který je kvantifi kován 
měřením absorbance při 450 nm [43]. 

I ostatní vyvíjené metody jsou určené 
pouze pro výzkumné účely, obvykle se 
jedná o  modifi kaci metod pro detekci 
dlouhých RNA obecně, i když ne všechny 
jsou použitelné. Ně kte ré z  nich určené 
pro izolaci, identifikaci nebo nespeci-
fi ckou amplifi kaci mRNA např. využívají 
přítomnosti poly(A) konce na 3’-konci 
mRNA. Vzhledem k tomu, že ne všechny 

koná replikační limit daný délkou telo-
mer (tím, že reaktivují expresi enzymu 
telomeráza), jeví se regulační role TERRA 
lncRNA jako zásadní [7]. Sampl et al zjis-
tili, že expresní hladina TERRA negativně 
koreluje s malignitou gliomů [40]. Přesná 
role TERRA jakožto negativního regulá-
toru telomeráz in vivo však stále zůstává 
nejasná [41]. V tab. 2 jsou uvedeny pří-
klady studií využívajících početnější sou-
bory klinických vzorků pro validaci růz-
ných druhů lncRNA.

Metody detekce

V současné době existuje pouze jeden 
lncRNA test schválený pro klinickou dia-
gnostiku, a  to výše zmíněný PCA3  test 
(s  názvem Progensa PCA3  Assay) od 
fi rmy Hologic, využívaný pro dia gnostiku 
karcinomu prostaty. Detekce probíhá 
v moči po masáži per rectum, aby došlo 
k  uvolnění buněk prostaty. Moč je ná-
sledně modifikována přidáním média, 
které lyzuje uvolněné buňky a stabilizuje 
RNA. Princip samotného testu spočívá 
v hybridizaci cílové RNA na povrch mag-
netických kuliček, které slouží pro sepa-
raci cílové RNA. Dále proběhne reverzní 
transkripce pomocí první sady primerů 
a RNA amplifi kace pomocí další sady pri-
merů. Dochází tedy nejprve k  přepisu 
lncRNA do komplementární DNA (com-
plementary DNA – cDNA) a dále k její am-
plifi kaci pomocí DNA dependentní RNA 
polymerázy T7. V  závěru jsou RNA am-
plikony detekovány pomocí chemilumi-

Tab. 2. Vybrané studie pro validaci lncRNA jako biomarkeru.

lncRNA Onemocnění Velikost souboru Doba trvání (měsíce) Stát (rok) Reference

HOTAIR kolorektální karcinom 157 35 Česká republika (2014) [59]

HOTAIR karcinom jícnu 156 – Čína (2013)  [60]

HOTAIR karcinom žaludku 300 60 Japonsko (2014) [61]

HOTAIR karcinom žaludku 1169 – Čína (2014) [62]

PCA3 karcinom prostaty 1913 – USA (2012) [63]

PCA3 karcinom prostaty 721 18 Nizozemsko (2010) [64]

PCA3 karcinom prostaty 633 29 Japonsko (2013)  [65]

MALAT1 karcinom žaludku 150 26 Japonsko (2014) [61]

MALAT1 nemalobuněčný karcinom plic 225 60 Německo (2003) [66]

MALAT1 prsní karcinom 509 – Itálie (2018) [67]

lncRNA – dlouhé nekódující RNA
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případných interferencí s detekční me-
todou přídavkem syntetické molekuly 
MALAT1 do vzorků plazmy.

Závěr

Přítomnost, a tudíž snadná detekovatel-
nost lncRNA nejen v tkáních, ale přede-
vším v tělních tekutinách nabízí možnost 
širokého využití lncRNA jako prognostic-
kého a prediktivního bio markeru. Velké 
množství lncRNA skýtá obrovský po-
tenciál k dia gnostickému využití, avšak 
dobře prostudovaných mechanizmů pů-
sobení a funkcí lncRNA je doposud ob-
jasněno jen několik set. Díky tkáňové 
specificitě hladin lncRNA lze vybrat 
vhodné kandidáty pro včasný záchyt 
onkologických onemocnění i pro dopl-
nění panelu již existujících bio markerů 
za účelem zpřesnění dia gnostiky. V po-
sledních letech se provádějí zejména 
meta-analýzy kombinující výsledky jed-
notlivých studií, hledající na základě 
chování nádoru vhodný bio marker pre-
dikující jeho vlastnosti. I přes důležitost 

je elektrochemický bio senzor založený 
na izotermální amplifi kaci s  dUTP zna-
čeným bio tinem  [50]. Amplikony byly 
přes vazbu streptavidin-bio tin navázány 
na streptavidinové magnetické kuličky 
a  zároveň označeny peroxidázou kon-
jugovanou s bio tinem (obr. 2). Výsledný 
komplex byl inkubován s  tetrametyl-
benzidinem, jehož oxidovaný produkt 
vykazuje modré zbarvení pozorova-
telné pouhým okem. Autoři kvantifi ko-
vali HOTAIR lncRNA spektrofotometricky 
při 652 nm a paralelně i elektrochemicky 
pomocí chronoamperometrie. Metoda 
byla vyvinuta na ovariálních nádorových 
liniích a validována na vzorcích plazmy 
od tří pacientek s epiteliálním ovariál-
ním karcinomem a dvou benigních kon-
trol. Ještě novější je bio senzor pro de-
tekci lncRNA MALAT1  pomocí zlatých 
nanočástic, polyamid-aminu, detekční 
sondy a peroxidázy [51]. Autoři zde de-
monstrovali použití bio senzoru na ja-
terních nádorových liniích, avšak použili 
vzorky krevní plazmy pouze pro hledání 

noduchou kombinací poly(T) primerů 
a  tzv. random hexamers (využívaných 
v nespecifi cké reverzní transkripci). Tuto 
vylepšenou a  zjednodušenou variantu 
pro studium lncRNA nabízí např. společ-
nost BioRad [48]. 

Klasickou metodou pro kvantifikaci 
lncRNA in situ je i  fl uorescenční in situ 
hybridizace (FISH), která využívá fluo-
rescenční hybridizační sondu komple-
mentární ke studované lncRNA a umož-
ňuje kvantifikaci a  lokalizaci pomocí 
fl uorescenčního mikroskopu. Firma LGC 
Biosearch Technologies nabízí sadu rea-
gencií pod názvem Stelaris® RNA FISH 
a  fluorescenčně značené sondy pro 
nejčastěji studované lncRNA vč. mož-
nosti značení různými fluorofory pro 
simultánní detekci více bio molekul 
současně [49].

Další možnost kvantifikace lncRNA 
představuje elektrochemie, která nabízí 
relativně levné a nenáročné přístrojové 
vybavení, možnost miniaturizace a pa-
ralelního měření. Zajímavým příkladem 

Obr. 2. Schéma kolorimetrické a elektrochemické detekce HOTAIR kombinující izotermální amplifi kace lncRNA, vazbu amplikonů na 

magnetické kuličky a enzymatickou reakci zprostředkovanou HRP. TMB jakožto substrát pro HRP je detekován volným okem nebo 

citlivěji elektrochemicky. Upraveno z [58], se svolením Royal Society of Chemistry.

HRP – křenová peroxidáza, TMB – tetrametylbenzidin



3S70

DLOUHÉ NEKÓDUJÍCÍ RNA  SOUČASNÉ MOŽNOSTI DETEKCE A VYUŽITÍ V KLINICKÉ PRAXI

Klin Onkol 2019; 32 (Suppl 3): 3S65–3S 71

2018; 50(12): 1705–1715. doi: 10.1038/ s41588-018-

0252-3.

39. Oliva-Rico D, Herrera LA. Regulated expression of 

the lncRNA TERRA and its impact on telomere bio logy. 

Mech Age Develop 2017; 167: 16–23. doi: 10.1016/ j.

mad.2017.09.001.

40. Sampl S, Pramhas S, Stern C et al. Expression of te-

lomeres in astrocytoma WHO grade 2 to 4: TERRA level 

correlates with telomere length, telomerase activity, and 

advanced clinical grade. Transl Oncol 2012; 5(1): 56–65. 

doi: 10.1593/ tlo.11202. 

41. Cusanelli E, Chartrand P. Telomeric repeat-containing 

RNA TERRA: a noncoding RNA connecting telomere bio-

logy to genome integrity. Front Genet 2015; 6: 143. doi: 

10.3389/ fgene.2015.00143.

42. Durand X, Moutereau S, Xylinas E et al. Progensa™ 

PCA3 test for prostate cancer. Exp Rev Mol Dia gn 2011; 

11(2): 137–144. doi: 10.1586/ erm.10.122.

43. MyBioSource.com. PCA3 elisa kit: human prostate 

cancer antigen 3 (PCA3) ELISA kit. [online]. Available 

from: https:/ / www.mybio source.com/ pca3-human-elisa-

-kits/ prostate-cancer-antigen-3-pca3/ 109022.

44. Yang Q, Wan Q, Zhang L et al. Analysis of LncRNA ex-

pression in cell diff erentiation. RNA Biol 2018; 15(3): 413–

422. doi: 10.1080/ 15476286.2018.1441665.

45. Novogene.com. lncRNA SEQUENCING. [online]. Avail-

able from: https:/ / en.novogene.com/ next-generation-se-

quencing-services/ gene-regulation/ lncrna-sequencing/ .

46. sequencing.roche.com. SeqCap lncRNA Pro-

bes. [online]. Available from: https:/ / sequencing.roche.

com/ en/ products-solutions/ by-category/ target-enri-

chment/ hybridization/ seqcap-lncrna.html.

47. illumina.com. rRNA & Globin mRNA removal kit selec-

tion guide. [online]. Available from: https:/ / www.illumina.

com/ products/ selection-tools/ rrna-depletion-selection-

-guide.html.

48. bio -rad.com. lncRNA RT-qPCR workfl ow. [online]. Avai-

lable from: http:/ / www.bio -rad.com/ en-cz/ category/ ln-

crna-rt-qpcr-workfl ow?ID=OUJ92R15.

49. Coassin SR, Orjalo AV, Semaan SJ et al. Simultaneous 

detection of nuclear and cytoplasmic RNA variants utili-

zing Stellaris® RNA fl uorescence in situ hybridization in ad-

herent cells. In: Nielsen BS (ed). In Situ Hybridization Pro-

tocols. New York: Springer 2014: 189–199.

50. Islam MN, Moriam S, Umer M et al. Naked-eye and 

electrochemical detection of isothermally amplified 

HOTAIR long non-coding RNA. Analyst 2018; 143(13): 

3021–3028. doi: 10.1039/ c7an02109g.

51. Liu F, Li T, Zhang L et al. PAMAM/ polyhedral nanogold-

-modifi ed probes with DNAase catalysis for the ampero-

metric electrochemical detection of metastasis-associa-

ted lung adenocarcinoma transcript 1. J Biol Eng 2019; 

13(1): 21. doi: 10.1186/ s13036-019-0149-4.

52. Kim T, Cui R, Jeon YJ et al. Long-range interaction and 

correlation between MYC enhancer and oncogenic long 

noncoding RNA CARLo-5. Proc Natl Acad Sci USA 2014; 

111(11): 4173–4178. doi: 10.1073/ pnas.1400350111.

53. Léveillé N, Melo CA, Rooijers K et al. Genome-wide 

profiling of p53-regulated enhancer RNAs uncovers 

a subset of enhancers controlled by a lncRNA. Nat Com-

mun 2015; 6: 6520. doi: 10.1038/ ncomms7520.

54. Lian Y, Yan C, Xu H et al. A novel lncRNA, LINC00460, 

affects cell proliferation and apoptosis by regula-

ting KLF2 and CUL4A expression in colorectal can-

cer. Mol Ther Nucl Acid 2018; 12: 684–697. doi: 10.1016/

 j.omtn.2018.06.012.

55. Zhao J, Du P, Cui P et al. LncRNA PVT1 promo-

tes angiogenesis via activating the STAT3/ VEGFA axis in 

gastric cancer. Oncogene 2018; 37(30): 4094–4109. doi: 

10.1038/ s41388-018-0250-z.

56. Munschauer M, Nguyen CT, Sirokman K et al. The 

NORAD lncRNA assembles a topoisomerase complex cri-

tical for genome stability. Nature 2018; 561(7721): 132–

136. doi: 10.1038/ s41586-018-0453-z.

20. Luo ZF, Zhao D, Li XQ et al. Clinical signifi cance of HO-

TAIR expression in colon cancer. World J Gastroenterol 

2016; 22(22): 5254–5259. doi: 10.3748/ wjg.v22.i22.5254.

21. Yang SZ, Xu F, Zhou T et al. The long non-coding RNA 

HOTAIR enhances pancreatic cancer resistance to TNF-

-related apoptosis-inducing ligand. J Biol Chem 2017; 

292(25): 10390–10397. doi: 10.1074/ jbc.M117.786830.

22. Liu S, Lei H, Luo F et al. The eff ect of lncRNA HOTAIR 

on chemoresistance of ovarian cancer through regu-

lation of HOXA7. Biol Chem 2018; 399(5): 485–497. doi: 

10.1515/ hsz-2017-0274.

23. Zhang A, Zhao JC, Kim J et al. LncRNA HOTAIR en-

hances the androgen-receptor-mediated transcriptio-

nal program and drives castration-resistant prostate 

cancer. Cell Rep 2015; 13(1): 209–221. doi: 10.1016/ j.cel-

rep.2015.08.069.

24. Xiao Z, Qu Z, Chen Z et al. LncRNA HOTAIR is a pro-

gnostic bio marker for the proliferation and chemoresi-

stance of colorectal cancer via miR-203a-3p-mediated 

wnt/ ß-catenin signaling pathway. Cell Physiol Biochem 

2018; 46(3): 1275–1285. doi: 10.1159/ 000489110.

25. Wright CM. Long noncoding RNAs and cancer. In: 

Gray SG (ed). Epigenetic Cancer Therapy. Boston: Acade-

mic Press 2015: 91–114.

26. Lu Y, Madu C. Prostate cancer bio markers. In: Gupta 

RC (ed). Biomarkers in Toxicology. Boston: Academic Press 

2014: 771–783.

27. de Kok JB, Verhaegh GW, Roelofs RW et al. DD3 (PCA3), 

a very sensitive and specifi c marker to detect prostate tu-

mors. Cancer Res 2002; 62(9): 2695–2698.

28. Bussemakers MJG, van Bokhoven A, Verhaegh GW 

et al. DD3: a new prostate-specifi c gene, highly over-

expressed in prostate cancer. Cancer Res 1999; 59(23): 

5975–5979.

29. Taille Adl, Irani J, Graefen M et al. Clinical evaluation of 

the PCA3 assay in guiding initial bio psy decisions. J Urol 

2011; 185(6): 2119–2125. doi: 10.1016/ j.juro.2011.01.075.

30. Gutschner T, Hämmerle M, Eissmann M et al. The non-

coding RNA MALAT1 is a critical regulator of the me-

tastasis phenotype of lung cancer cells. Cancer Res 2013; 

73(3): 1180–1189. doi: 10.1158/ 0008-5472.CAN-12-2850.

31. Wang X, Li M, Wang Z et al. Silencing of long nonco-

ding RNA MALAT1 by miR-101 and miR-217 inhibits pro-

liferation, migration, and invasion of esophageal squa-

mous cell carcinoma cells. J Biol Chem 2015; 290(7): 

3925–3935. doi: 10.1074/ jbc.M114.596866.

32. Tripathi V, Shen Z, Chakraborty A et al. Long non-

coding RNA MALAT1 controls cell cycle progression 

by regulating the expression of oncogenic transcrip-

tion factor B-MYB. PLoS Genet 2013; 9(3): e1003368. doi: 

10.1371/ journal.pgen.1003368.

33. Ying L, Chen Q, Wang Y et al. Upregulated 

MALAT-1 contributes to bladder cancer cell migration by 

inducing epithelial-to-mesenchymal transition. Mol Bio-

syst 2012; 8(9): 2289–2294. doi: 10.1039/ c2mb25070e. 

34. Wu XS, Wang XA, Wu WG et al. MALAT1 promotes the 

proliferation and metastasis of gallbladder cancer cells by 

activating the ERK/ MAPK pathway. Cancer Biol Ther 2014; 

15(6): 806–814. doi: 10.4161/ cbt.28584.

35. Hu L, Wu Y, Tan D et al. Up-regulation of long nonco-

ding RNA MALAT1 contributes to proliferation and me-

tastasis in esophageal squamous cell carcinoma. J Exp 

Clin Canc Res 2015; 34(1): 7. doi: 10.1186/ s13046-015-

0123-z.

36. Ma KX, Wang HJ, Li XR et al. Long noncoding RNA 

MALAT1 associates with the malignant status and poor 

prognosis in glioma. Tumour Biol 2015; 36(5): 3355–3359. 

doi: 10.1007/ s13277-014-2969-7.

37. Tian X, Xu G. Clinical value of lncRNA MALAT1 as 

a prognostic marker in human cancer: systematic review 

and meta-analysis. BMJ Open 2015; 5(9): e008653. doi: 

10.1136/ bmjopen-2015-008653.

38. Kim J, Piao HL, Kim BJ et al. Long noncoding RNA 

MALAT1 suppresses breast cancer metastasis. Nat Genet 

lncRNA bude pro jejich zařazení mezi kli-
nicky relevantní bio markery důležité vy-
vinout spolehlivé metody jejich detekce 
a prokázat, že hladiny studovaných ln-
cRNA skutečně korelují s karcinogenezí, 
prognózou nebo rekurencí nádorového 
onemocnění.

Literatura 

1. Weidle UH, Birzele F, Kollmorgen G et al. Long non-co-

ding RNAs and their role in metastasis. Cancer Genom 

Proteom 2017; 14(3): 143–160. doi: 10.21873/ cgp.20027. 

2. Mattick JS, Rinn JL. Discovery and annotation of long 

noncoding RNAs. Nat Struct Mol Biol 2015; 22(1): 5–7. doi: 

10.1038/ nsmb.2942.

3. noncode.org. An integrated knowledge database de-

dicated to ncRNAs, especially lncRNAs. [online]. Available 

from: http:/ / www.noncode.org/ . 

4. LNCipedia. A comprehensive compendium of 

human long non-coding RNAs. [online]. Available from: 

https:/ / lncipedia.org/ . 

5. Volders PJ, Anckaert J, Verheggen K et al. LNCipedia 5:

towards a reference set of human long non-coding 

RNAs. Nucleic Acid Res 2018; 47(D1): D135–D139. doi: 

10.1093/ nar/ gky1031.

6. Gibbons HR, Shaginurova G, Kim LC et al. Diver-

gent lncRNA GATA3-AS1 regulates GATA3 transcrip-

tion in T-helper 2 cells. Front Immunol 2018; 9: 2512. doi: 

10.3389/ fi mmu.2018.02512. 

7. Šána J, Faltejsková P, Svoboda M et al. Dlouhé nekódu-

jící RNA a jejich význam u nádorových onemocnění. Klin 

Onkol 2012; 25(4): 246–254. doi: 10.14735/ amko2012246. 

8. Dykes IM, Emanueli C. Transcriptional and post-tran-

scriptional gene regulation by long non-coding RNA. 

Genom Proteom Bioinform 2017; 15(3): 177–186. doi: 

10.1016/ j.gpb.2016.12.005.

9. Gromesová B, Kubaczková V, Bollová B et al. Potenciál 

dlouhých nekódujících molekul RNA v dia gnostice nádo-

rových onemocnění. Klin Onkol 2016; 29(1): 20–28. doi: 

10.14735/ amko201620.

10. Qi P, Zhou XY, Du X. Circulating long non-coding RNAs 

in cancer: current status and future perspectives. Mol 

Cancer 2016; 15(1): 39. doi: 10.1186/ s12943-016-0524-4.

11. Schmitt AM, Chang HY. Long noncoding RNAs in 

cancer pathways. Cancer Cell 2016; 29(4): 452–463. doi: 

10.1016/ j.ccell.2016.03.010.

12. Sallam T, Sandhu J, Tontonoz P. Long noncoding 

RNA discovery in cardiovascular disease. Circul Res 2018; 

122(1): 155–166. doi: 10.1161/ CIRCRESAHA.117.311802.

13. Luo Q, Chen Y. Long noncoding RNAs and Alzhei-

mer’s disease. Clin Interv Aging 2016; 11: 867–872. doi: 

10.2147/ CIA.S107037.

14. Hanahan D, Weinberg RA. The hallmarks of cancer. Cell 

2000; 100(1): 57–70. doi: 10.1016/ s0092-8674(00)81683-9. 

15. Hanahan D, Weinberg Robert A. Hallmarks of can-

cer: the next generation. Cell 2011; 144(5): 646–674. doi: 

10.1016/ j.cell.2011.02.013.

16. de Oliveira JC, Oliveira LC, Mathias C et al. Long non-

-coding RNAs in cancer: Another layer of complexity. 

J Gene Med 2019; 21(1): e3065. doi: 10.1002/ jgm.3065.

17. Bhan A, Mandal SS. LncRNA HOTAIR: a master regulator 

of chromatin dynamics and cancer. Biochim Biophys Acta 

2015; 1856(1): 151–164. doi: 10.1016/ j.bbcan.2015.07.001.

18. Gupta RA, Shah N, Wang KC et al. Long non-coding 

RNA HOTAIR reprograms chromatin state to promote can-

cer metastasis. Nature 2010; 464(7291): 1071–1076. doi: 

10.1038/ nature08975.

19. Avazpour N, Hajjari M, Tahmasebi Birgani M. HOTAIR: 

a promising long non-coding RNA with potential role in 

breast invasive carcinoma. Front Genet 2017; 8: 170. doi: 

10.3389/ fgene.2017.00170.



DLOUHÉ NEKÓDUJÍCÍ RNA  SOUČASNÉ MOŽNOSTI DETEKCE A VYUŽITÍ V KLINICKÉ PRAXI

Klin Onkol 2019; 32 (Suppl 3): 3S65–3S 71 3S71

and prostate-specifi c antigen in prescreened men: explo-

ring the value of PCA3 for a fi rst-line dia gnostic test. Eur 

Urol 2010; 58(4): 475–481. doi: 10.1016/ j.eururo.2010.06.

039.

65. Ochiai A, Okihara K, Kamoi K et al. Clinical utility of the 

prostate cancer gene 3 (PCA3) urine assay in Japanese 

men undergoing prostate bio psy. BJU Int 2013; 111(6): 

928–933. doi: 10.1111/ j.1464-410X.2012.11683.x.

66. Ji P, Diederichs S, Wang W et al. MALAT-1, a novel non-

coding RNA, and thymosin 4 predict metastasis and sur-

vival in early-stage non-small cell lung cancer. Oncogene 

2003; 22(39): 8031–8041. doi: 10.1038/ sj.onc.1206928. 

67. Wang Z, Katsaros D, Biglia N et al. High expression of 

long non-coding RNA MALAT1 in breast cancer is asso-

ciated with poor relapse-free survival. Breast Cancer Res 

Treat 2018; 171(2): 261–271. doi: 10.1007/ s10549-018-

4839-2.

cell carcinoma. Br J Cancer 2013; 109(8): 2266–2278. doi: 

10.1038/ bjc.2013.548.

61. Okugawa Y, Toiyama Y, Hur K et al. Metastasis-associa-

ted long non-coding RNA drives gastric cancer develop-

ment and promotes peritoneal metastasis. Carcinogene-

sis 2014; 35(12): 2731–2739. doi: 10.1093/ carcin/ bgu200.

62. Guo W, Dong Z, Bai Y et al. Associations between poly-

morphisms of HOTAIR and risk of gastric cardia adenocar-

cinoma in a population of north China. Tumor Biol 2015; 

36(4): 2845–2854. doi: 10.1007/ s13277-014-2912-y.

63. Crawford ED, Rove KO, Trabulsi EJ et al. Dia gnostic 

performance of PCA3 to detect prostate cancer in men 

with increased prostate specifi c antigen: a prospective 

study of 1,962 cases. J Urol 2012; 188(5): 1726–1731. doi: 

10.1016/ j.juro.2012.07.023.

64. Roobol MJ, Schröder FH, van Leeuwen P et al. Per-

formance of the prostate cancer antigen 3 (PCA3) gene 

57. Huang D, Chen J, Yang L et al. NKILA lncRNA promo-

tes tumor immune evasion by sensitizing T cells to activa-

tion-induced cell death. Nat Immunol 2018; 19(10): 1112–

1125. doi: 10.1038/ s41590-018-0207-y.

58. Zhang X, Rice K, Wang Y et al. Maternally expres-

sed gene 3 (MEG3) noncoding ribonucleic acid: iso-

form structure, expression, and functions. Endo-

crinology 2010; 151(3): 939–947. doi: 10.1210/ en.2009-

0657. 

59. Svoboda M, Slyskova J, Schneiderova M et al. HOTAIR 

long non-coding RNA is a negative prognostic factor not 

only in primary tumors, but also in the blood of colorectal 

cancer patients. Carcinogenesis 2014; 35(7): 1510–1515. 

doi: 10.1093/ carcin/ bgu055.

60. Li X, Wu Z, Mei Q et al. Long non-coding RNA HOTAIR, 

a driver of malignancy, predicts negative prognosis and 

exhibits oncogenic activity in oesophageal squamous 



3S72 Klin Onkol 2019; 32 (Suppl 3): 3S72–3S 77

PŘEHLED

Interakce onkogenních virových proteinů 

s proteiny rodiny p53

Oncogenic Viral Protein Interactions with p53 Family Proteins

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

Souhrn
Východiska: Buněčná transformace způsobená virovou infekcí je komplexní proces, kterého se 
účastní virové molekuly, hostitelská buňka a faktory okolního prostředí. Viry nejsou schopné sa-
mostatné reprodukce, a proto využívají signální, proteosyntetické a metabolické dráhy hostitel-
ské buňky. Jedním z cílů virových molekul je nádorový supresor p53. Proteiny onkogenních virů 
jsou schopné funkčně inaktivovat p53, a tím deregulovat expresi mnoha genů zúčastněných při 
apoptóze, proliferaci a buněčné odpovědi na poškození DNA. Proteiny HbX viru hepatitidy B 
a NS2 a NS5A viru hepatitidy C interagují s p53, znemožňují jeho lokalizaci do jádra, a tím snižují 
jeho transkripční aktivitu. Dalším způsobem inaktivace p53 je zvýšení jeho degradace, čehož 
využívá virus Epstein-Barrové prostřednictvím proteinu BZLF1, virus Kaposiho sarkomu skrze 
protein LANA a lidské papilomaviry za účasti proteinu E6. Velký T antigen lidského polyoma-
viru Merkelových buněk přímo neinteraguje s p53, ale snižuje úroveň transkripce zprostřed-
kované p53. Tax protein lidského T buněčného lymfotropního viru 1 posttranslačně modifi kuje 
p53 a brání jeho interakci s transkripčními kofaktory. Protein p53 je jedním z nejprostudova-
nějších proteinů kvůli své nádorové supresorové funkci a úloze při udržování integrity genomu 
buňky. Díky tomu jsou také intenzivně studovány jeho evolučně příbuzné homology p63 a p73, 
které hrají roli při vývoji organizmu. Jejich úloha v onkogenezi ještě nebyla úplně objasněna. 
Cíl: Tento přehledový článek popisuje dosud známé interakce proteinů p53, p63 a p73 s pro-
teiny onkogenních virů.

Klíčová slova
viry –  virové proteiny –  p53 –  p63 –  p73 –  tumorigeneze

Summary 
Background: Cellular transformation induced by oncogenic viruses is a complex process inclu-
ding viral molecules, host cells and environmental factors. Viruses alone are unable to reproduce 
and thus they need a host to use their signalling, proteosynthetic and metabolic pathways. One 
target host molecule is the p53 tumour suppressor. Viral proteins functionally inactivate p53 
and deregulate the expression of proteins active during apoptosis, cell proliferation and DNA 
damage response. Hepatitis virus B HbX protein and hepatitis virus C proteins NS2 and NS5A 
interact with p53 and prevent its localisation to the nucleus and thus reduce its transcriptional 
activity. Another mechanism lies in elevated p53 degradation caused by the BZLF1 protein of 
the Epstein-Barr virus, the LANA protein of the Kaposi sarcoma virus and human papilloma 
virus E6. The Merkel cell polyomavirus large T antigen does not interact directly with p53, ho-
wever it acts through downregulation of p53 mediated transcription. The tax protein of human 
T cell lymphotropic virus type 1 modifi es p53 posttranslationally and thus blocks its interaction 
with other factors of transcription machinery. Due to its tumour suppressor function and role 
in the maintenance of the genome integrity, the p53 protein is one of the best studied pro-
teins. Following this, evolutionary homologues with important developmental functions p63 
and p73 are intensively studied as well. Their roles in oncogenesis have not been clarifi ed yet. 
Purpose: This review describes some of their known interactions with oncogenic viral proteins.

Key words
viruses –  viral proteins –  p53 –  p63 –  p73 –  tumorigenesis

Práce byla podpořena projektem MŠMT – 
NPU I – LO1413. 

The work was supported by the project MEYS – 

NPS I – LO1413.

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

The authors declare they have no potential 

confl icts of interest concerning drugs, products, 

or services used in the study.

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

The Editorial Board declares that the manuscript 

met the ICMJE recommendation for biomedical 

papers.

 
Mgr. Veronika Brychtová, Ph.D.
Regionální centrum aplikované 
molekulární onkologie
Masarykův onkologický ústav
Žlutý kopec 7
656 53 Brno
e-mail: vebrychtova@mou.cz

Obdrženo/Submitted: 12. 6. 2019

Přijato/Accepted: 12. 8. 2019

doi: 10.14735/amko20193S72



INTERAKCE ONKOGENNÍCH VIROVÝCH PROTEINŮ S PROTEINY RODINY P53

Klin Onkol 2019; 32 (Suppl 3): 3S72–3S 77 3S73

Úvod

Nádorová onemocnění zahrnují kom-
plexní skupinu nemocí s  různou etio-
logií. Jedním z  faktorů podporujících 
nádorovou transformaci buněk jsou in-
fekční agens zahrnující bakterie, viry 
a parazity [1]. Příspěvek virů k nádorové 
transformaci není v ně kte rých případech 
zcela jasný, na druhou stranu přítomnost 
ně kte rých virů jako např. lidského papi-
lomaviru (human papillomavirus –  HPV) 
byla celosvětově prokázána u  více než 
90 % případů invazivního karcinomu dě-
ložního hrdla [2]. Je známo, že samotná 
virová infekce není dostačující a  ne-
působí jako kompletní karcinogen pro 
vznik nádoru, ale její úloha spočívá spíše 
v iniciaci nádorové transformace a pod-
poře nádorové progrese.

Lidské onkogenní viry (onkoviry) za-
hrnují širokou skupinu druhů, které vy-
užívají odlišné strategie. Mechanizmy, 
kterými zásadně přispívají ke vzniku ná-
dorů, mají však společné rysy a  ovliv-
ňují stejné dráhy zapojené do kont-
roly buněčného cyklu [3]. Je známo, že 
virus v průběhu latentní infekce způso-
buje změny na úrovni hostitelského ge-
nomu vznikem mutací a chromozomál-
ních změn. Kromě genetických změn se 
v  infi kovaných buňkách kumulují i epi-
genetické změny vedoucí k  aberantní 
metylaci hostitelských genů [4]. Cílem vi-
rových proteinů jsou především hostitel-
ské proteiny regulující proliferaci, apo-
ptózu, genomovou stabilitu, diferenciaci 
a rozpoznání imunitním systémem [5,6]. 
Z  hlediska nádorové bio logie jsou vý-
znamné interakce virových proteinů 
s  nádorovými supresory p53  a  Rb, při-
čemž onkogenní potenciál virů spo-
čívá především v  jejich schopnosti po-
tlačovat aktivitu nádorového supresoru 
p53 [7]. 

TP53  je nádorový supresorový gen  –  
hlavní člen p53 rodiny proteinů, který se 
významně podílí na udržení genomové 
stability buněk. Protein p53 funguje jako 
kontrolní systém, který reaguje na různé 
stresové signály v  buňkách a  reguluje 
geny reagující na poškození DNA, hy-
poxii, apoptózu, senescenci a další [8,9]. 
Množství onkogenních virů kóduje on-
koproteiny, které interagují s  proteiny 
p53, p63 a p73 a různými mechanizmy 
ovlivňují jejich aktivitu. U  nádorů spo-

jených s virovou infekcí se zřídka vysky-
tují mutace nádorových supresorových 
genů a p53 je většinou inaktivován pří-
mou interakcí s virovým proteinem nebo 
nepřímo skrze ovlivnění aktivity dalších 
signálních molekul. 

Kromě onkogenních virů s p53 inter-
aguje také další skupina virů, které ne-
mají onkogenní potenciál a jimiž způso-
bená infekce nevede ke vzniku nádoru. 
Mezi tyto viry patří např. Zika virus, virus 
západonilské horečky, HIV-1 virus a další. 
Přehledně shrnuto v  Aloni-Grinstein 
et al [10]. 

Onkogenní viry a nádorový 

supresor p53

Onkogenní viry přispívají k procesu neo-
plastické transformace buněk. V  prů-
běhu koevoluce se svými hostiteli si 
vyvinuly různé mechanizmy pro zajiš-
tění reprodukce a  k  úniku před imu-
nitním systémem hostitele  [11]. V  roce 
1911 prováděl Peyton Rous experimenty 
na kuřatech, v  rámci nichž zdravá ku-
řata infi koval fi ltrátem z tumoru kuřat se 
sarkomem. U infi kovaných kuřat se ná-
sledně začaly objevovat novotvary. Tyto 
experimenty vedly k objevu prvního zví-
řecího onkogenního viru, viru Rousova 
sarkomu  [12]. První lidský onkogenní 
virus byl objeven až v roce 1964 Epstei-
nem a  Barrovou. Pomocí elektronové 
mikroskopie pozorovali virové částice 
v buňkách Burkittova lymfomu [13]. Do-
posud bylo objeveno nejméně sedm 
virů, které jsou spojeny s  tvorbou ma-
lignit u  lidí. Patří mezi ně lidský poly-
omavirus Merkelových buněk (Merkel 
cell polyomavirus  –  MCPyV), viry z  če-
ledi Herpesviridae: virus Epstein-Barrové 
(Epstein-Barr virus –  EBV) a virus Kapo-
siho sarkomu (Kaposi sarcoma-asso-
ciated virus –  KSHV), virus hepatitidy B 
(hepatitis B virus –  HBV), HPV, virus he-
patitidy C (hepatitis C virus –  HCV), lid-
ský T buněčný lymfotropní virus typu I 
(human T-lymphotropic virus type 1  –  
HTLV-1); charakteristiky virů jsou pře-
hledně shrnuty v tab. 1 [14]. 

Lidský polyomavirus Merkelových 

buněk

MCPyV je polyomavirus asociovaný s kar-
cinomem z  Merkelových buněk, velmi 
agresivním neuroendokrinním kož-

ním nádorem. Poprvé byly virové sek-
vence izolovány z karcinomu z Merkelo-
vých buněk v roce 2008 [15]. MCPyV je 
malý neobalený virus s genomem v po-
době cirkulární dvouřetězcové mole-
kuly DNA o velikosti přibližně 5,4 kb [16]. 
Genom MCPyV kóduje proteiny rané 
fáze exprese: malý T antigen (small T an-
tigen – sT), velký T antigen (large T anti-
gen – LT), 57kT antigen a proteiny pozdní 
fáze exprese VP1, VP2 [15,17,18]. 

Velký T antigen se přímo neváže na 
p53, ale pravděpodobně spolu nepřímo 
interagují. V luciferázovém reportérovém 
systému v buňkách H1299 transfekova-
ných různým titrem velkého T antigenu 
byla pozorována inhibice transaktivace 
reportérového konstruktu proteinem 
p53 [19]. Malý T antigen funguje jako ak-
tivátor transkripce MDM2 a CK1α, který 
následně ve spolupráci s MDM4 inhibuje 
funkci p53 v buňkách karcinomu z Mer-
kelových buněk [20].

Virus Epstein-Barrové

EBV je gamma herpesvirus 4  spojený 
s  řadou malignit B lymfocytů, T lymfo-
cytů, NK (natural killer) buněk a  epite-
liálních karcinomů  [5]. Genom EBV je 
tvořen lineární dvouřetězcovou DNA 
o  délce 172  kb  [21] a  kóduje přibližně 
85 genů [22].

Latentní membránový protein 1 v epi-
teliálních buňkách indukuje expresi 
TNFα indukovaného proteinu 3, který 
zabraňuje apoptóze zprostředkované 
proteinem p53  [23]. Virový protein 
BZLF1  funguje jako adaptor Elongin 
B/ C-Cul2/ 5-SOCS-box protein ubiqui-
tin ligázového komplexu, který označuje 
p53  pro degradaci, a  tím snižuje jeho 
hladinu v buňce [24]. Jaderný antigen 3C 
viru Epstein-Barrové podporuje tvorbu 
komplexu s p53 a Gemin3  in vivo, a tím 
následně inhibuje transaktivační funkci 
p53 a apoptózu buňky [25]. 

Virus Kaposiho sarkomu

KSHV neboli lidský herpesvirus 8  je 
gamma herpesvirus a je jednou z příčin 
vzniku Kaposiho sarkomu [26]. Genom 
HHV8  představuje lineární dvouřetěz-
cová DNA o délce přibližně 165 kb [27]. 
Kóduje přibližně 90  genů a  něko-
lik nekódujících RNA vč. mikroRNA 
(miRNA) [27,28]. 
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16,5 kDa) kódovaný genem X. Jedná se 
o protein exprimovaný v průběhu akutní 
i chronické infekce, který se podílí na re-
plikaci viru in vivo jako transaktivátor vi-
rových genů i  genů hostitelské buňky. 
Protein HbX je sám o sobě slabým on-
kogenem, avšak na myších a buněčných 
modelech bylo ukázáno, že je schopný 
aktivovat signální dráhy, jako je MAP ki-
názová, Ras a Src a podporovat tak ma-
ligní transformaci buněk [35]. 

Jednou z  hlavních nádorově supre-
sorových funkcí proteinu p53 je schop-
nost indukovat apoptózu. Řada publi-
kací ukazuje inaktivaci p53  v  důsledku 
jeho interakce s  proteinem HbX, který 
funguje jako transkripční kotransak-

tory factor – vIRF) interaguje s p53 a sni-
žuje úroveň fosforylace a acetylace p53, 
což inhibuje transkripční aktivaci proapo-
ptotických proteinů p21 a Bax zprostřed-
kovanou p53 [34]. 

Virus hepatitidy B

HBV je malý obalený virus, který vyka-
zuje preferenční tropizmus k  hepato-
cytům. Epidemiologické studie uka-
zují souvislost mezi chronickou infekcí 
HBV a rozvojem hepatocelulárního kar-
cinomu. Bylo popsáno osm genotypů 
a genom HBV je co do velikosti nejmen-
ším lidským DNA virem. 

Zásadní roli v transformaci hraje virový 
protein HbX (HBV kódovaný protein X; 

Virové strukturní proteiny glykopro-
tein H (ORF22), hlavní kapsidový protein 
(ORF25) a tegumentový protein (ORF64) 
inhibují apoptózu zprostředkovanou pro-
teinem p53. Všechny tři proteiny snižují 
úroveň exprese Bax a PIG3 [29], které jsou 
regulované proteinem p53 na transkripční 
úrovni [30,31]. Bax je aktivátor mitochon-
driální cesty apoptózy  [32] a  PIG3  se 
účastní buněčné odpovědi na poškození 
DNA [31]. S latencí asociovaný jaderný an-
tigen (latency associated nuclear antigen 
– LANA) interaguje s p53 vazbou na jeho 
DNA-vazebnou doménu a zvyšuje úroveň 
polyubiquitinace a  následné degradace 
p53 v proteazomu [33]. Virový interferon 
regulující faktor (viral interferon regula-

Tab. 1 . Charakteristika jednotlivých onkogenních virů vč. jejich taxonomického zařazení, typu a velikosti genomu, buněčného 

tropizmu, nádorových onemocnění, se kterými jsou spojeny, a virových molekul ovlivňujících aktivitu p53.  

Virus EBV KSHV HPV MCPyV HCV HTLV-1 HBV

Taxonomie

    Skupina I (dsDNA) I (dsDNA) I (dsDNA) I (dsDNA) IV (+ssRNA) VI (ssRNA-RT) VII (dsDNA-RT)

    Čeleď Herpesviridae Herpesviridae Papillomavi-
ridae Polyomaviridae Flaviviridae Retroviridae Hepadnaviridae

    Rod
lympho-

cryptovirus rhadinovirus alphapapillo-
mavirus

alphapolyoma-
virus hepacivirus deltaretrovirus orthohepadna-

virus

Genom

     Nukleová 

kyselina
dsDNA dsDNA dsDNA dsDNA +ssRNA ssRNA-RT dsDNA-RT

     Velikost 

genomu (kb)
172 165 8 5,4 9,6 9 3,2 [67]

    Počet genů 85 90 8 5 [68] 9 4 4 [69]

Buněčný 

tropizmus

lymfocyty,                                  
epiteliální 

buňky

B lymfocyty 
[70], endote-

liální buňky [71]

buňky dlaždi-
cového epitelu 

[72] 

Merkelovy 
buňky hepatocyty T lymfocyty hepatocyty

Nádorové 

onemocnění

Burkittův lym-
fom, nasofa-

ryngeální kar-
cinom [73], 
Hodgkinův 

lymfom [74],       
non-Hodgki-
nův lymfom 

[73] 

Kaposiho 
sarkom,       
primární 

efuzní lymfom 
[70] 

nádory 
v anogenitální 
oblasti, nádory 

hlavy a krku

karcinom 
z Merkelových 

buněk

hepatocelulární 
karcinom

T buněčný 
lymfom 

dospělých

hepatocelulární 
karcinom

Virové mole-

kuly ovlivňující 

aktivitu p53

LMP1, BZLF1, 
EBNA3C

ORF22, ORF 25, 
ORF 64, LANA, 

vIRF
E6, E7 LT, sT NS2, NS3, 

NS5A, NS5B Tax HbX

EBV – virus Epstein-Barrové, KSHV – virus Kaposiho sarkomu, HPV – lidský papilomavirus, MCPyV – polyomavirus Merkelových 
buněk, HCV – virus hepatitidy C, HTLV-1 – lidský T buněčný lymfotropní virus typu I, HBV – virus hepatitidy B, dsDNA – dvouvlák-
nová DNA, ssRNA – jednovláknová RNA, RT – se zpětnou transkripcí 
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Virová cystein-proteáza NS2  vede ke 
změně lokalizace p53 v buňkách a brání 
buněčné odpovědi na poškození DNA. 
Přímá interakce mezi p53  a  NS2  ani 
změna na úrovni regulace exprese 
p53 řízených genů však nebyla pozoro-
vána  [48]. Na rozdíl od NS2  interaguje 
virová serin-proteáza NS3 svým N-kon-
cem s  C-koncovou oblastí proteinu 
p53  v  oblasti oligomerizační domény, 
a je tedy možné, že tak brání tetrameri-
zaci p53 [49]. Dalším z virových proteinů 
je NS5A, který přímo interaguje s protei-
nem p53 na jeho N-konci a zadržuje jej 
v  perinukleárním prostoru buněk. Ná-
sledkem toho klesá hladina proteinu 
p53 v jádře a je snížena exprese p53 re-
gulovaných genů [50,51].

Ně kte ré práce ukazují, že HCV in-
fekce může ovlivňovat aktivitu proteinu 
p53 nepřímo. NS5B interaguje s RNA he-
likázou DDX5 (p68), která je transkripč-
ním koaktivátorem p53. Relokalizací 
DDX5  do cytoplazmy dochází k  ome-
zení její aktivity v jádře a snížení exprese 
p53 [52]. 

Lidský T buněčný lymfotropní virus 

typu I

HTLV-1  je první identifi kovaný retrovi-
rus, u kterého byla prokázána souvislost 
s  rozvojem nádorového onemocnění, 
a  to T buněčnou lymfocytární leuke-
mií/ lymfomem dospělých (ATLL). Kromě 
uvedeného způsobuje infekce virem 
HTLV-1  také další onemocnění, jako je 
s  HTLV-1  spojená myelopatie/ tropická 
spastická paraparéza, uveitidy a  chro-
nické neurovegetativní poruchy. Udává 
se, že až u 5 % infi kovaných jedinců se po 
době latence, která může trvat řádově 
desítky let, rozvíjí ATLL [53]. 

HTLV-1  kóduje virový protein Tax 
a  jeho exprese uděluje hostitelským 
buňkám imortalizovaný fenotyp a vede 
ke vzniku nádorů. Cílem proteinu Tax 
v  buňkách jsou klíčové molekuly řídící 
proliferaci, buněčný cyklus a  další vý-
znamné signální dráhy, mezi jinými i ná-
dorový supresor p53 [54].

Ukazuje se, že většina buněk infi kova-
ných HTLV-1 nese wild type p53, který je 
ale funkčně inaktivovaný proteinem Tax. 
Bylo popsáno množství mechanizmů ve-
doucích k  transkripční inaktivaci p53, 
které nepřímo ovlivňují aktivitu p53. Ve 

ného proteinu (E6AP) ubiquitin ligázy, 
při které dochází k  vytvoření vazebné 
kapsy potřebné pro interakci s p53 [26]. 
Následuje polyubiquitinace a degradace 
p53  ubiquitin-proteazomovou dráhou. 
High-risk E6  touto cestou podporuje 
proliferaci nádorových buněk [41]. High-
-risk E6 má dvě vazebná místa pro p53 –  
jedno v centrální oblasti, které se podílí 
na tvorbě heterotrimerního komplexu 
a  degradaci p53, a  druhé na C-konci 
p53. Vazby na C-konci se neúčastní E6AP 
a není relevantní z hlediska degradace 
p53 [42]. 

Low-risk HPV E6  také váže p53 
v  C-oblasti, ale tato interakce nijak 
neovlivňuje degradaci proteinu p53. 
Obecně se udává, že low-risk E6  inter-
aguje s p53 s mnohem nižší afi nitou [43]. 

Kromě uvedeného mají high-risk 
E6 i E7 množství dalších funkcí jako in-
hibice diferenciace, apoptózy a imunitní 
odpovědi [44].

Virus hepatitidy C

Podobně jako u HBV je chronická infekce 
HCV častou příčinou vzniku hepatocelu-
lárního karcinomu. Ačkoliv není zcela 
zřejmé, zdali je mechanizmus vedoucí ke 
vzniku hepatocelulárního karcinomu vli-
vem HCV přímý, nebo nepřímý, mnoho 
prací poukazuje na epigenetické změny 
v hepatocytech infi kovaných HCV [45].

HCV je malý obalený RNA virus, 
jehož genom tvořený jednořetězco-
vou RNA o velikosti přibližně 9,6 kb kó-
duje polyprotein o  velikosti přibližně 
3 000 aminokyselin. Virový polyprotein 
je po translaci štěpen virovými i  hos-
titelskými proteázami na 10  menších 
strukturních a  nestrukturních proteinů 
(C, E1, E2, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, 
NS5A a NS5B), z nichž většina je multi-
funkčních. Replikace viru probíhá v cy-
toplazmě, a nedochází tak k integraci vi-
rových sekvencí do genomu hostitelské 
buňky [46,47].

Virové proteiny NS2, NS3 a NS5A jsou 
zmiňovány v  souvislosti s  kanceroge-
nezí, přičemž mezi jejich cíle v hostitel-
ských buňkách patří i protein p53. Dráha 
proteinu p53 se zřejmě stala cílem viro-
vých proteinů z důvodu snahy o zablo-
kování apoptózy nebo zastavení růstu 
infi kovaných buněk, které umožňují pře-
žití virů [48– 50]. 

tivátor. Z  hlediska nádorové transfor-
mace je významná schopnost proteinu 
HbX způsobovat defekty v průběhu mi-
totického dělení. Vazbou na proteiny 
BubR1  a  HBXIP narušuje jejich funkci 
při tvorbě mikrotubulů a  dělicího vře-
ténka a  podporuje tak chromozomální 
nestabilitu. 

Při infekci jaterních buněk dochází 
k  integraci virové DNA do DNA hosti-
telských buněk, a to jak v repetitivních 
oblastech, tak v oblastech aktivně pře-
pisovaných genů. Často tak dochází ke 
vzniku chimérních virově-buněčných 
proteinů. 

Z hlediska inaktivace p53 byly u hepa-
tocelulárního karcinomu popsány dva 
hlavní mechanizmy účinku onkovirů. 
Jedním z  nich je přímá interakce pro-
teinu HbX s proteinem p53 prostřednic-
tvím jeho C-konce, která brání vstupu 
p53  do jádra  [36]. Druhým je inhibice 
p53 prostřednictvím interakce s vysoce 
exprimovanou (v  důsledku HbX) dlou-
hou nekódující RNA HUR1  (lnc HUR1), 
která inhibuje transkripční aktivaci 
p21 a Bax [37]. 

Lidský papilomavirus

HPV je malý neobalený virus tvořený 
dvouřetězcovou DNA o  velikosti při-
bližně 8 kb, která kóduje osm genů ve-
doucích ke vzniku strukturních (L1, L2) 
a  nestrukturních proteinů (E1, E2, E4, 
E5, E6 a E7). Z hlediska nádorové trans-
formace jsou významné virové onko-
geny E5, jejichž exprese vede k  trans-
formaci hostitelských buněk. Proteiny 
E6 a E7  interagují s nádorovými supre-
sory p53  a  pRb  [38]. HPV zahrnují více 
než 200 typů rozdělených do pěti rodů, 
přičemž v rámci rodu alfa se na základě 
jejich onkogenního potenciálu roz-
lišují low-risk a  high-risk kmeny  [39]. 
Typy HPV-16, HPV-18  a  HPV-31, HPV-
33 a HPV-42 patří do high-risk skupiny 
a vedou ke vzniku nádorů v anogenitální 
oblasti a v oblasti hlavy a krku [40]. Typy 
HPV-6 a HPV-11 patří do skupiny low-risk 
a  infekce jimi má za následek benigní 
proliferaci buněk [39].

Rozdíl mezi high-risk a  low-risk typy 
HPV spočívá v lokalizaci a afi nitě vazby 
HPV E6 s p53. U high-risk typů mechaniz-
mus degradace vyžaduje nejprve vazbu 
E6  na krátký motiv LxxLL E6-asociova-
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10.1371/ journal.ppat.1002418.
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vlivem E6  může přispívat k  buněčné 
transformaci indukcí růstu nezávislého 
na ukotvení buňky [65]. 

High-risk HPV E7  onkoprotein indu-
kuje expresi proteinu p63, který hraje 
důležitou roli při opravě poškození DNA 
v buněčných liniích odvozených od kar-
cinomu děložního čípku. High-risk HPV 
E7  indukovaná exprese p63  by tedy 
mohla být zásadním faktorem ovlivňují-
cím senzitivitu buněk karcinomu dělož-
ního čípku k radioterapii [66].

Závěr

Virová onkogeneze je komplexní pro-
ces, který závisí na interakci virů s hos-
titelskými proteiny. Onkoviry kódují 
regulační proteiny, které mají schop-
nost pozměňovat buněčnou signalizaci 
a ovlivňovat tak proliferaci hostitelských 
buněk. Tumorigeneze související s viro-
vou infekcí spočívá v  oslabení aktivity 
nádorového supresoru p53, přičemž me-
chanizmus spočívá v přímé či nepřímé 
interakci. Důsledkem těchto interakcí je 
snížení stability p53, inhibice transkripce 
cílových genů p53  nebo zabránění 
translokace p53 do jádra, kde plní funkci 
jako transkripční faktor. Kromě interakcí 
s nádorovým supresorem p53 byly po-
psány i interakce s příbuznými proteiny 
p63 a p73, jejichž funkce jsou virovými 
proteiny také ovlivněny. 
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Souhrn
Východiska: Současná protinádorová terapie se vyznačuje vysokou nespecifi tou, a to z důvodu 
různorodé povahy nádorů, která významně snižuje účinnost léčby. Masivní rozvoj genomic-
kých, transkriptomických a proteomických metod v posledních desetiletích umožnil detailní 
charakterizaci nádorů na genomové, transkriptomové a proteomové úrovni a jejich vzájemná 
kombinace tak představuje potenciál, jak zvýšit efektivitu procesu detekce neopeptidů a ná-
sledného navržení specifi cké terapie. Mezi v  současné době široce používané genomické 
a transkriptomické metody patří zejména celogenomové, celotranskriptomové, příp. exomové 
sekvenování, která umožňují detekovat jednonukleotidové polymorfi zmy. V případě proteo-
mických metod, pokud je k dispozici peptidová knihovna, je možné detekovat mutované pro-
teiny v bio logickém vzorku. Nedílnou součástí kooperace těchto metod jsou softwary, které 
umožní interpretovat získané výsledky, jejich vizualizaci, příp. zprostředkují konverzi mezi da-
tovými formáty často specifi ckými pro použitou metodu/ přístroj. Cíl: Článek primárně popisuje 
bio informatickou analýzu vzorků v rámci genomických a transkriptomických metod a jejich 
možné limitace a související problémy, které musí být zváženy v průběhu analýzy, zejména tý-
kající se kvality vstupních dat. V textu je rovněž věnována pozornost problémům vycházejícím 
ze zarovnání sekvencí na referenční genom. Součástí publikace je popis softwaru TransPEM, 
který byl vytvořen za účelem konverze výsledků analýzy jednonukleotidových polymorfi zmů 
do podoby peptidové knihovny sekvencí využitelné k detekci neopeptidů pomocí proteomic-
kých metod. Nechybí ani stručný popis proteomických metod využívajících tuto knihovnu 
a představení jejich omezení.
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genomika – transkriptomika – proteomika – bio informatika – vývoj softwaru
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Úvod

Současná protinádorová terapie vychází 
zejména z histologického vyšetření ná-
doru, související analýzy symptomů pa-
cienta a z jeho předchozí léčby. Terapie 
nádorů se vyznačují poměrně velkou 
nespecifitou a  s  tím související menší 
úspěšností a krátkou dobou přežití pa-
cienta. Kvalitní charakteristika nádorů 
tedy představuje esenciální komponent 
pro zvolení, příp. vývoj terapie, která 
bude danému pacientovi tzv. ušita na 
míru.

Jednou z možností zkoumání nádorů 
představují tzv. omics metody [1], jejichž 
rozvoj v posledních desetiletích přinesl 
nové možnosti pro vývoj dokonalejší te-
rapie. Z hlediska povahy zkoumané en-
tity rozeznáváme metody genomické, 
epigenomické, transkriptomické, pro-
teomické a  metabolomické (schéma 
1). Jejich vzájemná kooperace může 
být využita pro řadu výzkumných zá-
měrů, mezi něž bezesporu patří identi-
fi kace nových proteinových izoforem [2] 
nebo detekce mutovaných proteinů. 
Prezentovaný článek je primárně vě-
nován genomickým, transkriptomic-
kým a  proteomickým metodám a  řeší 
jejich možnosti a  limitace v  souvislosti 
s  bio informatickou analýzou získaných 
dat. 

Genomické a  transkriptomické pří-
stupy se vyznačují určitou podob-
ností ve vlastním provedení, jelikož oba 
mohou být založeny na sekvenování 
nukleových kyselin. Široce používanými 
metodami jsou dnes techniky zprostřed-

kovávající genomové sekvenování, celo-
transkriptomové sekvenování a  příp. 
exomové sekvenování  [3]. Z  pohledu 
přesnosti však existuje několik důleži-
tých faktorů, které významně ovlivňují 
jejich výsledek a následnou interpretaci 
získaných dat. 

Prvním důležitým aspektem všech 
metod je laboratorní příprava vzorků 
a  následné experimentální provedení 
sekvenace. V  současném výzkumu 
a  dia gnostice je nejrozšířenější sekve-
nační platformou Illumina  [4], která se 
vyznačuje vysokou přesností, přijatel-
nou cenou a  nenáročností na labora-
torní vybavení. Její nevýhodou je ovšem 
relativně malá délka produkovaných 
readů ve srovnání s  dříve využívanou 
Sangerovou metodou  [5]. Tato skuteč-
nost může výrazně komplikovat násled-
nou bio informatickou analýzu, zejména 
pokud se jedná o celotranskriptomové 
sekvenování  [6]. Bioinformatická ana-
lýza získaných sekvenačních dat může 
být rozdělena do několika kroků, jejichž 
specifi kace je závislá na povaze experi-
mentu. Také volba vhodného softwaru 
v závislosti na vstupních datech a cílech 
experimentu představuje zásadní fak-
tor pro korektní bio informatickou ana-
lýzu. Ta je rozdělena na kontrolu kvality 
vstupních dat, mapování readů na refe-
renci, vlastní analýzu v závislosti na po-
žadavcích experimentu a konečně inter-
pretaci výsledků [7].

V případě proteomiky je v současnosti 
dostupná široká škála hmotnostně spek-
trometrických metod, které je možné 

rozdělit z  hlediska přípravy vzorku na 
„top-down“ a „bottom-up“ přístupy. Me-
tody „top-down“ zkoumají intaktní pro-
teiny, zatímco metody „bottom-up“ 
analyzují peptidy získané proteomic-
kým štěpením proteinů. „Bottom-up“ 
metody představují nejvýhodnější pří-
stup pro kvalitativní i  kvantitativní de-
tekci proteinů ve vysoce komplexních 
bio logických vzorcích, jako je nádorová 
tkáň, plazma nebo buněčná kultura, 
a  proto se jim budeme dále věnovat. 
Tandemovou hmotnostní spektromet-
rii (liquid chromatography tandem-mass 
spectrometry – LC-MS/ MS) je možné vy-
užít pro kvalitativní analýzu, tj. identifi -
kaci proteinů, a lze ji úspěšně kombino-
vat s genomickými i transkriptomickými 
metodami. Analýzu LC-MS/ MS dat však 
komplikuje dostupnost tzv. prohledá-
vacích knihoven, které slouží jako refe-
rence pro správnou identifikaci zkou-
maného proteinu. A  právě genomická 
a  transkriptomická analýza je schopna 
nabídnout nejkvalitnější prohledá-
vací knihovny reprezentující zkoumaný 
vzorek.

Metody kvantitativní „bottom-up“ 
analýzy, jako např. monitorování vybra-
ných reakcí  [8], je možné kombinovat 
s proteogenomikou zejména za účelem 
validace již identifikovaných mutova-
ných proteinů/ peptidů. Platforma kom-
binující všechny popsané metody má 
potenciál detailně charakterizovat ná-
dorovou tkáň a  popsat proteiny/ pep-
tidy, které doposud unikaly pozornosti 
(schéma 2).

Summary
Background: Current anti-tumour therapy is characterised by high non-specifi city due to the diverse nature of tumours, which can signifi cantly 
reduce its effi  ciency. The massive development of genomic, transcriptomic, and proteomic methods has enabled the detailed characterisation 
of individual tumours at the genome, transcriptome and proteome levels. Whole-genome sequencing, whole-transcriptome sequencing and 
exome sequencing can be listed as examples of genomics and transcriptomics methods. Those methods are suitable for detecting single-
-nucleotide polymorphisms. In the case of proteomic methods, where a peptide library is available, it is possible to detect mutated proteins in 
a bio logical sample. Also important is software that interprets and visualises the results or facilitates conversion between data formats that are 
specifi c to the method. The combination of methods can in principle increase the likelihood of detecting new neoantigens and design-specifi c 
anti-tumour therapy. Aim: The article primarily describes the bio informatics analysis of samples using the methods of genomics, transcripto-
mics and proteomics, and the possible problems which must be considered during the analysis. The article includes a description of TransPEM 
software designed to convert the results from the analysis of single nucleotide polymorphisms into a peptide library of sequences useful for the 
detection of neopeptides using proteomic methods. The publication is accompanied by a brief description of the proteomics methods using this 
peptide library and the summary of its limitations.

Key words
genomics – transcriptomics – proteomics – bio informatics – software development
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Schéma 1. Diagram zobrazující rozdělení „omics“ metod (zapsáno oranžovou barvou) a výsledků, které lze obdržet jejich 

prostřednictvím.

mRNA – mediátorová RNA

Schéma 2. Diagram zobrazující kombinaci softwaru TransPEM navazujícím na bioinformatickou analýzu jednonukleotidových poly-

morfi zmů s proteomickou analýzou za účelem detekce mutovaných peptidů/proteinů.

LC-MS/MS – tandemová hmotnostní spektrometrie
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stupných softwarových balíčků široce 
používaných pro analýzu SNP, jako např. 
GATK  [24], VarScan2  [25] nebo SAM-
tools  [26], vzájemně se však ve schop-
nosti detekovat SNP liší  [27]. Jejich vý-
stupem je seznam predikovaných SNP. 
Na základě skutečnosti, jestli má SNP vliv 
na výsledný protein, rozlišujeme mu-
tace nesynonymní (s vlivem na výsled-
nou proteinovou sekvenci) a synonymní 
(bez vlivu na sekvenci aminokyselin, a to 
v  důsledku degenerace genetického 
kódu). Pro případnou proteomickou 
analýzu jsou tedy důležité pouze mu-
tace nesynonymní. Proteomické analýzy 
ovšem vyžadují SNP ve formátu pepti-
dových sekvencí obsahujících tyto mu-
tace, které tvoří referenční databázi nut-
nou pro následné prohledávání MS dat, 
tzv. prohledávací knihovnu. Vyhledání 
specifi cké sekvence a  změna příslušné 
aminokyseliny mohou být u  dané sek-
vence provedeny manuálně na základě 
informací získaných z analýzy SNP, nic-
méně s  narůstajícím počtem peptido-
vých sekvencí a  za předpokladu, že 
jedna mutace může vést ke vzniku něko-
lika výsledných proteinů (alternativní se-
střih pre-mRNA), podstatným způsobem 
narůstá časová náročnost těchto operací 
a rovněž pravděpodobnost chyby způ-
sobené lidským faktorem.

Za účelem automatizace popsaného 
procesu zejména z důvodu úspory času 
a  minimalizace pravděpodobnosti vy-
tvoření chybné sekvence byl vytvořen 
software TransPEM (software for Transla-
tion sequence into PEptide based on 
Mutation information) [28]. Představuje 
nový bio informatický nástroj pro rych-
lou a  robustní extrakci kódujících sek-
vencí z  genomové sekvence a  jejich 
translace do proteinů zohledňující vý-
sledky analýzy SNP. 

Vytvořené soubory obsahující všechny 
takto vytvořené proteinové sekvence 
mohou následně posloužit proteomické 
analýze jako prohledávací knihovny. Pro 
svou činnost program vyžaduje celkem 
tři vstupní soubory. První ve formátu 
FASTA obsahující genomovou sekvenci, 
která musí být shodná s  referencí, na 
kterou bylo provedeno mapování readů. 
Druhým je GTF soubor, který obsahuje 
informace o  poloze genů a  kódujících 
sekvencích v  rámci genomu. Poslední 

alternativním sestřihem, je z hlediska vý-
početní náročnosti vyhodnocení exo-
mového sekvenování snadnější [13,14].

Mapování readů na referenci je rovněž 
ovlivněno několika negativními faktory, 
které musí být při vyhodnocování brány 
do úvahy. Nejčastěji uváděným nega-
tivním faktorem je tzv. problém multi-
mapování, při němž je jeden read přiřa-
zen na několik míst v použité referenci 
a který nastává zejména v oblastech ge-
nomu s vysokým obsahem repetitivních 
sekvencí. Tento problém může být do 
jisté míry odstraněn použitím techno-
logie „paired-end“ sekvenování [15,16], 
při níž ready, které jsou v  páru, posky-
tují přesnější zarovnání na referenci 
díky v  součtu delší sekvenci. Velmi 
často se též objevuje problém krátkých 
readů, které jsou obecně náchylné k fa-
lešně pozitivnímu zarovnání ve srov-
nání s  delšími ready. Řešení tohoto 
problému spočívá v  použití jiné tech-
nologie sekvenování produkující delší 
ready, což ovšem výrazně zvyšuje cenu 
sekvenování [14,17].

Na základě povahy dat a zohlednění 
alternativního sestřihu se programy pro 
mapování readů na referenci dělí na dvě 
skupiny: „unspliced read aligners“ a „spli-
ced read aligners“. První skupina sdru-
žuje programy, které v rámci mapování 
readů nezahrnují alternativní sestřih, 
např. BWA [18] nebo Bowtie2 [19] a jsou 
primárně určeny pro zpracování dat 
z  exomového nebo genomového sek-
venování. Druhá skupina programů bere 
do úvahy alternativní sestřih transkriptů 
a je vhodná pro sekvenování transkrip-
tomu (RNA-seq). Typickými a  široce 
používanými softwary jsou Tophat2 [20], 
GSNAP [21] nebo QPALMA [22].

Detekce jednonukleotidových 

polymorfi zmů

Analýza jednonukleotidových polymor-
fi zmů (single nucleotide polymorphism 
– SNP) je nezbytná pro získání pepti-
dové prohledávací knihovny, která je 
nutná pro detekci potenciálních muto-
vaných peptidů proteomickými meto-
dami. Hlavním problémem při detekci 
pravých SNP je jejich separace od arte-
faktů vzniklých v průběhu sekvenování, 
příp. v průběhu mapování readů na re-
ferenci  [23]. Existuje několik volně do-

Kvalita vstupních dat je základ

Prvním a zásadním krokem bio infor ma-
tické analýzy u  sekvenace nukleových 
kyselin je kontrola kvality vstupních dat. 
Data jsou nejčastěji obdržena ve formě 
krátkých sekvencí, tzv. readů, přičemž 
kvalita každé báze v sekvenci může být 
odlišná [9]. U sekvenační platformy Illu-
mina se například často setkáváme se 
sníženou kvalitou osekvenovaných bází 
na koncích readů. Za účelem posouzení 
kvality readů byl vyvinutý značný počet 
programů. Příkladem je FastQC  [10], 
který je specifický pro platformu Illu-
mina, nebo NGSQC (next-generation se-
quencing quality control) [11]. Mezi kri-
téria hodnocení kvality náleží zejména 
detekce obsahu sekvenačních adap-
térů, zastoupení nukleotidů GC ve zkou-
maných readech nebo sledování skóre 
kvality získaného ze vstupního sou-
boru. Pokud se kvalita readů na základě 
těchto parametrů ukáže jako nevyho-
vující, je nezbytné provést opatření pro 
zlepšení jejich spolehlivosti, zejména 
ořezání readů, příp. odstranění vybra-
ných readů. Operace ořezávání readů je 
široce používaná za účelem eliminace 
nekvalitních konců readů. K odstranění 
readů se přistupuje při výskytu kontami-
nace sekvenačními adaptéry. Obě ope-
race mohou být samozřejmě kombino-
vány a v důsledku zlepšují kvalitu readů 
pro následné zarovnání na referenční 
sekvenci [2,12].

Volba softwaru pro mapování

Zarovnání readů na referenci (nejčas-
těji referenční genom) tvoří druhý krok 
v rámci bio informatické analýzy sekve-
načních dat. Volba programu určeného 
pro provedený typ sekvenování (exo-
mové nebo celotranskriptomové) je dal-
ším důležitým aspektem, který musí být 
zvážen zejména z  důvodu odlišnosti 
mezi povahou dat poskytnutých sek-
venováním exomů v porovnání se sek-
venováním transkriptomu. Exomová 
sekvenování vycházejí z DNA jako vstup-
ního materiálu, a  tedy v  průběhu ma-
pování není třeba brát do úvahy alter-
nativní sestřih primárního transkriptu 
RNA (pre-mRNA). Ve srovnání s celotran-
skriptomovým sekvenováním, v  jehož 
případě ready obsahují sekvence tran-
skriptu, které mohou být modifi kované 



3S82

KOOPERACE GENOMICKÝCH, TRANSKRIPTOMICKÝCH A PROTEOMICKÝCH METOD V DETEKCI MUTOVANÝCH PROTEINŮ

Klin Onkol 2019; 32 (Suppl 3): 3S78–3S 85

dynamický koncentrační rozsah pro-
teinů ve vzorku a nutnost mít k dispozici 
prohledávací knihovnu.

Výsledky LC-MS/ MS analýzy jsou ob-
vykle zatíženy nedostatečným pokry-
tím sekvence a nízkou efektivitou přiřa-
zení změřených spekter k  teoretickým 
spektrům obsaženým v  prohledávací 
knihovně. Ukázalo se, že až 10 % vysoce 
kvalitních a 65 % MS/ MS spekter s nižší 
kvalitou není vůbec přiřazeno k sekvenci 
proteinu/ peptidu, ze kterého pochá-
zejí  [29]. Genomické/ transkriptomické 
metody umožňují získat prohledávací 
knihovnu šitou na míru pro danou LC-
-MS/ MS analýzu. Přípravou těchto pro-

sekvence pro daný gen, je rovněž na-
výšena pravděpodobnost detekce neo-
peptidů, jelikož program tímto postihuje 
všechny možné podoby výsledného ge-
nového produktu. 

Proteomická analýza mutovaných 

proteinů

Tandemová hmotnostní spektrometrie 
nabízí informace o  genové expresi na 
úrovni proteinů. Získané výsledky po-
skytují vyšší výpovědní hodnotu v  po-
rovnání s genomickými metodami, jeli-
kož přímo popisují efektorové molekuly. 
Mezi největší úskalí LC-MS/ MS patří růz-
norodá ionizovatelnost peptidů, vysoký 

soubor obsahuje výsledky z  analýzy 
SNP poskytnuté např. programem Var-
Scan2 [25] v tabulkovém formátu obsa-
hující pro každé SNP chromozom, pozici 
v rámci chromozomu, referenční a mu-
tantní alelu. Software TransPEM [28] po-
skytuje mutované a  původní sekvence 
všech možných transkriptů daného 
genu. Ve srovnání s manuálním přístu-
pem přináší významnou časovou úsporu 
a rovněž minimalizuje možné chyby pro-
střednictvím kontroly vstupních sou-
borů a  systému hodnocení a  hlášení 
chyb vzniklých v průběhu získávání mu-
tovaných sekvencí proteinů. Jelikož jsou 
generovány všechny možné peptidové 

Obr. 1. Seznam produktových iontů reprezentujících dva vybrané neopeptidy identifi kované prohledávacím algoritmem Protein-

Pilot 4.5.0.0 s vysokou peptidovou konfi dencí (peptidová konfi dence > 99 %). Zelenou barvou jsou vyznačeny produktové ionty spo-
lehlivě identifi kované v LC-MS/MS fragmentačním spektru. Červeně jsou podtrženy produktové ionty, které potvrzují aminokyselinovou 
záměnu a zahrnují ve své aminokyselinové sekvenci mutovanou aminokyselinu. Z obrázku je patrné, že peptidová konfi dence nere-
fl ektuje pravděpodobnost přítomnosti mutace v sekvenci neopeptidů a že fragmentační spektra neopeptidů je nutné po identifi kaci 
zkontrolovat. 

A. Neopeptid IIPTVLMTEDIK (mutace A na P) se třemi 
produktovými ionty (y2, y3, y3 2+), potvrzujícími přítom-
nost mutované aminokyseliny ve zkoumané sekvenci. 

B. Neopeptid VSGSPEQAVEENLSSYFLDR (mutace S na 
F) s osmi produktovými ionty (y4-1, y9 2+), potvrzují-
cími přítomnost mutované aminokyseliny.
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zjistit, jestli jsou neopeptidy unikátní, 
a tedy jestli jejich sekvence není sdílená 
s jinými proteiny. K tomuto účelu je vyu-
žívána funkce peptid/ protein BLAST. Za 
klíčovou součást nově vzniklé proteoge-
nomické platformy považujeme zavedení 
verifi kačního kroku, kterým ověřujeme, 
zda prohledávací algoritmus skutečně 
identifi koval neopeptid s aminokyselino-
vou záměnou. Problémem však zůstává, 
že současné prohledávací algoritmy ne-
poskytují funkci zohledňující množství 
a kvalitu produktových iontů, které přímo 
obsahují mutované/ ou aminokyseliny/ u 
v jejich sekvenci. Pro lepší pochopení pro-

tidy posttranslačně modifikuje na zá-
kladě pravidel defi novaných uživatelem. 
Získaná data LC-MS/ MS analýzy jsou ná-
sledně importována a  zpracována. Po 
dobu jejich zpracování dochází k  přiřa-
zování změřených spekter ke spektrům 
teoretickým, a pokud je mezi spektry na-
lezena dostatečná shoda, je peptid pova-
žován za identifi kovaný. Identifi kované 
peptidy jsou následně přiřazeny k přísluš-
ným sekvencím proteinů. Výsledkem ana-
lýzy dat LC-MS/ MS je seznam identifi ko-
vaných proteinů a  peptidů. V  seznamu 
identifi kací je potřeba vyhledat neopep-
tidy. V následujícím kroku je dále nutné 

hledávacích knihoven (jak bylo popsáno 
výše) je možné zvýšit efektivitu identifi -
kace proteinů pomocí LC-MS/ MS, a do-
konce je možné identifikovat i  pep-
tidy/ proteiny s mutovanou sekvencí. 

Významně z  toho benefitují LC-
-MS/ MS přístupy zaměřené na identifi kaci 
tzv. neopeptidů, které pokrývají mu-
tovanou část sekvence proteinu. Soft-
ware na prohledávání LC-MS/ MS dat 
(např. ProteinPilot, Proteome Discove-
rer) v principu použije prohledávací mu-
tantní knihovnu založenou na genomic-
kých/ transkriptomických datech, kterou 
in silico naštěpí proteázou a vzniklé pep-

Obr. 2. Fragmentační spektrum produktových iontů reprezentující peptid IIPTVLMTEDIK z proteinu EIF4G1

Obr. 3. Fragmentační spektrum produktových iontů reprezentující peptid VSGSPEQAVEENLSSYFLDR z proteinu TACC3.
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dále využitelné v  rámci přípravy pro-
tinádorových vakcín. Je ovšem nutné 
poukázat na skutečnost, že bio logická 
funkce identifikovaných neoantigenů 
musí být dále objasněna jinými mole-
kulárně bio logickými metodami. Identi-
fi kovaný neoantigen s potenciálem pro 
tvorbu neoantigenových protinádoro-
vých vakcín by měl být rozpoznáván 
CD8 T lymfocyty. Rovněž navození efek-
tivní imunitní odpovědi cílené na tumor 
specifi cké neoantigeny je komplikované 
a  vyžaduje zapojení multioborového 
týmu vědců. Dalším důležitým aspek-
tem je, že k navození tumor supresivního 
účinku neoantigenové vakcinace často 
dochází až po kombinaci s jinou formou 
imunoterapie, jako např. anti-PD1 anti-
-CTLA4 bio logická léčba [30,31]. Úspěšná 
proteogenomická identifi kace mutova-
ného peptidu, resp. neoantigenu, tedy 
představuje pouze velmi malý krok k vý-
voji specifi cké terapie.
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blému uvádíme obr. 1, která reprezentuje 
dva neopeptidy identifikované se stej-
nou peptidovou konfidencí s  pomocí 
prohledávacího algoritmu ProteinPilot 
4.5.0.0  (peptidová konfi dence  =  99  %). 
V obr. 1 jsou zeleně vyznačeny m/ z pro-
duktových iontů, které byly spolehlivě 
identifi kovány v MS/ MS spektrech obou 
neopeptidů (obr. 2 a 3). Z hlediska potvr-
zení přítomnosti mutované aminokyse-
liny v sekvenci ovšem neopeptidy nejsou 
rovnocenné a  jejich neopeptidová kon-
fi dence není identická. Je zjevné, že mu-
tace (A na P) v neopeptidu IIPTVLMTEDIK 
potvrzuje jen produktové ionty z y a y 2+ 
série (y2, y3, y3 2+, podtrženy červenou 
barvou; obr.  1A), které jsou navíc velmi 
nespecifické vzhledem k  nízkému m/ z. 
K  opačné situaci dochází u  neopep-
tidu VSGSPEQAVEENLSSYFLDR (S  na F; 
obr. 1B), u něhož vidíme až osm produk-
tových iontů ze série y a y 2+ (y-1, y 2+, 
podtrženy červenou barvou) potvrzující 
mutaci. Z obr. 1A a B je zřejmé, že prav-
děpodobnost správné identifi kace mu-
tací je odlišná u obou neopeptidů a nedá 
se ztotožňovat s peptidovou konfi dencí. 
Z tohoto důvodu doporučujeme při iden-
tifi kaci neopeptidů důkladně kontrolo-
vat fragmentační spektra a zároveň spat-
řujeme potenciál v tvorbě softwaru, který 
by určil neopeptidovou konfi denci a zau-
tomatizoval proces jejího určení.

Závěr

Detailní popis nádorů zprostředkovaný 
vzájemnou kooperací genomických, 
transkriptomických a  proteomických 
metod vede k  účinnější detekci neo-
peptidů a  potenciálně k  výběru účin-
nější protinádorové terapie. Software 
TransPEM [28] zprostředkovává konverzi 
výsledků získaných prostřednictvím SNP 
analýzy do tvaru prohledávací pepti-
dové knihovny, kterou lze následně vy-
užít proteomickými metodami k detekci 
neopeptidů. Software je ovládán pro-
střednictvím příkazové řádky a  v  sou-
časnosti neobsahuje grafi cké uživatelské 
rozhraní. Podrobnější popis softwaru je 
uveden v  manuálu, který je ke stažení 
společně se zdrojovým kódem soft-
waru na webu Recamo.cz [28]. Popisova-
nou kooperací genomických, transkrip-
tomických a  proteomických metod lze 
identifi kovat imunogenní neoantigeny 
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