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1. Úvod 

1.1. Nádorová onemocnění 

Nádorová onemocnění jsou skupinou různorodých chorob, které mohou vzniknout 

z mnoha různých tkání. 

Pro nádorové buňky je typické, že rostou neregulovaně, stimulují vlastní růst 

a neomezené dělení. Dochází k tomu proto, že tyto buňky nejsou schopny reagovat na 

chemické signály, inhibující buněčné dělení. Na rozdíl od jiných zdravých buněk, nádorové 

buňky nepřecházejí do stavu programované buněčné smrti – apoptózy, a nejsou tedy 

následně fagocytovány. Mají zmutované geny, podílející se na buněčném cyklu a jeho řízení 

(tzv. onkogeny).  

Nádorová onemocnění se rozlišují na dva základní typy. Buňky benigního nádoru 

nenapadají tkáně v okolí. Naproti tomu jsou buňky maligního nádoru schopné se uvolňovat 

a následně napadat další okolní tkáně. Tím vytváří sekundární nádory, metastazují (Snustad 

a Simmons, 2009). 

Nejstarší nálezy lidských nádorů jsou odhadovány na stáří 1,7 milionů let. Vyskytly 

se v kostech jihoafrických hominidů (skupina zahrnující lidi a lidoopy) z jižní Afriky (Odes 

a kol., 2016, Saber a kol., 2016). 

Podle údajů z Eurostatu z roku 2012 jsou nádorová onemocnění nejčastější příčinou 

úmrtí v Evropské unii. Během posledních let byl zaznamenán velký pokrok ohledně 

diagnostiky a léčby těchto onemocnění. Přesto ale není veškerá terapie vždy účinná.  

1.2. Klasifikace nádorů 

Rakovina je klasifikována dle tkáně a typu buněk, ze kterých roste. Např. karcinom 

roste z epiteliálních buněk, sarkom z pojivové nebo svalové tkáně. Leukémie vychází 

z hematopoetických buněk. V neposlední řadě existují nádory odvozené od nervového 

systému. Nejčastějšími typy nádorů (kolem 90 %) jsou karcinomy. Je to proto, že 

v epiteliálních buňkách nejčastěji dochází k ovlivnění různými chemickými či fyzikálními 

vlivy, které způsobují rakovinu (Alberts, 2002). 
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1.3. Léčba 

1.3.1. Chirurgické odstranění nádoru 

Metoda chirurgického odstranění nádoru patří mezi nejstarší metody léčby (Eedy, 

2003). Ještě ve dvacátých letech 20. století to byl jediný známý způsob léčby nádorů 

(Klener, 2013). Řadí se mezi metody komplexní terapie a zahrnuje několik typů. Jeden 

z nich je radikální typ operace, kdy je nádor kompletně odstraněn tak, aby v těle pacienta 

nezůstaly zbytky nádorové tkáně. Paliativní typ může být definitivním nebo jen dočasným 

řešením léčby. Při diagnostických operacích je získána tkáň pro biopsii. Mezi další typy se 

řadí rekonstrukční a preventivní operace. Za pomoci chirurgie se dají odstranit i některé 

metastázy (Koutecký, 1997). 

1.3.2. Radioterapie 

Při radioterapii působí na nádor tok fotonů nebo elektronů, čímž dochází k zničení 

nádoru (Strojan, 2010). Problém radioterapie spočívá v působení záření nejen na nádorovou, 

ale také na zdravou tkáň, čímž vznikají sekundární zhoubné nádory (Bostrom a a Soloway, 

2007). Proto se tato metoda často využívá v kombinaci s chirurgií nebo chemoterapií 

(Strojan, 2010). V posledních letech dochází k rychlému rozvoji protonové terapie, založené 

na použití protonů urychlených pomocí cyklotronu nebo synchrocyklotronu. Vedlejší účinky 

této terapie jsou nižší (Kubeš, 2013). 

1.3.3. Chemoterapie 

Mezi další významné léčebné metody se řadí chemoterapie. Začala se používat ve 

čtyřicátých letech 20. století a v šedesátých letech patřila mezi hlavní léčebné metody 

(Klener, 2013). I přes veškerý pokrok této metody existuje řada omezení, především kvůli 

toxicitě chemoterapeutik. Momentálně je chemoterapie poskytována např. intraperitoneálně, 

tepennou infuzí a dalšími způsoby (Martins, 2009). 

Problém chemoterapie spočívá ve správném zacílení léku. Chemoterapeutika totiž 

působí jak na dělící se nádorové, tak i na zdravé buňky. Jak radioterapie, tak chemoterapie 

jsou využívány v závislosti na typu léčby – předoperační, pooperační a souběžné. Spojení 

odlišných typů léčby má v některých případech vyšší účinek. Nádor je tak méně odolný, než 

v případě, kdy se použije jeden samostatný léčebný postup. Komplexní léčebný přístup je 

tedy výhodnější.  
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Chemoterapeutika mají specifický účinek na některou z částí buněčného cyklu, nebo 

můžou ovlivnit celý buněčný cyklus (Baudino, 2015). 

Chemoterapie působí proti mnoha malignitám, ale má také vedlejší účinky, jako je 

např. alopecie (vypadávání vlasů) nebo myelosuprese (Gerber, 2008). 

1.3.4. Imunoterapie 

Mezi další možnosti léčby patří imunoterapie. Tato metoda vznikla v průběhu 

sedmdesátých let minulého století. Imunoterapie využívá protinádorovou imunitu. Imunitní 

mechanismy se také dají využít k tomu, aby směřovaly léčiva cíleně do místa výskytu 

nádoru. Imunoterapie je často používána spolu s dalšími možnostmi léčby. Výhoda 

imunoterapie spočívá ve vysoce selektivním ničení nádorových buněk. Mnoho postupů, 

založených na imunoterapii, je prováděno v rámci klinických studií (Klener, 2013, Hořejší, 

2013).  

1.3.5. Hormonální terapie 

Na vzniku a růstu některých nádorů se mohou podílet také steroidní hormony. V roce 

1836 vznikly první domněnky v souvislosti menstruačního cyklu a růstem karcinomu prsu. 

Později se zjistilo, že některé hormony ovlivňují např. růst karcinomu štítné žlázy. 

Hormonální terapie pokročila především díky objevům v molekulární biologii. Kombinace 

hormonální léčby s chemoterapeutickou léčbou může výrazně zvýšit šanci na uzdravení 

(Klener, 2013). 

1.3.6. Cílená (targetová) terapie nádorů 

Cílená terapie představuje v posledním desetiletí výrazný pokrok v léčbě a mění 

mnoho onkologických postupů. Nevykazuje tolik hematologické toxicity jako tradiční 

chemoterapie. Může se využít proti mnoha typům rakoviny, jako je např. rakovina plic, 

slinivky břišní nebo leukémie (Gerber, 2008). Zvyšuje remisi a pomáhá zvýšit celkovou 

dobu života. Také má kladný vliv na účinky cytostatik. Nepoškozuje ovšem DNA 

a nesnižuje množství nádorové masy (Mladosievičová, 2014).  

V rámci této terapie se využívají léky, které inhibují růst, zvyšují buněčnou smrt 

a inhibují šíření nádoru (Baudino, 2015). Působí na tzv. „molekulové cíle“, pro které je 

typická např. jejich zvýšená exprese či mimořádné kvalitativní odlišnosti od zdravé tkáně 

(Mladosievičová, 2014). 
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Při léčbě je nutný individuální přístup. Cílená terapie totiž může být efektivní 

u pacienta, který má dané molekulové cíle. Zatímco u pacienta, který konkrétní molekulové 

cíle nemá, určitá terapie nebude fungovat. Na tomto rozdílu má podíl mnoho faktorů, 

především pohlaví, etnicita a histologie nádoru (Gerber, 2008). 

Tato terapie se neuplatňuje na široký nádorový základ, ale na konkrétní molekulární 

změny, specifické pro danou rakovinu. Mnoho cílených terapií je ve fázi preklinických 

a klinických studií (Baudino, 2015).  

Mezi významný problém cílené terapie patří obrovský počet možných molekulových 

cílů, které jsou často uspořádané v komplikovaných a málo prozkoumaných strukturách. 

Dané cíle také musí být ovlivněné ve správnou dobu. Cílená protinádorová látka je totiž 

schopna působit na nádor různými účinky v odlišných fázích nádoru. Za pomoci této terapie 

se pacient může úplně vyléčit, mít prodlouženou dobu života, nebo je možné nádor 

stabilizovat a snížit symptomy onemocnění. Také ale může dojít i k navození toxicity 

různého stupně. 

Cílená léčba se prolíná s mnoha celulárními procesy, mezi které se řadí např. inhibice 

sebeobnovy, zabránění neovaskularizace nádorů, indukce apoptózy, inhibice invazivity 

a metastazování či aktivace imunitního systému ke zničení nádoru (Mladosievičová, 2014). 

Nevýhodou jsou možné vedlejší účinky, jako např. srdeční dysfunkce, trombóza, hypertenze 

atd. (Gerber, 2008). 

1.4. Možnosti cílené terapie 

Cílená terapie působí jak na nádor samotný, tak i na metastázy. (Baudino, 2015). 

Mezi nejvýznamnější typy této terapie patří monoklonální protilátky, nízkomolekulární 

inhibitory kináz, blokátory angiogeneze, inhibitory proteazomu, interferony a interleukiny. 

1.4.1. Monoklonální protilátky (mAbs) 

Vývoj monoklonálních protilátek během posledních 20 let významně pokročil, 

především díky výraznému pokroku biotechnologií. První mAbs se vyráběly imunizací myší 

cílovými antigeny. Vzniklé myší mAbs byly ovšem vysoce antigenní pro lidi. Pacienti léčení 

těmito protilátkami často vytvářeli protilátky proti myším imunoglobulinům, což mohlo 

neutralizovat efekt terapeutika (Gerber, 2008). Proto se dále vyvinuly různé typy protilátek, 

obsahující odlišný poměr myších a lidských komponent. Tyto protilátky se dělí na 
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chimérické (-ximab, humánní z 65 %), humanizované (-zumab, humánní z 95 %) a plně 

humánní (-mumab, humánní ze 100 %) (Carter, 2001). 

Humanizované protilátky jsou bezpečnější a účinnější, dále je pro ně typické velmi 

nízké nebezpečí reakcí vztahujících se k alergii. Schopnost léčby pomocí monoklonálních 

protilátek je ovlivněna existencí a formou daných receptorů (v případě nefunkčnosti 

receptorů není protilátka schopná správně působit na nádor). U velkých protilátkových 

molekul nastává problém v případě průniku přes hematoencefalickou bariéru. 

(Mladosievičová, 2014). 

Pro monoklonální protilátky je typická molekulová hmotnost kolem 150 000 Da. 

Ovlivňují především extracelulární komponenty a receptor vázající domény. Protein těchto 

protilátek je rozkládán v gastrointestinálním traktu, proto musí být podávány intravenózně 

(Gerber, 2008). 

1.4.1.1. Farmakologické mechanismy monoklonálních protilátek 

Terapeutický efekt mAb je ovlivněn typem cíle v nádorovém růstu. Terapeutické 

odpovědi jsou umožněny Fab nebo Fc fragmenty protilátek. Mezi hlavní farmakodynamické 

mechanismy mAbs v onkologii se řadí inhibice buněčné signalizace, ADCC (na protilátkách 

závislá buněčná cytotoxicita), ADCP (na protilátkách závislá buněčná fagocytóza), CDC (na 

komplementu závislá cytotoxicita) a využití imunokonjugátů. 

 Inhibice buněčné signalizace 

MAbs mají různé účinky na buněčné signální dráhy. Jedním z možných účinků je 

neutralizace rozpustných signálních faktorů (př. VEGF – vaskulární endoteliální růstový 

faktor, HGF - růstový faktor hepatocytů). Dalším účinkem je vazba na povrchové buněčné 

receptory a jejich následná blokace. Také může dojít ke snížení exprese povrchových 

buněčných receptorů (Glassman a Balthasar, 2014). K inhibici buněčné signalizace není 

většinou potřeba Fc dependentních efektorových mechanismů (Fan a kol., 1993). 

 ADCC (na protilátkách závislá buněčná cytotoxicita) 

Při ADCC je monoklonální protilátka navázána na buňku nádoru, tím je nádorová 

buňka označena. Následně je rozpoznána zabíječskými buňkami – killer cells, ze které do 

nádorové buňky proniknou toxické látky a dojde k apoptóze – regulované buněčné smrti. 

Tento děj se nazývá ADCC (Mladosievičová, 2014, Klener, 2013). 
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 ADCP (na protilátkách závislá buněčná fagocytóza) 

Navázání protilátky stimuluje fagocytózu označených buněk. Hlavní roli v těchto 

procesech hrají makrofágy (Gul a van Egmond, 2015). 

 CDC (na komplementu závislá cytotoxicita) 

Průběh CDC probíhá následovně: protilátka se naváže na povrch cílových buněk. Fc 

doména protilátky se pak může vázat na rozpustný C1q (C1q je součást proteinu C1 

(Hořejší, 2013)), což vede stimulaci komplementárních drah a nakonec ke smrti buněk  

 Imunokonjugáty 

Imunokonjugáty jsou konjugáty účinných cytotoxických látek s protilátkami. 

Rozeznáváme tři typy: ADCs, imunotoxiny a radioimunotoxiny. (Glassman a Balthasar, 

2014). Všechny 3 typy slouží k tomu, aby byl toxin dodán do nádorové buňky, a aby byla 

zajištěna vysoká účinnost léku spolu s nízkou toxicitou (Gerber a kol., 2013, Lin a Tibbitts, 

2012). 

ADCs využívají různé typy nízkomolekulárních chemoterapeutik jako toxických 

činidel. Jedná se o chemoterapeutika, která v nekonjugované formě vykazují nepřijatelné 

farmakokinetické či toxické vlastnosti. 

Imunotoxiny využívají velmi silné bakteriální a rostlinné toxiny proti nádorovým 

buňkám. V klinickém vývoji je imunotoxin anti-CD22. CD22 je antigen, exprimovaný v B-

linii blastocytů akutní myeloidní leukémie (Wayne a kol., 2011). CD znamená „cluster of 

differentiation“, tedy diferenciační antigen (Hořejší, 2013).  

Radioimunokonjugáty využívají mAbs pro dodání radionuklidů do nádorových 

buněk. Mezi schválená činidla se řadí 
90

Y (záření β) a 
131

I (záření γ) (Sharkey a kol., 2009). 

Mnoho imunokonjugátů je testováno v klinických a preklinických studií. 

1.4.2. Tyrosinkinázy 

Tyrosinkinázy se řadí mezi proteinkinázy a hrají důležitou roli ve fosforylaci, tedy 

v přenosu fosfátové skupiny z ATP na tyrozinové zbytky v proteinech. Díky tomuto procesu 

dochází ke konformačním změnám proteinu, které mají vliv na funkci proteinu, na lokalizaci 

proteinu v buňce nebo na interakci s dalšími proteiny. Tyrosinkinázy působí v signálních 

drahách. V těchto drahách jsou extracelulární signály transportovány skrz plazmatickou 

membránu a mohou vést až do jádra. V jádře se mohou tyto signály podílet na expresi 
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cílových genů (Radha a kol., 1996). Fosforylace proteinů patří mezi nejdůležitější procesy 

v buněčné regulaci. Existují dva typy tyrosinkináz, a to membránově vázané (tj. 

tyrosinkinázové receptory, RTKs) a volné v cytoplazmě (tj. nereceptorové tyrozinkinázy, 

nRTKs). 

1.4.2.1. Strutura a funkce tyrosinkinázových receptorů 

Tyrosinkinázové receptory (RTKs) jsou složeny z extracelulární domény interagující 

s ligandem, transmembránové domény a intracelulární kinázové domény (Hubbard a Till, 

2000, Watson, 1984). 

Regulace RTK aktivity patří mezi hlavní buněčné procesy. Pokud dojde k narušení 

této regulace, tak jsou nádorové buňky následně schopné nekontrolovatelného růstu. (Tsai 

a Nussinov, 2013). Abnormální RTK aktivace vede k vývoji různých typů rakoviny. Důvody 

této aktivace mohou být např. nadměrná exprese receptoru, chromosomální translokace, 

genová amplifikace, mutace nebo snížení exprese receptoru (Haglund a kol., 2007, Abella 

a Park, 2009). Byly identifikovány RTKs, které jsou nadměrně exprimovány v nádoru 

a regulují mnoho funkcí nádorových buněk (např. růst, komunikaci nádorových buněk 

s mikroprostředím nádoru).  

RTKs mají důležitou úlohu v cílené léčbě rakoviny (Krause a Etten, 2005). 

Fosforylace RTKs je klíčová pro signální transdukci, funkci a regulaci buněčné aktivity 

(Shah a kol., 2013). Je známo 58 RTKs, z toho jich je 30 potřebných pro onkogenezi 

v různých typech nádorů (Weinstein, 2000). Většina onkogenních RTKs se nevyskytuje 

v normálních tkáních. Mnoho RTKs je hyperaktivních v maligních buňkách (Robertson 

a kol., 2000). 

1.4.2.2. Nízkomolekulární inhibitory tyrosinkinázových receptorů 

Tyrosinkinázové inhibitory (TKIs) patří mezi nízkomolekulární organické látky 

a blokují životně důležité dráhy, které jsou nutné k přežití buněk. TKIs jsou schopny 

translokace skrz plazmatickou membránu. Poté inhibují katalytickou aktivitu intracelulární 

TK domény u tyrosinkinázového receptoru. Princip inhibice spočívá v zásahu do vazby ATP 

na substrát (Johnson, 2009). 
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1.4.2.3. Přehled významných inhibitorů tyrosinkinázových receptorů 

 Receptory pro epiteliální růstové faktory (EGFRs) a specifické selektivní TKIs  

Receptory pro epiteliální růstové faktory (EGFRs) jsou rodinou čtyř strukturně 

podobných RTKs. Tato rodina hraje významnou roli v regulaci buněčné proliferace, 

diferenciace a přežití. Při fyziologických podmínkách se specifický rozpustný ligand 

(epiteliální růstový faktor, EGF) váže na extracelulární oblast EGFR. Následná homo-

/heterodimerizace s dalšími molekulami vede k fosforylaci specifických tyrosinových zbytků 

uvnitř intracelulární domény (Ono a Kuwano, 2006). 

EGFRs jsou abnormálně aktivované různými mechanismy. Mezi tyto mechanismy 

patří zvýšená exprese receptoru, mutace, na ligandu závislá dimerizace receptoru nebo na 

ligandu nezávislá stimulace. EGFRs jsou asociovány s vývojem nádorů, např. 

s nemalobuněčným karcinomem plic (NSCLC) (Robinson a Sandler, 2013), nebo 

s rakovinou pankreatu (Burtness, 2007). Exprese EGFRs je typická pro většinu maligních 

onemocnění (Herbst, 2004). 

Specifická/selektivní inhibice EGFRs je jeden z vhodných přístup v léčbě rakoviny. 

 Receptory pro vaskulární endotelové růstové faktory (VEGFRs) a anti-angiogenní 

TKIs 

Pro VEGF rodinu je typická zvýšená exprese v různých solidních nádorech. VEGFs 

se váží na nádorové receptory vaskulárního endotelia (VEGFRs) a indukují angiogenezi 

(regulovaný proces novotvorby krevních cév). Vybrané inhibitory tyrosinkinázových 

receptorů VEGFRs (VEGFR-TKIs, např. vatalanib, tivozanib) se podílí na inhibici nádorové 

angiogeneze (Jones a kol., 2011, Eskens a kol., 2011). 

 Receptory pro růstové faktory trombocytů (PDGFRs) a specifické selektivní TKIs 

PDGFRs jsou exprimovány pouze ve fibroblastech, v buňkách hladké svaloviny, 

v plicích a v pericytech cévní stěny. Zvýšená exprese a aktivita PDGFR byla prokázána 

v mnoha maligních onemocněních, včetně NSCLC a gliomů (Heinrich a kol., 2012). 

PDGFRs stimulují signální dráhy, které jsou zapojeny v mnoha buněčných 

a vývojových odpovědích (Andrae a kol., 2008). Všechny schválené inhibitory 

tyrosinkinázových receptorů PDGFR (PDGFR-TKIs) působí na více cílů. Nejznámější 

PDGFR-TKI je imatinib, který se používá od roku 2000 jakožto první látka v oblasti cílené 

nádorové terapie (Klener, 2013). Několik inhibitorů je v preklinickém a klinickém testování. 
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 Receptory pro růstové faktory fibroblastu (FGFRs) 

FGFR rodina je tvořena čtyřmi členy (FGFR1-4). Po vazbě ligandu na FGFR dojde 

k aktivaci signálních kaskád, důležitých pro proliferaci, angiogenezi, migraci a přežití 

nádoru (Liang, 2012). Většina inhibitorů  tyrosinkinázových receptorů FGFR (FGFR-TKIs) 

působí na více cílů. Část těchto inhibitorů je v preklinickém testování. 

 FMS-like tyrosin-kinázy 3 (FLTs3)     

FLTs3 patří mezi cytokinové receptory a jsou exprimovány v mnoha 

hematopoetických progenitorových buňkách. Signalizace FLT3 je potřebná pro normální 

vývoj hematopoetických a progenitorových buněk (Naoe a Kiyoi, 2004). FLT3 genová 

mutace je nejčastější mutací v akutní myeloidní leukemii (AML) (Yamamoto a kol., 2001).  

Existuje několik FLT3-TKIs jakožto terapeutických léků. Tyto léky jsou především pro 

pacienty s AML, kteří mají zároveň mutaci ve FLT3. 

1.4.3. Inhibice sebeobnovy 

V lidském těle se nachází mnoho typů buněk v nejrůznějším stupni diferenciace. 

Diferenciace buněk je umožněna mnoha transkripčními faktory, které jsou závislé na 

signálech z mikroprostředí konkrétní tkáně. Tyto signály jsou přenášeny do buňky za pomoci 

receptorů a signálních kaskád. Čím častěji probíhá u buňky diferenciace, tím více se snižuje 

její proliferační schopnost a dochází k buněčnému stárnutí. Následně jde buňka do apoptózy. 

Proliferace je proces charakteristický omezeným množstvím dělení buněk, které se 

diferencují. 

Sebeobnova je typická pro kmenové buňky. Pokud kmenová buňka přejde do stádia 

diferenciace, tak se její schopnost sebeobnovy ztrácí. 

Schopnost sebeobnovy spolu s proliferací a diferenciací jsou tedy úzce provázané 

biologické procesy. 

Mezi základní charakteristiky nádorů patří patologická nekonečná sebeobnova 

kmenových buněk. Proto u nádorů dochází k různým abnormalitám v rámci diferenciace 

a proliferace. Velké množství cytostatik a cílených léčiv působí především na proliferující 

buňky. Kmenové buňky, které se nachází většinou v klidové fázi (bez schopnosti 

proliferace), jsou rezistentní vůči chemoterapeutikům. Tato vlastnost kmenových buněk je 

pravděpodobně příčina relapsů nemoci u mnoha malignit. Jedním z možných typů léčby je 

zacílení na kmenové buňky a jejich sebeobnovu (Klener, 2013). 
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1.4.4. Inhibice signálních kaskád ovlivňujících regulaci sebeobnovy 

Mezi významné signální dráhy, regulující sebeobnovu u kmenových buněk, patří 

např. Wnt, Hedgehog, Notch, TNF, TGF-β, BMI-1 a další. Deregulace těchto drah je jednou 

z příčin vzniku nádoru u myšího modelu (Wicha a kol., 2006). Změna v těchto drahách má 

za následek vznik nádoru i u lidí (Karhadkar a kol., 2004). 

1.4.4.1. Signální dráha Wnt 

Signální dráha Wnt se podílí na řízení mnoha procesů v embryonálním vývoji. Mezi 

tyto procesy patří především dělení buněk, jejich růst, migrace a v neposlední řadě také 

sebeobnova kmenových buněk nádoru. Významnou složku Wnt dráhy tvoří rodina 

19 sekretovaných glykoproteinů (Papkoff a kol., 1987). Díky těmto glykoproteinům dochází 

ke spuštění dvou typů drah – kanonické a nekanonické signální dráze. Kanonická dráha má 

vliv na buněčné dělení a nekanonická dráha se podílí na buněčném pohybu (Katoh a Katoh, 

2007). 

Regulace dráhy Wnt je řízena inhibitory Wnt. Tyto inhibitory chybí u nádorových 

buněk (Filipovich a kol., 2011). Proto se používají analogy Wnt inhibitorů, mající 

terapeutický vliv v léčbě nádorů. Jednou ze skupin známých inhibitorů je skupina proteinů 

sFRP (human secreted frizzled-related protein). Pokud se tyto proteiny navážou na receptor 

Frizzled (součást dráhy Wnt), tak dojde k utlumení kanonické a nekanonické dráhy (Dann 

a kol., 2001). Za pomoci sFRP lze léčit např. mnohočetný myelom (Bodine a kol., 2009). 

Dělení buněk u některých nádorů lze potlačit za pomoci Wnt protilátek. Např. anti-

Wnt-1 protilátka omezuje funkci dráhy Wnt-1 v buňkách nádoru a umožnuje apoptózu těchto 

buněk (He a kol., 2004). 

1.4.4.2. Signální dráha Notch 

Notch je signální dráha, která se podílí na embryogenezi, reguluje sebeobnovu 

kmenových buněk a má podíl na jejich diferenciaci. Notch signály jsou také důležité 

v mezibuněčné komunikaci. Pokud se na receptor Notch naváže ligand, tak se odštěpí 

intracelulární část receptoru (Notch-IC). Toto odštěpení probíhá za pomoci enzymu gama-

sekretázy. Gama-sekretáza je tedy hlavní intracelulární faktor podílející se na aktivaci dráhy 

Notch.  Notch-IC je translokován do jádra, kde se podílí na regulaci aktivity transkripčních 

faktorů včetně exprese cílových genů (Klener, 2013). 
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Změny v regulaci dráhy Notch vedou ke zvýšenému riziku vzniku nádorů. Tento fakt 

byl popsán u mnoha nádorů, např. u slinivky (Miyamoto a kol., 2003), svalového 

rabdomyosarkomu (Raimondi a kol., 2012), prostaty (Santagata a kol., 2004) nebo 

u hematologických malignit, jako např. mnohočetný myelom (Houde a kol., 2004). 

Jedním z možných způsobů inhibice Notch jsou inhibitory gama-sekretázy, např. 

inhibitor MK-0752. Dalším možným inhibitorem je látka PF-03084014 (Klener 2013). 

1.4.4.3. Signální dráha Hedgehog (HH) 

Signální dráha HH má podíl na embryogenezi a zároveň na buněčném dělení nebo 

diferenciaci. Porucha této dráhy vede např. ke vzniku kožního bazocelulárního karcinomu 

(Hutchin a kol., 2005). 

Mezi první objevené inhibitory této dráhy se řadí cyklopamin, což je rostlinný 

alkaloid. Pokud se tato látka naváže na receptor Smoothened (tj. receptor dráhy HH), tak 

dojde k blokaci signalizace dráhy HH (Chen a kol., 2002). 

Inhibice HH může být umožněna také protilátkami, což bylo prokázáno např. díky 

polyklonální protilátce anti-Patched1. Tato protilátka se podílí na inhibici dělení buněk 

nádoru slinivky (Nakamura a kol., 2007). 

1.4.4.4. Signální dráha TGF-β 

TGF-β (transforming growth factor beta) je cytokin, který se podílí na mnoha 

funkcích buněk. Mezi tyto funkce patří např. apoptóza, angiogeneze nebo regulace 

imunitního systému (Levy a Hill, 2006). Signalizace za pomoci TGF-β má antiproliferační 

vliv na buňky v normálních tkáních.  Ovšem u nádorů může být signální dráha TGF-β 

patologicky změněna, čímž dojde k výraznému vývoji nádorových buněk (Klener, 2013). 

Mezi možné způsoby inhibice signální dráhy TGF-β patří protilátky, které snižují 

pravděpodobnost vzniku vazby mezi ligandem a receptorem. Např. protilátka 1D11 je 

schopna potlačit rakovinu plic v myším modelu (Nam a kol., 2006). 

Jedním z dalších způsobů inhibice dráhy TGF-β jsou nízkomolekulární inhibitory. 

Např. inhibitor SB-431542 je látka, která se podílí na blokaci proliferace buněk 

u nitrolebních nádorů – gliomů (Hjelmeland a kol., 2004) nebo u osteosarkomů (Matsuyama 

a kol., 2003). 
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1.4.5. Apoptóza 

Apoptóza je programovaná buněčná smrt, řízená různými biochemickými 

a genetickými dráhami. Tyto dráhy hrají důležitou roli ve vývoji a homeostáze u normálních 

tkání. Apoptóza přispívá k eliminaci nepotřebných buněk a je důležitá pro zachování 

rovnováhy mezi přežitím buněk a jejich smrtí (Cotter, 2009). Neschopnost apoptózy může 

vést k rakovině.  

DNA obsahuje kontrolní body, které se podílí na správném buněčném cyklu. Pokud 

jsou tyto body poškozeny, tak buňky se zničenou DNA přejdou do apoptózy, díky čemuž se 

zablokuje karcinogeneze (Halazonetis a kol., 2008, Negrini a kol., 2010). Apoptopické 

signály pomáhají zajistit integritu genomu (Fulda, 2010). Pokud ovšem dojde k poruše 

regulace apoptopických drah, tak je zde větší riziko vzniku rakoviny a následně i větší 

rezistence rakoviny na léčbu. Únik od apoptózy tedy patří mezi významné znaky rakoviny 

(Hanahan a Weinberg, 2000). 

1.4.5.1. Defekty apoptózy a rakovina 

Defekty v apoptopických mechanismech jsou důležité v nádorové patogenezi. 

Umožňují nádorovým buňkám přežít déle než normální buňky, dále poskytují nádorovým 

buňkám ochranu před oxidačním stresem a hypoxií (nedostatek O2) během expanze 

nádorové masy. Tyto faktory poskytují čas pro akumulaci genetických alternativ, které 

deregulují buněčnou proliferaci, podporují angiogenezi a zvyšují invazivitu během nádorové 

progrese (Reed a kol., 1998). 

Nenádorové buňky mají DNA reparační systém. Defekty v DNA reparaci a/nebo 

v chromosomální segregaci spustí smrt buněk jako obranný mechanismus. Následně jsou 

geneticky poškozené buňky odstraněny (Ionov a kol., 2000). 

Existují různé mechanismy, jak nádorové buňky potlačují apoptózu. Mezi takové 

mechanismy patří exprese apoptopických proteinů, např. Bcl-2. Dalším mechanismem je 

snížená regulace nebo mutace proapoptopických proteinů (např. protein BAX). Exprese Bcl-

2 a BAX je regulována tumor supresorovými geny (Miyashita a kol., 1994). 

Apoptopické defekty umožňují epitelovým buňkám přežít v suspendovaném stavu 

bez spojení s extracelulární matrix. Tento fakt umožňuje vznik metastáz (Frisch a Screaton, 

2001). Apoptopické defekty podporují i rezistenci vůči imunitnímu systému včetně 

cytotoxických T-buněk (CTL) a NK buněk (natural killers) působících na nádor (Tschopp 
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a kol., 1999). Apoptopické defekty asociované s rakovinou mají roli v rezistenci na 

konvekční léčbu (chemoterapie a radioterapie), což vyžaduje vyšší dávky protinádorové 

terapie (Makin a Hickman, 2000). 

Lepší pochopení apoptopických mechanismů a jejich deregulaci v nádorech 

umožňuje vývoj dalších cílených léčiv, které indukují apoptózu v nádorových buňkách. 

1.4.5.2. Molekulární cílená terapie a apoptóza 

V lidských nádorech je prokázána exprese inhibitorů apoptózy (Kaufmann a Vaux, 

2003). Objev různých léčebných metod proti mnoha typům rakoviny významně pokročil. 

Některé nové terapeutické látky jsou schopné indukovat apoptózu. Díky těmto nadějným 

látkám by bylo možné řídit rezistenci nádoru na konvekční léčbu (Meiler a Schuler, 2006). 

Dané látky by se mohly používat samostatně nebo v kombinaci s konvekční léčbou. 

Některé práce se zaměřují na Bcl-2 rodinu proteinů (potlačujících apoptózu) 

a modifikují jejich aktivitu, čímž dochází k ničení nádorových buněk (Patel a kol., 2009). 

 Zacílení na smrtící receptory (death receptors) 

Apoptopická dráha je spuštěna tzv. smrtícími ligandy, které se vážou na smrtící 

receptory. Mezi zmíněné ligandy patří TNF- α (cytokin s proapoptopickou aktivitou) nebo 

FAS ligand (FASL, přes který se přenášejí signály, vedoucí ke vzniku kaskády reakcí 

a následně k apoptóze) (Klener, 2013). 

 Inhibice Bcl2 

Antiapoptopické Bcl2 proteiny mají významnou funkci v regulaci buněčné smrti. 

Bylo syntetizováno mnoho látek, napodobujících Bcl2 z BH-3 skupiny. Tyto syntetizované 

látky se nazývají BH-3 mimetika a vykazují protinádorové proapoptopické účinky. Některé 

z BH-3 mimetik jsou charakteristické vysokou afinitou k Bcl-2, nebo mají inhibiční účinek 

na Bcl-2 (Klener, 2013). 

1.4.6. Inhibice angiogeneze 

Angiogeneze je proces novotvorby krevních cév. Tento proces je velmi regulovaný. 

Mezi nejdůležitější angiogenní růstové faktory patří VEGF-A (vaskulární endoteliální 

růstový faktor A), který stimuluje endoteliální buňky. Stimulace probíhá přes receptor 

VEGFR-2 nebo přes VEGFR-1 (Pepper a kol., 1992). VEGF je zvýšeně exprimován ve 

většině solidních nádorů. 
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Mezi funkce VEGF patří také indukce endoteliálních netěsností, což vede ke zvýšené 

transdukci a k podpoře nádorové buněčné transendoteliální migrace in vitro. Tyto efekty 

mohou být potlačeny monoklonální protilátkou anti-VEGF bevacizumab, která patří mezi 

první schválené antiangiogenní látky (Prager a kol., 2010, Klener, 2013). Anti-VEGF terapie 

pomohla např. u pacientů s kolorektální rakovinou (Grothey a kol., 2008). 

1.5. Pasivní targeting 

V prostředí nádoru se vyskytují abnormální anatomické a fyziologické principy. Díky 

nekontrolovatelnému růstu nádorových buněk a sekreci angiogenetických faktorů dochází ke 

vzniku vysoce dezorganizovaného cévního prostředí a k přetížení extravaskulárního 

prostředí.  

Z nádorových buněk jsou uvolňovány angiogenní faktory, které řídí stavbu stěny 

a morfologii krevních cév (Bates a kol., 2002). Nádorové cévy jsou přerušované a velmi 

fenestrované (Carmeleit a Jain, 2011). Stupeň fenestrace a zvýšené permeability cév závisí 

na typu rakoviny, na její fázi a implantaci (Hobbs a kol., 1998, Hashizume a kol., 2000). 

Nepravidelnosti, které se vyskytují při stavbě nádorových cév, narušují proudění krve a 

hydrostatický tlak v cévách. (Carmeleit a Jain, 2011, Jain a Stylianopoulos, 2010). Další 

problém je proliferující masa nádorových buněk, která způsobuje tlak na jiné cévy a zhoršuje 

průtok krve (Padera a kol., 2004). 

1.5.1. Pasivní targeting - EPR efekt (Efekt zvýšené permeability a retence) 

Cílená léčiva mohou využít tzv. EPR efektu. EPR efekt byl poprvé objeven v roce 

1984 (Konno a kol., 1984). Základem EPR efektu je patologicky zvýšená permeabilita 

nádorového cévního systému, díky čemuž mohou velké částice (10-300 nm) proniknout do 

intersticia nádoru (Kobayashi a kol., 2013).  

1.5.1.1. Zvýšená permeabilita 

V nádorovém prostředí probíhá angiogeneze, při které vznikají cévy, tvořené 

nesouvislým epitelem. Cévy v nádoru jsou tedy fenestrované v rozsahu 200-2000 nm 

v závislosti na typu, lokalizaci a okolí nádoru (Hobbs a kol., 1998). Fenestrace cév tak 

poskytne možnost extravazace tekutin a molekul do intersticia nádoru. 
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1.5.1.2. Zvýšená retence 

V normálních tkáních je extracelulární tekutina konstantně vypouštěna do 

lymfatických cév. To umožňuje stálý odtok a obnovu intersticiální tekutiny, dále návrat 

extravazantních roztoků a koloidů zpět do oběhu. 

V nádorech je lymfatická funkce defektivní, koloidy se nemůžou vrátit do oběhu 

a akumulují se v nádorovém intersticiu. 

1.5.1.3. Faktory ovlivňující EPR efekt 

Mezi faktory ovlivňující EPR efekt patří zejména extravazace koloidů z krve a jejich 

difuze do tkáně. Dalším faktorem je interakce koloidů s extracelulárními či intracelulárními 

cíli v prostředí nádoru. Tyto faktory jsou ovlivněny především typem nádoru, složením 

nádorové tkáně a kompozice nádoru. 

Na extravazaci koloidů z cirkulace se podílí především koncentrace koloidů v krvi 

a relativní propustnost cévní stěny pro makromolekuly. 

1.5.1.4. Blokace VEGF-R2 

Alternativou vedoucí ke zlepšení EPR efektu může být také normalizace krevních 

cév. Např. v modelu karcinomu, ve kterém došlo k blokaci VEGF-R2, tak byla 

prokázána lepší penetrace některých léků (Chauhan a kol., 2012). 

1.6. Aktivní targeting 

Aktivního targetingu se dá dosáhnout tak, že se vytvoří nanočástice, které EPR 

využívají a navíc na povrchu nesou specifické ligandy či protilátky (nebo proteiny, nukleové 

kyseliny, sacharidy…(Saha a kol., 2010)). Díky tomu dojde k dokonalejšímu zacílení na 

prezentované nádorové proteiny, lipidy či sacharidy (Yu a kol., 2010, des Rieuf a kol., 

2013). Nanočástice pak v sobě mohou nést buď obecně cytotoxickou látku, nebo cytotoxicky 

působící sloučeninu s vyšším zacílením na mechanismy, které jsou pro nádor 

charakteristické a které se liší od zdravé tkáně. 

Účinnost strategie aktivního targetingu je ovlivněna fyzikálně-chemickými 

vlastnostmi, jako hustota ligandu (Gu a kol., 2008) nebo velikost nanočástic (Jiang a kol., 

2008). 
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1.7. Fosfatidylserin (PS) 

Úkolem protinádorových léků je zničit nádorové buňky, ale neoslabit normální 

buňky. Proto je podstatné znát rozdíly mezi nádorovými a normálními buňkami. 

Jednou z cest, jak zacílit protinádorovou léčbu, je fosfatidylserin (PS). PS je 

fosfolipid s negativním nábojem. Tento náboj je způsoben vazbou serinu na fosfátovou 

skupinu (Kay a Grinstein, 2011). 

V 50. letech minulého století byla popsána jeho stavba (Baer a Maurukas, 1955). PS 

tvoří 2-10% z celkového množství fosfolipidů vyskytujících se v plasmatické membráně 

(Vance a Steenbergen, 2005). Dále se PS nachází také v endosomech a v endoplazmatickém 

retikulu.  

PS má také důležitou roli ve vazbě a aktivaci mnoha signalizačních proteinů. Mezi 

další důležité funkce PS se řadí také jeho úloha v rámci srážení krve či v apoptóze (Buckland 

a Wilton, 2000).  

U normálních buněk se PS vyskytuje na vnitřní straně cytoplazmatické membrány 

(Bevers a kol., 1996). Na této vnitřní vrstvě se nachází také další negativně nabitý fosfolipid 

fosfatidyletanolanin (PE). Fosfatidylcholin (PC) spolu se sfingomyelinem jsou součástí 

vnější vrstvy plazmatické membrány a oba mají neutrální náboj (Verkleij a kol. 1973). Daná 

asymetrie je zapříčiněna díky ATP-dependentní aminofosfolipidové translokáze. Tento 

enzym se podílí na specifickém transportu PE a PS přes dvojvrstvu fosfolipidů, která tvoří 

plasmatickou membránu (Seigneuret a Devaux, 1984). Inhibicí enzymu translokázy nebo 

aktivací enzymu scramblázy (tento enzym je schopen transportu fosfolipidů (Zhou a kol., 

1997)) dojde k asymetrické změně fosfolipidů.  

Při některých buněčných procesech (např. při apoptóze nebo při aktivaci trombocytů) 

je PS exprimován na vnější vrstvu cytoplazmatické membrány u normálních buněk. Exprese 

PS má tedy funkci „eat me“ signálu, který jsou schopné rozpoznat fagocyty. Fagocyty buňku 

nejprve rozpoznají a následně jí fagocytují. 

V rámci nádorů se PS nejen nachází na vnější membráně nádorového endotelu, ale 

navíc je to celkový znak membrány nádorových buněk mnoha typů rakoviny. Stejné 

vlastnosti jsou typické i pro metastázy. U melanomu B16 byla nalezena samovolná exprese 

PS na buňkách endotelu. Tyto buňky endotelu však nepřecházely do apoptózy (Ran 
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a Thorpe, 2002) kvůli expresi „don´t eat me“ signálů (Brown a Neher, 2012). Mezi tyto 

„don´t eat me“ signály patří  CD31 a CD47. 

Za pomoci proteinu annexinu V se dá zjistit exprese PS. Annexin V se váže na PS při 

apoptóze (Lee a kol., 2013). Za pomoci fluorescenčního mikroskopu nebo průtokového 

cytometru je možné analyzovat detekci Annexinu V (Martin a kol., 1995). 

Zvýšené množství PS na vnější vrstvě membrány normálních buněk bylo prokázáno 

při některých podmínkách, podobných těm v nádoru. Mezi tyto podmínky patří např. 

inkubace v prostředí s nízkým množstvím O2 (1% O2, hypoxie) nebo H2O2 – roztok 

o 100mM koncentraci, popř. některé zánětlivé cytokiny (Ran a Thorpe, 2002).  

Tabulka I. uvádí podmínky, při kterých byla pozorována zvýšená exprese PS 

vyskytujícího se na vnější vrstvě plazmatické membrány. Nejvyšší expresi PS způsobil 

peroxid vodíku, nejnižší exprese byla dosažena za použití zánětlivých cytokinů (Ran 

a Thorpe, 2002). 
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Tabulka I: Vliv růstových faktorů, cytokinů, peroxidu vodíku a stresu na expresi PS v buňkách 

endotelu (bEnd.3, mouse brain endothelioma cells) in vitro (Ran a Thorpe, 2002). 

 

 

PS, nacházející se na endoteliálních buňkách nádoru, by mohl být vhodným cílem 

z několika důvodů: (1) lokalizace PS na vnější vrstvě plazmatické membrány je vhodná pro 

intravenózní podání léku. (2) PS byl nalezen u několika nádorů, např. melanom B16, 

karcinom plic nebo tlustého střeva. (3) PS se nenachází na vnější vrstvě plazmatické 

membrány normálních endoteliálních buněk (Ran a Thorpe, 2002). 

PS je proto důležitým znakem nádorových buněk a je možné ho využít k diagnostice 

a léčbě nádorového onemocnění. 
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2. Cíle práce 

 Vypracování rešerše analyzující současné poznatky o možnostech nádorové 

imunoterapie 

 Osvojení si metody detekce exprese fosfatidylserinu na povrchu nádorových buněk 

 Studium vlivu nádorového prostředí na povrchovou expresi fosfatidylserinu 
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3. Materiál, metody  

3.1. Chemikálie  

 RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, USA)  

 DNáza I (Roche Diagnostic, Německo) 

 Dual Apoptosis Assay with Nucview 488 Caspase-3 Substrate and CF640R Annexin 

V (Biotium, USA) 

 Liberáza DL (Roche Diagnostic, Německo) 

 PBS - fosfátový pufr s chloridem sodným (pH 7,3-7,4), (Sigma-Aldrich, USA) 

 Trypanová modř (Sigma-Aldrich, USA) 

 PI - propidium jodid (Invitrogen, USA) 

 H2O2 - Peroxid vodíku (Sigma-Aldrich, USA) 

 Trypsin (0,25% trypsin, 0,02 EDTA v HBSS, Sigma-Aldrich, USA) 

3.2. Laboratorní zvířata 

V pokusech byly využity samice myší kmene C57BL/6N, které pocházely z chovu 

Charles River Laboratories. Tyto myši přišly do laboratoře jako 8 týdenní s váhou 18-20g. 

Myši byly chovány jednotlivě ve sterilních boxech se stálým přístupem ke krmivu a k 

sterilní pitné vodě. Ve zvěřinci byla udržována konstantní teplota 22 °C, relativní vlhkost 

byla 65 % a fotoperioda byla seřízena na 12/12 hodin. 

3.3. Příprava nádorových buněk B16-F10 pro in vivo a in vitro pokusy 

Použitá buněčná linie B16-F10 byla kultivována v médiu RPMI 1640 s obsahem 10% 

fetálního bovinního séra (BOFES), 1% glutaminu, 1% antibiotik a 0,1% merkaptoetanolu. 

Kultivace probíhala při 37 °C v termostatu za atmosféry s 5 % CO2. Poté, co buňky narostly, 

byly zbaveny kultivačního média a následně se třikrát promyly sterilním pufrovaným 

fyziologickým roztokem (PBS). Po promytí se k adherovaným buňkám přidala trypsinizační 

směs (0,25% trypsin, 0,02% EDTA v HBSS).  Buňky spolu s trypsinizační směsí byly opět 

vloženy do termostatu (teplota 37 °C, 5 % CO2) na jednu minutu. V termostatu došlo 

k uvolnění buněk. Přidáním RPMI 1640 s 10% BOFES byla trypsinizace zastavena. 

Následně se buňky centrifugovaly (5 min/4 °C/160 g) a vzniklý pelet rozsuspendován v 

RPMI 1640 bez séra. Posléze byla počítána buněčná koncentrace v 1 ml za pomoci 
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Bürkerovy komůrky. Po zjištění koncentrace se buněčná suspenze naředila na požadovanou 

koncentraci 4x10
6
 buněk/ml RPMI 1640 bez séra. 

3.4. Transplantace nádorových buněk B16-F10 

Nádorové buňky B16-F10 byly subkutánně transplantovány do pravého oholeného 

boku myší. Bylo aplikováno 0,1 ml melanomové suspenze (B16-F10 s RPMI 1640 bez séra), 

která obsahovala 400 000 buněk. 

3.5. Měření velikosti nádorů 

Za pomoci kaliperu byla změřena velikost nádorů. Pro získání výpočtu objemu nádorové 

masy byl použit vzorec V = π/6AB
2 

, kde A značí největší rozměr nádoru (délku), B značí 

nejmenší rozměr nádoru (výšku). 

3.6. Analýza dat 

Výsledná data byla zpracována v programu STATISTICA 12. Statistická významnost byla 

určena za pomoci metod t-test a ANOVA. Chybové úsečky reprezentují standardní odchylku 

průměru (SEM). 
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4. Experimenty 

4.1. Studium otázky exprese fosfatidylserinu na povrchu nádorových 

buněk pomocí průtokové cytometrie 

4.1.1. Porovnání míry exprese fosfatidylserinu ve středu a okraji nádoru a porovnání 

vhodnosti značení mrtvých/umírajících buněk pomocí propidium jodidu nebo 

kaspazy-3 v tomto typu analýzy  

Tento pokus měl dva hlavní cíle. (1) Prvním cílem tohoto pokusu bylo porovnat míru 

exprese fosfatidylserinu (PS) ve středu a okraji myšího melanomu (B16-F10).(2) Zároveň 

byly porovnávány dva způsoby analýzy exprese fosfatidylserinu a to kombinace značení 

annexin V (PS) +  kaspáza 3 (značení apoptotických buněk) a kombinace značení annexin V 

(PS) + propidium jodid (značení nekrotických buněk). 

V rámci tohoto pokusu byly analyzovány 3 nádory stejného stáří a podobné velikosti. 

Nádory byly změřeny kaliperem. Myši byly zabity stržením vazu, nádory vypitvány. 

Následně byly vypočítány objemy nádorů. 

Nádory byly skalpelem rozděleny na středovou a okrajovou část. Takto připravené 

části nádorů byly rozstříhány na malé kousky do připravených 2 ml mikrozkumavek 

eppendorf s 1 ml RPMI obsahujícího enzymy DNase (výsledná koncentrace 0,2 mg/ml) 

a Liberase (výsledná koncentrace 0,33 mg/ml).  

Mikrozkumavky eppendorf  byly třepány 1 hod při 37 ⁰C (400 kmitů/minutu). Poté 

byly centrifugovány (5 min/160 g /4 ⁰C), supernatant odlit a pelet rozsuspendován v PBS. 

Nádorové suspenze byly přeneseny přes filtr (70 µm) do 50 ml centrifugačních zkumavek. 

Následně byla spočtena koncentrace buněk v Bürkerově komůrce. Bylo odebráno vždy 

200 000 nádorových buněk ze suspenzí z okraje nádoru a ze středu nádoru pro jeden vzorek. 

Buňky byly přeneseny do zkumavek určených pro průtokovou cytometrii. Od každé buněčné 

suspenze (tři suspenze ze středu a tři suspenze z okraje nádoru) byly vždy připraveny dva 

identické vzorky (z důvodů dvojího značení pro analýzu na průtokovém cytometru) Buňky 

byly ještě jednou promyty centifugací (5 min/160 g/4 ⁰C), supernatant slit a pelet 

rozsuspendován v 200 µl 1X Annexin V Binding Bufferu V (předem ředěný 1:4 s H2O), 

který byl součástí kitu Dual Apoptosis Assay with Nucview 488 Caspase-3 Substrate and 

CF640R Annexin. 
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U vzorků bylo děláno značení dvojího typu:  

A) k první sadě vzorků byl přidán Annexin V v množství 5 µl/zkumavku a kaspáza 3 

v množství 5 µl/zkumavku. Takto značené vzorky byly inkubovány 20 minut ve 

tmě při pokojové teplotě.  Tato kombinace (Annexin V + kaspáza 3) umožňuje 

označit buňky exprimující PS (annexin V pozitivní buňky) a zároveň buňky 

apoptotické (kaspáza 3 pozitivní buňky) 

B) k druhé sadě vzorků byl přidán Annexin V v množství 5 µl/zkumavku 

a Propidium iodide (PI) v množství 5 µl/zkumavku. Zde byly vzorky nejprve 

inkubovány s Annexinem V po dobu 15 minut ve tmě při pokojové teplotě a poté 

byl ke vzorkům přidán PI a vzorky byly inkubovány dalších 5 minut. Tato 

kombinace (Annexin V + PI) umožňuje označit buňky exprimující PS (annexin 

V pozitivní buňky) a zároveň buňky nekrotické (PI pozitivní buňky). 

Po uplynutí inkubace byly vzorky z obou typů značení doplněny 400 µl 1X Annexin 

V Binding Bufferu V a změřeny na průtokovém cytometru. Po nastavení průtokového 

cytometru BD FACS auto
TM

 II (viz Tab. II) byly jednotlivé vzorky změřeny. Bylo 

zaznamenáno 20 000 událostí. Výsledky byly zpracovány a vyhodnoceny v programu BD 

FACSDiva verze 6.1.3. 

Tab. II: Nastavení průtokového cytometru. 

Nastavení laserů 

Window Extension 2 

FSC Area Scaling 0,5 

Laser Delay Blue 0 

Laser Delay Red 30,69 

Area Scaling Blue 0,5 

Area Scaling Red 1,32 

4.1.2. Vliv působení peroxidu vodíku na expresi fosfatidylserinu u nádorových buněk 

B16-F10  

V následujícím in vitro pokusu byla zjišťována míra exprese fosfatidylserinu (PS) na 

nádorových buňkách B16-F10 v závislosti na působení peroxidu vodíku. Z namnožených 

nádorových buněk B16-F10 bylo slito médium. Buňky byly  3x promyty PBS (fosfátový 

pufr s chloridem sodným, pH 7,3-7,4). K buňkám byla přidána trypsinizační směs (0,25 % 

trypsin, 0,02 EDTA v HBSS), která je důležitá pro jejich uvolnění ze stěny kultivační lahve. 
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Buňky byly protřepány a inkubovány jednu minutu v termostatu při 37 ⁰C. Poté byla 

trypsinizace zastavena přilitím media RPMI s 10% BOFES. Buňky byly přelity do 

centrifugační zkumavky, spočteny a naředěny na koncentraci 500 000 buněk/ml. Dále byly 

buňky rozpipetovány do 24 jamkové destičky po 400 µl (200 000 buněk)na jamku. Jamky 

byly dále doplněny 550 µl média RPMI s 10% BOFES.  

Do 9 jamek bylo k buněčné suspenzi přidáno 50 µl 2mM H2O2 (finální koncentrace 

H2O2 byla 0,1 mM), do dalších 9 jamek bylo k buněčné suspenzi přidáno 50 µl PBS a ve 

třech dalších jamkách byly kontrolní skupiny (kontrola pro nastavení průtokového 

cytometru). 24 jamková destička je znázorněna na obr.1.  

Obr. 1: Znázornění vzorků dle obsahu a dle doby inkubace 

Analýza exprese PS v závislosti na působení H2O2 

Po každém inkubačním intervalu (1 hodina, 2 hodiny, 4 hodiny) byly analyzovány 

vždy 3 jamky s B16-F10 + H2O2 a 3 jamky s B16-F10 + PBS. 

Obsah jamek byl promíchán a přenesen do zkumavek určených pro průtokovou 

cytometrii. Dané zkumavky byly stočeny (5 min/160 g /4 ⁰C) a supernatant slit. Buňky byly 

rozsuspendovány v 200 µl 1x Binding Bufferu (BB). Ke vzorkům bylo přidáno 5 µl Annexin 
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V. Vzorky byly inkubovány 25 minut ve tmě při pokojové teplotě, poté bylo ke vzorkům 

přidáno 5 µl PI (propidium jodid, koncentrace 2,5 mg/ml). Vzorky byly opět inkubovány 5 

minut ve tmě při pokojové teplotě. Po uplynutí inkubační doby bylo ke vzorkům přidáno 400 

µl BB. Vzorky byly promíchány a změřeny pomocí průtokového cytometru. Jako kontrola 

pro nastavení průtokového cytometru sloužil vzorek značený pouze Annexinem V, vzorek 

značený pouze PI a zcela neznačená kontrola. 

Po nastavení průtokového cytometru BD FACS auto
TM

 II (viz Tab. I) byly jednotlivé 

vzorky změřeny. Bylo zaznamenáno 20 000 událostí. Výsledky byly zpracovány 

a vyhodnoceny v programu BD FACSDiva verze 6.1.3. 
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5. Výsledky 

5.1. Studium otázky exprese fosfatidylserinu na povrchu nádorových 

buněk pomocí průtokové cytometrie 

Byly analyzovány tři nádory o objemu uvedeném v Tab. II. 

Tab. II: Objemy nádorů. 

nádor objem (cm
3
) 

A1 0,99 

A2 1,52 

A3 1,8 

 

5.1.1. Porovnání míry exprese fosfatidylserinu ve středu a okraji nádoru  

Buňky v jednotlivých vzorcích analyzované pomocí kitu (Dual Apoptosis Assay with 

Nucview 488 Caspase-3 Substrate and CF640R Annexin V) byly při analýze průtokového 

cytometru rozděleny na 4 populace buněk v závislosti na expresi fosfatidylserinu a 

přítomnosti  kaspázy-3:  

(1) populace buněk annexin V-/kaspáza 3+,  

(2) populace buněk annexin V+/kaspáza 3+,  

(3) populace buněk annexin V-/kaspáza 3-,  

(4) populace buněk annexin V+/kaspáza 3-.  
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Na Obrázku 2 je uveden příklad výstupu z FACS analýzy u vzorku B16-F10 (střed 

nádoru) s přítomností kaspázy 3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 2: Příklad výstupu z FACS analýzy u vzorku B16-F10 (střed nádoru) 

s přítomností kaspázy 3. 
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Na Obrázku 3 je uveden příklad výstupu z FACS analýzy u vzorku B16-F10 (okraj 

nádoru) s přítomností kaspázy 3.  

 

Obr. 3: Příklad výstupu z FACS analýzy u vzorku B16-F10 (okraj nádoru) 

s přítomností kaspázy 3. 

 

Část buněk analyzovaných pomocí Annexinu V a propidium jodidu byla při analýze 

průtokovou cytometrií rozdělena na 4 populace buněk v závislosti na expresi fosfatidylserinu 

a průniku propidium jodidu do buněk. 
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(1) populace buněk annexin V-/ Propidium iodide+,  

(2) populace buněk annexin V+/ Propidium iodide+, 

(3) populace buněk annexin V-/ Propidium iodide-,  

(4) populace buněk annexin V+/ Propidium iodide-. 

Na Obrázku 4 je uveden příklad výstupu z FACS analýzy u vzorku B16-F10 (střed 

nádoru) s přítomností propidium jodidu. 

 

Obr. 4: Příklad výstupu z FACS analýzy u vzorku B16-F10 (střed nádoru) 

s přítomností propidium jodidu. 
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Na Obrázku 5 je uveden příklad výstupu z FACS analýzy u vzorku B16-F10 (okraj 

nádoru) s přítomností propidium jodidu.  

Obr. 5: Příklad výstupu z FACS analýzy u vzorku B16-F10 (okraj nádoru) 

s přítomností propidium jodidu. 

Z hlediska výsledků jsou cílovou populací buňky annexin V+/kaspáza 3-, respektive 

annexin V+/propidium iodide-. Tyto buňky exprimují PS a zároveň jsou živé. 

Naměřené hodnoty živých PS exprimujících buněk i jejich procentuální zastoupení 

ve středu a okraji nádoru jsou zpracovány do grafu v Obr. 6 a Obr. 7 (na Obr. 6 byly mrtvé 

a umírající buňky eliminovány pomocí kaspázy 3 (apoptopické), na Obr. 7 pomocí PI 

(mrtvé). 
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Z grafů vyplývá, že nezávisle na použití kaspázy 3 a PI exprimuje středová část 

nádoru více PS než okrajová část nádoru.  

  

 Obr. 6: Studium otázky exprese fosfatidylserinu na povrchu nádorových buněk 

odebraných ze středu a okraje nádoru - populace buněk annexin V+/kaspáza 3-. 

 

 Obr. 7: Studium otázky exprese fosfatidylserinu na povrchu nádorových buněk 

odebraných ze středu a okraje nádoru - populace buněk annexin V+/propidium jodid-. 
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5.1.1.1. Porovnání vhodnosti značení mrtvých/umírajících buněk pomocí propidium 

jodidu nebo kaspazy-3 v analýze exprese PS  

Při analýze exprese PS je podstatné odlišení živých a mrtvých buněk, proto byla 

v rámci tohoto pokusu zjišťována vhodnost značení mrtvých/umírajících buněk pomocí 

propidium jodidu nebo kaspázy-3.  

Propidium iodide by měl být schopný označit buňky nekrotické, zatímco kaspáza 3 je 

přítomna v buňkách apoptotických. Podle výsledků se však zdá, že jak PI tak i substrát pro 

kaspázu – 3 značí téměř stejnou populaci buněk. Toto je zřejmé i z grafů Obr. 2 a Obr. 3, 

kdy bylo dosaženo velmi podobných hodnot živých buněk exprimujících PS jak za použití PI 

tak kaspázy-3 (rozdíly byly jen malé, pravděpodobně způsobené měřící odchylkou).  

Eliminace mrtvých buněk pomocí PI umožnila lepší podmínky pro rozpoznání mrtvý 

a živých buněk (lépe rozlišitelná hranice pozitivity a negativity) nežli použití kaspázy-3. 

Z tohoto důvodu byl v následujícím experimentu použit PI pro eliminaci 

mrtvých/umírajících buněk. 

5.1.2. Porovnání míry exprese fosfatidylserinu u nádorových buněk B16F10 

v závislosti na působení peroxidu vodíku  

Pomocí Annexinu V a Propidium iodidu byly buňky opět rozděleny na 4 populace 

v závislosti na expresi fosfatidylserinu a průniku propidium jodidu do buněk. 

Z hlediska výsledků byly opět cílovou populací buňky annexin V+/propidium jodid. 

Na Obr. 8 je zobrazen graf, který vyjadřuje míru exprese fosfatidylserinu (PS) 

u buněk  B16-F10  v závislosti na působení peroxidu vodíku. Z grafu vyplývá, že hodinová 

ani dvouhodinová inkubace buněk B16-F10 s peroxidem vodíku o dané koncentraci 0,1 mM 

nezpůsobuje zvýšení exprese PS. Po čtyřhodinové inkubaci můžeme vidět u skupiny s H2O2 

zvýšení exprese PS na 16,3 %. Toto zvýšení exprese PS bylo však pravděpodobně 

způsobeno postupným umíráním buněk (buňky byly sice stále v průtokovém cytometru PI 

negativní - tedy „živé“, ale při bližším mikroskopickém zkoumání byly buňky neadherentní 

a jevily známky umírání). 
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Obr. 8: Studium otázky exprese fosfatidylserinu na povrchu nádorových buněk 

z buněčné kultury B16-F10 v závislosti na působení peroxidu vodíku. 

Hladiny statisticky významného rozdílu: 
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6. Diskuze 

V rámci této práce bylo potvrzeno, že živé nádorové buňky melanomu B16-F10 

exprimují PS a zároveň nepřecházejí do apoptózy. PS je tedy nádorový marker také u buněk, 

které nejsou apoptopické. Tento fakt je ve shodě s poznatky Riedl a kol. z roku 2011. Tým 

Riedl a kol. navíc prokázal, že PS je exprimován nejen v nádorových buněčných liniích, ale 

také v metastázách. Použité nádorové linie v práci Riedl a kol. byly odvozeny 

z nenádorových buněk a maligních melanomů, z glioblastomu a z dalších typů nádorů. 

Shledaná exprese PS také nebyla znakem apoptózy, což se shoduje s naší prací. 

Dále bylo v naší práci zjištěno, že exprese PS je větší u buněk, nacházejících se 

uvnitř nádoru než na jeho okraji. Tyto buňky také nejsou apoptopické ani nekrotické 

a exprese PS je jejich přirozená vlastnost. Tento fakt může souviset se sníženým množstvím 

O2 a nižším pH ve středu nádoru, ale význam a mechanismus by bylo třeba objasnit. 

Tato exprese dává předpoklad pro cílenou terapii. Je tedy možné uvažovat 

o komplexech annexinu V spolu s toxinem (Van Engeland a kol. 1998). Daná problematika 

byla řešena za pomoci látky bavituximab, což je protilátka proti PS. Léčebné efekty ale 

nebyly příliš silné (Gerber a kol. 2011). Protilátka má totiž velkou molekulovou hmotnost. 

Komplex protilátky s annexinem V bude tedy jen obtížně pronikat většinou velmi denzními 

nádory.  

Vysoká koncentrace nádorově specifického PS umožňuje uvažovat o intratumorální 

aplikaci léčiva.  

Buňky byly v této práci značeny kaspázou-3 (apoptopické buňky) a propidium 

jodidem (nekrotické buňky). Buněčné frakce označené kaspázou-3 odpovídaly buněčné 

frakci s PI, což umožnilo v dalším experimentu provádět značení mrtvých buněk PI. PI byl 

použit kvůli lepšímu rozlišení buněk v analýze z průtokového cytometru oproti rozlišení 

s kaspázou-3. 

V rámci in vitro pokusu bylo zjištěno, že inkubace nádorových buněk B16-F10 

s peroxidem vodíku vede po čtyřech hodinách ke zvýšené expresi PS. To odpovídá práci Ran 

a Thorpe z roku 2002, ve které byla měřena exprese PS na nádorových cévách. Ran a Thorpe 

zjistili, že PS se vyskytuje ve vysokém procentu na endoteliálních buňkách v různých 

solidních nádorech (40 % v B16 tumoru). Tyto buňky ve většině případů nevykazovaly 

známky apoptózy a PS pozitivní cévy nebyly morfologicky abnormální při pozorování ve 

světelném mikroskopu. Mírné oxidativní stresy, způsobené přímo (aplikací peroxidu vodíku) 
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či nepřímo (hypoxie/reoxygenace, acidita, thrombin, zánětlivé cytokiny – TNF, IL) možná 

hrají roli v indukci PS exprese na nádorovém endoteliu, ať již tyto stresy působí individuálně 

či kolektivně.  

Z toho se dá usoudit, že pozorovaná exprese PS u nádorových buněk by mohla 

souviset s imunitními procesy probíhajícími v nádorech, kdy atak buněk vrozené imunity je 

spojen s oxidativním vzplanutím s produkcí peroxidu vodíku. 

Bez ohledu na to, do jaké míry peroxid vodíku buňky poškodí, je exprese PS 

významná a použitelná. Buňky zabíjející látky (např. radiofarmaka), které by se vázaly na PS 

(např. prostřednictvím annexinu V) by přetrvávaly v nádoru déle a díky této imobilizaci by 

i déle působily.  

Náš tým se zabývá nádorovou imunoterapií založenou na synergii TLR agonistů se 

stimulací fagocytózy (např. Janotová a kol. 2014, Caisová a kol. 2016, Waldmannová a kol. 

2016). Pro stimulaci fagocytózy se používají ligandy vázající se na buňky nespecificky. 

Výrazný výskyt PS na nádorových buňkách vyskytujících se zejména uprostřed nádoru dává 

předpoklad pro konstrukci ligandů, vázajících se na nádorové buňky specificky. Imunitní 

atak je spojen s iniciací akutního zánětu, tudíž dochází i k produkci peroxidu vodíku. Ten, 

jak zjišťujeme, přispívá k zesílení exprese PS na povrchu nádorových buněk, a tedy zlepšuje 

dále podmínky pro vazbu ligandů. 

K doposud používaným targetům je tedy možné uvažovat i o PS jakožto zajímavém 

cíli. Díky PS by mohl být umožněn targeting podporující atak vrozené imunity a navozující 

imunizaci organismus (Marabelle a kol., 2014).  
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7. Závěrečné shrnutí 

 Byla provedena rešerše zaměřená na specifický targeting. 

 Bylo zjištěno, že dochází k expresi PS jakožto markeru u nádoru B16-F10. 

 Exprese PS u nádorových buněk B16-F10 je větší ve středu nádoru než na jeho 

okraji. 

 H2O2 má vliv na expresi PS v buněčné linii B16-F10. 
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