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Seznam použitých zkratek 

A B C - A T P b i n g i n g c a s s e t t e 

A M L - akutní myelo idní l eukémie 

C L E A R - C o o r d i n a t e d L y s o s o m a l E x p r e s s i o n a n d R e g u l a t i o n = koord inovaná lysozomální 

e x p r e s e a r e g u l a c e 

C L L - c h r o n i c k á lymfatická l eukémie 

D N A - d e o x y r i b o n u k l e o v á k y s e l i n a 

DXR - d o x o r u b i c i n 

E R C C G 1 - e x c i s i o n r e p a i r c r o s s - c o m p l e m e n t a t i o n g r o u p 1 =excizní reparační křížově 

komp lementačn í s k u p i n a 1 

G A D P H - Glyceraldehyd-3-fosfát d e h y d r o g e n a s a 

M A P K - m i t o g e n - a c t i v a t e d p r o t e i n k i n a s e s = M A P k i n a s a 

M D R - m u l t i d r u g r e s i s t e n c e = mnohoče tná léková r e z i s t e n c e 

M M R - m i s m a t c h r e p a r a c e 

M R P 1 - m u l t i d r u g - r e s i s t a n c e - a s s o c i a t e d p r o t e i n 1 = p r o t e i n asoc iovaný s M D R 

M T I F - m i t o c h o n d r i a l t r a n s l a t i o n a l i n i t i a t i o n f a c t o r = mitochondr iá ln í iniciační 

t ranslační f a k t o r 

m T O R l - m a m m a l i a n t a r g e t o f r a p a m y c i n c o m p l e x 1 = savčí cíl p r o r apamyc inového 

k o m p l e x u 1 

M T X - m i t o x a n t r o n 

P D G F - P l a t e l e t D e r i v e d G r o w t h F a c t o r = růstový f a k t o r odvozený z krevních dest iček 

p R B - re t inob las tomový p r o t e i n 

ROS - R e a c t i v e O x y g e n S p e c i e s = reaktivní f o r m y kyslíku 

STI - i m a t i n i b 

T F E 3 - Transkripční f a k t o r E3 
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T F E B - transkripční f a k t o r EB 

T G N - t r a n s G o l g i h o n e t w o r k = t r a n s g o l g i h o síť 

TK l s - i n h i b i t o r y t y r o s i n k i n a s 

T P 5 3 - t u m o r p r o t e i n p 5 3 

V E G F - V a s c u l a r e n d o t h e l i a l g r o w t h f a c t o r = vaskulární endote l iá ln í růstový f a k t o r 
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1 Úvod 
C h e m o t e r a p i e zůstává pr imární m e t o d o u léčby různých lidských m a l i g n i t . P r o b l é m e m 

j e ov šem mnohoče tná léková r e z i s t e n c e ( M D R ) , což j e j e v , při k te rém nádorové buňky 

vykazují r e z i s t e n c i vůči s t rukturně a funkčně nesouvisej íc ím pro t inádorovým léč ivům. 

J edná se o pr imární překážku při léčbě r a k o v i n y za použití c h e m o t e r a p i e . 

P rotože se M D R považuje za j e d n u z hlavních příčin o m e z e n é h o úspěchu m n o h a 

c h e m o t e r a p e u t i k , e x i s t u j e na léhavá potřeba o d h a l i t molekulárn í m e c h a n i s m y , 

které j s o u zák ladem r e z i s t e n c e nádorových buněk vůči použ ívané léčbě. 

J e d n í m z možných mechan i smů r e z i s t e n c e nádorových buněk j e lysozomální 

a k u m u l a c e použi tého léčiva. 

L y s o z o m y j s o u kyselé intracelulární o r g a n e l y obsahuj íc í různé kyselé h y d r o l a s y , 

které hrají kl íčovou ro l i při r o z p a d u m a k r o m o l e k u l , v če tně nuk leových k y s e l i n , 

p ro te inů , lipidů a p o l y s a c h a r i d u . K romě t o h o b y l o prokázáno, že l y s o z o m y se akt ivně 

účastní různých buněčných procesů , v če tně r e c y k l a c e o r g a n e l , fagocytózy bakteri í 

a v i rů , exocytózy i apoptózy. B y l o zjištěno, že lysozomální b i o g e n e z e j e vyvo lána m i m o 

j iné translokací t ranskr ipčního f a k t o r u EB (TFEB) z c y t o p l a z m y d o jádra . T F E B j e hlavní 

regulátor, který a k t i v u j e t r a n s k r i p c i genů zodpovědných za b i o g e n e z i a f u n k c i 

l ysozomů. 

Ukázalo s e , že T F E B zprostředkovaná lysozomální b i o g e n e z e j e indukována různými 

s t i m u l y , j a k o j e aberantn í sk ladování l ysozomů, h ladovění buněk, porušení nízkého p H 

v lysozomů např. f a r m a k o l o g i c k o u inhibicí V - A T P a s y , inhibicí k l íčového regulátoru 

růstu k o m p l e x u m T O R 1. N o v ě b y l o zj ištěno, že s t r e s může v y v o l a t i s e k v e s t r a c e 

s labých hydrofobních bází nanomolá rn í ch koncentrac í . S t r e s indukovaný 

akumulac í s labých hydrofobních bází v nanomolárn í ch koncentrac ích a k t i v u j e T F E B , 

což j a k už b y l o řečeno , spustí b i o g e n e z i lysozomů ( Z h i t o m i r s k y & A s s a r a f , 2 0 1 5 ) . 
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2 Teoretická část 

2.1 Nádorová buňka 

R a k o v i n a j e závažným zdravotn ím p r o b l é m e m ce losvě tové p o p u l a c e a j e d r u h o u 

nejčastější příč inou úmrt í v U S A . V r o c e 2 0 2 0 by l a d i a g n o s t i k a a léčba r a k o v i n y 

z p o m a l e n a pandemi í C O V I D - 1 9 , což m o h l o mít za následek chv i lkové snížení i n c i d e n c e 

r a k o v i n y v e svě tové p o p u l a c i . T e n t o p o k l e s však může být nás ledován nárůs tem 

výskytu pokroči lých stádií r a k o v i n y n e b o může vyúst i t v e zvýšenou úmrtnos t 

na nádorové o n e m o c n ě n í ( S i ege l , e t a l . , 2 0 2 1 ) . 

Ce losvě tově se v r o c e 2 0 2 0 v y s k y t l o o d h a d e m 1 9 , 3 m i l i o n u nových př ípadů 

r a k o v i n y a rovněž došlo k t é m ě ř 10 mi l ionům úmrt í na t u t o n e m o c . R a k o v i n a p r s u u žen 

se s t a l a o p r o t i m i n u l o s t i nejčastěj i d i a g n o s t i k o v a n o u r a k o v i n o u . O d h a d e m se jedná 

o 2,3 m i l i o n u nových př ípadů (11 ,7 %) t é to n e m o c i . R a k o v i n a p l i c by l a d iagnost ikována 

u 1 1 , 4 % pac ientů , kolorektální k a r c i n o m u 1 0 % , k a r c i n o m p r o s t a t y u 7,3 % a r a k o v i n a 

žaludku 5,6 % pac ientů s nádo rovým o n e m o c n ě n í m . Nejčastější příč inou úmrt í 

v důs ledku nádorového o n e m o c n ě n í m o h l být k a r c i n o m p l i c s o d h a d o v a n o u úmrtnost í 

18 % (1,8 m i l i o n u úmrt í ) , úmr tnos t na kolorektální k a r c i n o m b y l a o d h a d e m 9,4 % 

a úmr tnos t na ženský k a r c i n o m p r s u činila 6 ,9 % ( Sung e t a l . , 2 0 2 1 ) . 

R a k o v i n a j e n e m o c , která má původ v genet i ckém poškození buňky. Poškození 

může být v ícero d ruhů , může se j e d n a t o recesivní m u t a c e t u m o r supresorových genů , 

dominantn í m u t a c e p ro toonkogenů , poškození může být způsobeno ve lkým 

přeskupen ím D N A , popř ípadě může dojít k pouhé bodové m u t a c i , která zapříčiní 

genet ické poškození buňky. Všechna t a t o poškození v e d o u k narušení e x p r e s e genů 

n e b o k porušení f u n k c e produktů e x p r e s e . 

Prvotní myšlenka, že za r a k o v i n u může genet ické poškození, se opírala o různé 

důkazy, m e z i něž patří rozpoznání děd ičných predispozicí k rakov ině , 

d e t e k c e poškozených ch romozomů v rakov inných buňkách , zjevná s o u v i s l o s t 

m e z i v z n i k e m r a k o v i n y a zhoršenou schopnost í buněk o p r a v o v a t poškozenou 

D N A a také se t a t o myšlenka zakládala na důkazech, které poukazují na mutagenn í 

potenciá l látek vedouc í ke karc inogeni tě ( B i s h o p , 1 9 8 8 , 1 9 9 1 ) . 

11 



Nyní již dobře v í m e , že genet ické a b n o r m a l i t y j s o u zák ladem p r o větš inu 

r a k o v i n - m u t a c e m o h o u t r a n s f o r m o v a t normáln í buňky na rakov inné t í m , že je 

obohat í o nové v l a s t n o s t i . N e s t a b i l i t a g e n o m u a m u t a c e v e d o u k charakter is t ickým 

znakům r a k o v i n y ( N o v i k o v , 2 0 2 0 ) . P ředpokládá se , že obrovská v a r i a b i l i t a g e n o t y p u 

nádorových buněk j e mani festac í d e s e t i základních změn v buněčné f y z i o l o g i i , 

k teré d o h r o m a d y spustí maligní růst. 

Těmi to esenciá ln ími změnami j s o u : genomová n e s t a b i l i t a , soběstačnost 

v růstových s ignálech, n e c i t l i v o s t vůči i n h i b i c i růstových signálů, únik před buněčnou 

smrtí, neomezený replikační potenc iá l , d e r e g u l a c e b i o e n e r g e t i k y buňky, i n d u k c e 

a n g i o n e o g e n e z e , a k t i v a c e i n v a z e d o tkání s t v o r b o u metas táze , nádor-podporuj íc í 

zánět, vyhnut í s e imun i tn ímu d o h l e d u . 

Každá z t ěch to fyziologických změn buňky je n o v o u schopnost í získanou b ě h e m 

vývo je nádoru . T y t o s c h o p n o s t i umožňuj í úspěšné porušení ob r anného 

pro t inádorového m e c h a n i s m u , který j e pevně z a k o t v e n v každé buňce a tkáni a je 

z a p o j e n d o b o j e p r o t i r akov innému bujení ( H a n a h a n & W e i n b e r g , 2 0 0 0 , 2 0 1 1 ) . 

2.1.1 Genomová nestabilita 
Získání charakter ist ických znaků nádorové buňky závisí z ve lké části na řadě úspěšných 

změn v g e n o m u neoplast ických buněk. Lze říci, že urči té mutantn í g e n o t y p y poskytují 

selekt ivní v ýhodu subk lonům buněk, což umožňuje j e j i c h růst a př ípadnou d o m i n a n c i 

v prostředí t káně , v e které se vyskytuj í . V s o u l a d u s t ím j e možné p o p s a t v í cekrokovou 

p r o g r e s i nádoru j a k o p o s l o u p n o s t klonálních expanzí, z nichž každá je vyvo lána 

n á h o d n ý m získáním mutan tn ího g e n o t y p u . Protože děd ičný f e n o t y p , j a k o je i n a k t i v a c e 

t u m o r supresorových genů , lze získat i pomoc í ep igenet ických mechan i smů , j a k o je 

m e t y l a c e D N A a m o d i f i k a c e h is tonů, m o h o u být někte ré klonální e x p a n z e v yvo l ané 

nemutan tn ím i změnami ovl ivňuj íc ími r e g u l a c i genové e x p r e s e . 

S ys tém p r o udržování i n t e g r i t y g e n o m u u normáln í buňky má s c h o p n o s t d e t e k o v a t 

a řešit d e f e k t y v D N A , což zajišťuje, že r y c h l o s t i výskytu spontánn í m u t a c e j s o u b ě h e m 

každé g e n e r a c e buněk o b v y k l e v e l m i nízké. V p růběhu získávání mutantn í ch genů 

pot řebných k řízení t u m o r i g e n e z e rakov inné buňky se často zvyšuje počet mutac í 
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a r y c h l o s t j e j i c h výsky tu . Té to proměnl ivost i může být dosaženo zvýšenou citlivostí 

na mutagenn í látky, r o z p a d e m j e d n é n e b o několika složek m e c h a n i s m u udržování 

i n t e g r i t y g e n o m u n e b o kombinac í oboj ího. K romě t o h o lze a k u m u l a c i mutac í u r y c h l i t 

narušen ím sys tému d o z o r u , který no rmá lně m o n i t o r u j e g e n o m o v o u i n t e g r i t u a nutí 

g e n e t i c k y poškozené buňky d o s e n e s c e n c e n e b o apoptózy . R o l e g e n u T P 5 3 

j e v sys tému d o z o r u n a d g e n o m o v o u i n t e g r i t o u ústřední . J e h o f u n k c e j e n a t o l i k 

zásadní, že se m u říká „s t rážce g e n o m u " . 

By la zdokumentována různorodá škála defektů ovl ivňuj íc ích různé k o m p o n e n t y 

mechan i smů údržby D N A . T y t o m e c h a n i s m y se často označuj í j a k o „ o š e t ř o v a t e l é " 

g e n o m u . S e z n a m těch to defektn ích „ o še t řova t e l ských " genů z a h r n u j e ty , 

jej ichž p r o d u k t y se podílejí na d e t e k c i poškození D N A a a k t i v a c i opravných 

mechan i smů , př ímé op ravě poškozené D N A a i n a k t i v a c i n e b o zachycení mutagenn ích 

m o l e k u l dř íve , než D N A poškodí. 

Z genet i ckého h l e d i s k a se t y t o „ o še t ř o va t e l s ké " g e n y chovaj í podobně j a k o t u m o r 

supresorové g e n y , protože j e j i c h f u n k c e m o h o u být b ě h e m p r o g r e s e nádoru z t r a c e n y , 

př ičemž těch to ztrát lze dosáhnout buďinakt ivu j íc ími m u t a c e m i n e b o prostřednictv ím 

epigenet ické r e p r e s e . 

Důležitým och ráncem i n t e g r i t y g e n o m u j e i t e l o m e r a s a . Ztráta te lomer i cké D N A 

v m n o h a nádorech g e n e r u j e k a r y o t y p i c k o u n e s t a b i l i t u a rovněž g e n e r u j e i související 

a m p l i f i k a c i a d e l e c i ch romozomáln í ch segmentů ( H a n a h a n & W e i n b e r g , 2 0 1 1 ) . 

2.1.2 Soběstačnost v růstových signálech 
P r a vděpodobně nejzákladnější v lastnost í rakov inných buněk j e j e j i c h s c h o p n o s t 

udržovat c h r o n i c k o u p r o l i f e r a c i . Normá ln í t káně pečl ivě kontroluj í p r o d u k c i 

a uvo lňován í signálů podporuj íc ích růst buňky. T y t o signály nařizují p o s t u p buněčným 

c y k l e m , čímž zajišťují homeostázu počtu buněk a t ím udržují normáln í a r c h i t e k t u r u 

a f u n k c i t káně ( H a n a h a n & W e i n b e r g , 2 0 1 1 ) . Normáln í , mal igně n e z m ě n ě n é buňky, 

potřebuj í mi togenní růstové signály p r o svůj přechod z k l idového stádia d o stádia 

aktivní p r o l i f e r a c e . T y t o signály j s o u p řenášeny d o buňky pomoc í t r ansmembránových 

r e c e p t o r u ( A a r o n s o n , 1 9 9 1 ) . 
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T r a n s m e m b r á n o v é r e c e p t o r y vážou charakter ist ické tř ídy signálních m o l e k u l 

j a k o j s o u difúzni růstové f a k t o r y , extracelulární k o m p o n e n t y m a t r i x 

a t aké „ ce l l - t o - c e l l " adhezní a interakční m o l e k u l y . P o k u d j e známo, žádná normáln í 

buňka není s c h o p n a p r o l i f e r a c e v př ípadě, že jí chybí t y t o st imulační růstové signály. 

Závislost na růstových signálech j e patrná v př ípadě, k d y se buňky nachází v in v i t r o 

kultuře. Buňky se dělí p o u z e t e h d y , když mají k d i s p o z i c i dos ta tečné množství 

mi togenů - faktorů podporuj íc ích mitózu a správný substrát p r o své i n t e g r i n y . 

Závislost normáln ích buněk na zevních růstových signálech je napros tým o p a k e m 

t o h o , c o p o z o r u j e m e u buněk nádorových . Závislost nádorových buňek na exogenních 

růstových signálech j e silně pot lačena, což má za nás ledek t o , že nádorové buňky 

vytvář í m n o h o vlastních růstových signálů, které snižují j e j i c h závislost na s t i m u l a c i 

z okoln ího fyziologického mikroprostředí ( H a n a h a n & W e i n b e r g , 2 0 0 0 ) . 

Rakov inné buňky získávají s c h o p n o s t udržovat prol i ferat ivní s i g n a l i z a c i m n o h a 

a l ternat ivn ími způsoby. Např ík lad m o h o u s a m y rakov inové buňky p r o d u k o v a t l i g a n d y 

růstových faktorů , na které p a k m o h o u r e a g o v a t prost řednic tv ím e x p r e s e příbuzných 

r e c e p t o r u , což v e d e k autokr inní prol i ferat ivní s t i m u l a c i . 

Dalším a l te rnat ivn ím způsobem udržování akt ivní p r o l i f e r a c e j e vysí lání signálu 

rakov inovými buňkami ke s t i m u l a c i normáln ích buněk, k d y normáln í buňky reagují 

na t u t o s t i m u l a c i zásobován ím rakov inných buněk různými růstovými f a k t o r y . 

Receptorová s i g n a l i z a c e může být také deregu lována zvýšením h l a d i n receptorových 

prote inů , které j s o u v y s t a v e n y na p o v r c h u rakov inných buněk, což způsobí, že t y t o 

buňky b u d o u hyper reakt i vně r e a g o v a t na j i n a k omezuj íc í množství l i g a n d u růs tového 

f a k t o r u . S te jně může nádorová buňka r e a g o v a t i v př ípadě strukturální změny 

v moleku lách r e c e p t o r u ( H a n a h a n & W e i n b e r g , 2 0 1 1 ) . 

Na n e o m e z e n é p r o l i f e r a c i se podílí a k t i v a c e p ro toonkogenů na o n k o g e n y . 

P r o t o o n k o g e n y j s o u p o z m ě n ě n é f o r m y normáln ích buněčných genů . 

O b v y k l e se nacházej í v sousedstv í hraničních bodů ch romozomů a j s o u c í lem mutací . 

P r o t o o n k o g e n y j s o u g e n y , které se účastní r e g u l a c e , d e l e n i a d i f e r e n c i a c e buněčného 

c y k l u . K j e j i c h a k t i v a c i může dojít v ložením bodových mutac í d o g e n u . 

Např ík lad p r o t o o n k o g e n y odvozené o d r o d i n y c-ras m o h o u mít m u t a c i p o u z e v j edné 

bázi v p o l o z e 12 n e b o 6 1 , což stačí k t o m u , a b y se s t a l y o n k o g e n e m . P r o t o o k o g e n y lze 

také a k t i v o v a t na o n k o g e n y inzercí re t rov i rových sekvencí blízko g e n u , 
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aniž by se změnila j e h o kódující s e k v e n c e . Taková a k t i v a c e p r o t o o n k o g e n u 

probíhá u c-myc , c-e rbB , c-mos , cH-ras a dalš ích. 

A b n o r m á l n ě ak t i vované p r o t o o n k o g e n y se stávají o n k o g e n y . O n k o g e n y j s o u g e n y , 

které přispívají k maligní t r a n s f o r m a c i buňky. P r vně b y l y o b j e v e n y v r o c e 1 9 1 1 , k d y by l 

ident i f ikován v i r u s R o u s o v a s a r k o m u . P o z n a t e k , že r e t r o v i r u s může nést g e n y 

podporuj íc í v z n i k r a k o v i n y , v e d l a k explozivnímu vývoj i v t é to o b l a s t i . 

O n k o g e n y kódují p r o t e i n y , které př ímo regulují regulační p r o t e i n y buněčného růstu 

a také m o h o u ov l i vňovat s t a b i l i t u g e n o m u . Deregulací regulačních prote inů dochází 

k nekon t ro lovanému dě len í buněk, t vo rbě nádorů a invazivnímu růstu. 

Něk te ré p r o d u k t y onkogenů působí m i m o buňku, například růstové f a k t o r y . P ř ík ladem 

g e n u růs tového f a k t o r u j e c-sis, který se účastní B řetězce růstového f a k t o r u 

odvozeného z krevních dest iček ( P D G F ) . J i né p r o d u k t y onkogenů působí na úrovni 

buněčné membrány . V cy top lazmě se m o h o u o n k o g e n y (např. c-ras) účastnit signální 

t r a n s d u k c e . V j ád ře m o h o u o n k o g e n y (např. c-jun) působit j a k o transkripční f a k t o r y 

a f o s f o r y l o v a t c í lové p r o t e i n y . ( A l v a r e z & B e s a , 2 0 0 0 ) . 
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2.1.3 Necitlivost vůči inhibici růstových signálů 
Uvnitř normáln í tkáně operuj í m n o h é prot iprol i ferační signály, které mají za úkol 

udržovat klidový s t a v buňky a homeostázu t káně . Prot iprol i ferační signály zahrnují 

rozpuštěné růstové i n h i b i t o r y a imobi l izované i n h i b i t o r y , nacházející 

se v extrace lu lárn ím p r o s t o r u poblíž buňky n e b o na s a m o t n é m buněčném p o v r c h u . 

T y t o signály j s o u ste jně j a k o j e j i c h protějšky - růstové signály - př i j ímány d o buňky 

p o m o c í t r a n s m e m b r á n o v ý c h r e c e p t o r u . 

T r a n s m e m b r á n o v é r e c e p t o r y j s o u s p o j e n y s intracelu lárními signálními d r a h a m i . 

S p o u s t a t ěch to d r a h , umožňuj íc ích normáln í buňce odpov ída t na prot i růstové signály, 

j e úzce s p j a t a s buněčným c y k l e m . Konkré tně se složkami řídícími průchod buňky 

G l fází buněčného c y k l u . 

Buňky b ě h e m té to p e r i o d y monitoruj í své okolí a na základě signálů, 

které dostávaj í , se rozhodují, zda- l i se b u d o u množit , zůstanou v k l idovém s t a v u n e b o 

s t a n o u - l i se postmitot ickými ( H a n a h a n & W e i n b e r g , 2 0 0 0 ) . 

K romě charakter is t ického z n a k u vyvo láván í a udržování pozit ivně působících 

signálů st imuluj ících růst, musí rakov inné buňky také obcházet o ch ranné buněčné 

m e c h a n i s m y , které negat ivně regulují buněčnou p r o l i f e r a c i . M n o h o z těch to 

buněčných mechan i smů závisí na působení t u m o r supresorových genů . P r o t o t y p e m 

t u m o r supresorového g e n u j e g e n R B 1 , kódující p r o t e i n p R B a g e n T P 5 3 kódující 

p r o t e i n p 5 3 . P r o t e i n p R B ( re t inob las tomový p r o t e i n ) a p r o t e i n p 5 3 fungují 

j a k o centrá ln í řídicí u z l y v e d v o u kl íčových celulárních regulačních o b v o d e c h , které řídí 

buněčnou p r o l i f e r a c i n e b o a l ternat ivn í a k t i v a c i p rogramů s t a r n u t i a apoptózy. 

P r o t e i n p R B i n t e g r u j e se signály z různých extracelulárních a intracelulárních zdrojů 

a v r e a k c i na t o r o z h o d n e , z d a by buňka měla pokračovat v e s vém b u n ě č n é m c y k l u 

n e b o n i k o l i v . Rakov inovým buňkám s d e f e k t y v e f u n k c i dráhy RB t a k chybí „s lužby 

krit ického s t rážce " p r o g r e s e buněčného c y k l u , jehož a b s e n c e umožňu je t r v a l o u 

buněčnou p r o l i f e r a c i . Za t ímco p R B přenáší signály inhibující růst, jejichž původ 

j e převážně extracelulární , p 5 3 přij ímá i n f o r m a c e z e senzorů s t r e s u a a b n o r m a l i t , 

k teré fungují v intracelulárních operačn ích sys témech buňky. P o k u d j e s tupeň 

poškození g e n o m u nadměrný n e b o j sou- l i neopt imá ln í h l a d i n y nuk leot idových zásob, 

h l a d i n y signálů podporuj íc ích růst, h l a d i n a glukózy n e b o h l a d i n a okysl ičování, 
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může p 5 3 z a s t a v i t další p o s t u p buněčného c y k l u d o d o b y , d o k u d n e b u d o u t y t o 

podmínky normal izovány. 

A l te rna t i vně může p 5 3 s p u s t i t apoptózu v př ípadě, že buňka čelí výs t ražným 

s igná lům, které naznačují o h r o m n é n e b o nenaprav i te lné poškození t ěch to buněčných 

subsys témů ( H a n a h a n & W e i n b e r g , 2 0 1 1 ) . M u t a c e v t u m o r supresorových g e n e c h 

způsobují ztrátu f u n k c e g e n u . T y t o genet ické změny měn í strukturní g e n n e b o působí 

t ak , že v y p n o u regulační p r v k y b e z synte t izovaného genového p r o d u k t u ( S t an l e y 

J . K o r s m e y e r , 1 9 9 9 ) . 

Na molekulárn í úrovni j s o u nejspíše všechny prot iprol i ferační signály př iváděny 

d o buňky prostřednictv ím p R b ( H a n a h a n & W e i n b e r g , 2 0 0 0 ) . P r o t e i n p R b je 

nejdůležitějš ím p r o t e i n e m , který r e g u l u j e p o s t u p buněčného c y k l u d o S fáze. 

F o s f o r y l a c e p R b způsobuje i n a k t i v a c i j e h o inhibiční růstové f u n k c e (Pai e t a l . , 2 0 0 0 ) . 

V hypofos fo ry lovaném s t a v u b l o k u j e p R b p r o l i f e r a c i s ekves t r ac í a změnou f u n k c e 

transkr ipčních faktorů E2F, které kontroluj í e x p r e s i genů nezbytných p r o p o s t u p 

z G l d o S fáze ( W e i n b e r g , 1 9 9 5 ) . Narušení d ráhy p R b uvo lňu je transkripční f a k t o r y 

E2F , což umožňuje buněčnou p r o l i f e r a c i . Buňky se t a k stávají necit l ivé vůči 

prot i růs tovým f ak to rům, které no rmá lně blokují p o s t u p buňky G l fází buněčného 

c y k l u . ( H a n a h a n & W e i n b e r g , 2 0 0 0 ) . 
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2.1.4 Únik před programovanou buněčnou smrtí 
Programovaná buněčná s m r t - apoptóza - slouží j a k o přirozená bariéra p r o t i r o z v o j i 

r a k o v i n y . S t u d i u m apoptózy o d h a l u j e , j akým m e c h a n i s m e m j e spouštěna v návaznost i 

na buněčnou odpověď, která se odvíjí o d získaných podnětů - různých druhů s t r e s u 

( H a n a h a n & W e i n b e r g , 2 0 1 1 ) . 

Apoptóza z a h r n u j e sérii buněčných událostí , které v e d o u k a k t i v a c i r o d i n y 

cys te inových p r o t e a s nazývaných k a s p a s y . V odpověd i na různé apoptot i cké s t i m u l y 

j e akt ivována „ in i c i ačn í " k a s p a s a ( casp-2, c a sp-8 , c a sp-9 n e b o casp-10 ) . Iniciační 

k a s p a s y poté štěpí zymogenní f o r m y „ p o p r a v č í c h " k a s p a s (casp-3 n e b o casp-7 ) , 

čímž j e aktivují. Ak t i vované „ p o p r a v č í " k a s p a s y způsobují proteolyt ické š těpení 

specif ických buněčných subst rá tů , což neodv ra tně v e d e k buněčné s m r t i 

( F e r n a l d & K u r o k a w a , 2 0 1 3 ) . 

J a k m i l e j e apoptóza spuštěna, rozvíjí se v přesně na s e b e navazujících krocích. 

Buněčné m e m b r á n y j s o u narušeny, cytoplasmat ický a j ade rný s k e l e t j e rozložen, 

c y t o s o l j e pos tupně odškrcován v podobě apoptot ických těl ísek, c h r o m o z o m y 

j s o u deg radovány a jádro j e f r agmen továno . N a k o n e c j e pozůstatek mr t vé „ s c v r k l é " 

buňky p o h l c e n okoln ími buňkami v tkáni ( W y l l i e , Ke r r , & C u r r i e , 1 9 8 0 ) . 

Apoptot i cký apará t může být rozdělen na d v ě složky a t o e f e k t o r o v o u 

a s e n z o r i c k o u . S e n z o r y j s o u o d p o v ě d n é za mon i to rován í vn i t řn ího a vnějš ího prostředí 

buňky a rozhodují, je-l i prostředí p r o buňku normáln í n e b o abnormá ln í a t ím určují, 

zda- l i buňka b u d e nadá le žít n e b o zemře . Signály zj ištěné s e n z o r y regulují d r u h o u 

složku apoptot i ckého apa rá tu , která má f u n k c i e f e k t o r u apoptot i cké s m r t i . T y t o hlídky 

mají r e c e p t o r y na b u n ě č n é m p o v r c h u , které váží f a k t o r y přežití n e b o f a k t o r y s m r t i 

( H a n a h a n & W e i n b e r g , 2 0 0 0 ) . 

Intracelulární s e n z o r y monitoruj í buněčnou p o h o d u a aktivují d ráhu s m r t i 

v př ípadě, že s e n z o r y detekuj í a b n o r m a l i t y zahrnující poškození D N A 

n e b o ne rovnováhu v y v o l a n o u onkogenn í akcí, popř ípadě ne rovnováhu způsobenou 

nedostatečnost í faktorů přežití. Dráha s m r t i se spoušt í i v př ípadě d e t e k c e h y p o x i e 

( Evan & L i t t l e w o o d , 1 9 9 8 ) . 

Na rozdíl o d normáln ích buněk j s o u rakov inné buňky p o d stá lým s t r e s e m . 

T e n j e vyvo lán g e n o m o v o u n e s t a b i l i t o u , buněčnou hypoxií a onkogenn ím s t r e s e m . 

V r e a k c i na t y t o podně ty by se za normáln í s i t u a c e a k t i v o v a l a vnitřní c e s t a apoptózy. 
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Přes všechny t y t o apoptózu vyvolávaj íc í s t i m u l y se rakov inné buňky často dokáží 

v y h n o u t t é to buněčné r eakc i a t o pomoc í d e a k t i v a c e apoptot ických d r a h . 

Myš í genet ické m o d e l y ukázaly, že genet ická i n a k t i v a c e k a s p a s y může vést n e j e n 

k r e z i s t e n c i na urči té proapopt i cké podněty , a l e může t aké u r y c h l i t t v o r b u nádoru 

u myši . I n h i b i c e apoptózy t e d y h ra je zásadní ro l i v přežití rakov inných buněk a v r o z v o j i 

nádoru ( F e r n a l d & K u r o k a w a , 2 0 1 3 ) . 

V současné d o b ě je vnitřní apoptot ický p r o g r a m vn ímán j a k o bariéra p r o t i r o z v o j i 

r a k o v i n y . „Apopto t i cký spouštěč " , který přenáší signály m e z i regulátory a e f e k t o r y , 

j e řízen vyvážen ím p ro- a ant iapoptot ických č lenů r o d i n y regulačních prote inů Bc l-2. 

Bcl-2 s p o l u s nejv íce př íbuznými p r o t e i n y (Bcl-xL, Bc l-w, aj.) j s o u i n h i b i t o r y apoptózy, 

které z ve lké části působí na d v a proapoptot i cké spouštěc í p r o t e i n y (Bax a Bak ) . Když 

j s o u Bax a Bak z b a v e n i i n h i b i c e ant iapoptot i ckými př íbuznými p r o t e i n y , narušují 

i n t e g r i t u vnější mi tochondr iá ln í m e m b r á n y a způsobují uvo lňován í proapoptot ických 

signálních prote inů , z nichž nejdůležitější j e c y t o c h r o m c. 

Uvo lněný c y t o c h r o m c a k t i v u j e n a o p a k kaskádu k a s p a s , které prost řednic tv ím 

svých proteolyt ických ak t i v i t působí t ak , že indukují m n o h o č e t n é buněčné změny 

spo jené s apopto t i ckým p r o g r a m e m . 

P r o t e i n y Bax a Bak sdílejí interakční d o m é n y p r o t e i n - p r o t e i n , nazývané m o t i v y 

B H 3 , s ant iapoptot i ckými p r o t e i n y podobnými Bc l-2, které zprostředkovávaj í j e j i ch 

různé fyzické i n t e r a k c e . A k t i v i t y p o d r o d i n y př íbuzných prote inů , z nichž každý 

o b s a h u j e j e d e n takový m o t i v B H 3 , j s o u s p o j e n y s řadou senzorů buněčné a b n o r m a l i t y 

( H a n a h a n & W e i n b e r g , 2 0 1 1 ) . G e n Bcl-2 by l ident i f ikován v ch romozomá ln ím 

z lomovém bodě t ( 1 4 ; 1 8 ) nesoucí lidský fol ikulární B buněčný l y m f o m . Ukázalo se , 

že Bcl-2 spíše b l o k u j e p r o g r a m o v a n o u buněčnou s m r t , než p o d p o r u j e p r o l i f e r a c i . 

Bel- 2 g e n t a k zahájil n o v o u k a t e g o r i i onkogenů - regulátorů buněčné s m r t i . 

Č lenové r o d i n y proapopt ických a ant iapoptot ických Bcl-2 představuj í ústřední 

regulátory v evo lučně konzervované cestě buněčné s m r t i . A b e r a c e v rodině Bcl-2 

v e d o u k neuspořádané homeos táze a p a t o g e n i t e vyvolávaj íc í n e m o c i v če tně r a k o v i n y . 

Po t lačen ím normáln ích apoptot ických d r a h pomoc í Bcl-2 j e buňkám, které udržují 

poškození D N A , umožněno v y h n o u t se apoptóze ( S t an l e y J . K o r s m e y e r , 1 9 9 9 ) . 
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2.1.5 Neomezený replikační potenciál 
Soběstačnost v růstových s ignálech, n e c i t l i v o s t vůči i n h i b i c i růstových signálů a únik 

před apoptózou v e d o u spo lečně k odpojení o d růstového plánu buňky, 

který j e ov l i vňován signály z prostředí. V zásadě b y deregu lovaná p r o l i f e r a c e měla 

stačit k n e o m e z e n é m u růstu buněčné p o p u l a c e tvoříc í makroskopické nádory. 

Výzkum n i cméně u k a z u j e , že t y t o získané s c h o p n o s t i narušení buněčné s i g n a l i z a c e 

s a m y o sobě nezaručuj í expanzní růst ná rodu . 

Větš ina n e b o možná všechny t y p y savčích buněk n e s o u vlastní buněčný au tonomn í 

p r o g r a m , který o m e z u j e počet j e j i c h dělení . Zdá se , že t e n t o p r o g r a m f u n g u j e nezávisle 

na všech výše popsaných signálních d rahách m e z i buňkami . A b y došlo k nárůstu k l o n u 

buněk d o v e l i k o s t i , která představuje makroskopický, život ohrožující nádor, 

musí být narušen i o n e n au tonomn í p r o g r a m omezuj íc í počet dělení . Normá ln í buňky 

v buněčné kultuře mají konečný replikační potenciá l ( H a n a h a n & W e i n b e r g , 2 0 0 0 ) . 

J a k m i l e taková buněčná p o p u l a c e p r o j d e urč i tým poč tem dělení , p o p u l a c e 

přes tane růst. T e n t o p r o c e s se nazývá s e n e s c e n c e . S e n e s c e n c i lze obej ít deakt ivací 

supresorových prote inů p R b a p 5 3 , což buňkám umožní pokračovat v r e p l i k a c i , 

d o k u d se n e d o s t a n o u d o dalšího s t a v u , který j e označován j a k o k r i z e . 

Krizový s t a v j e charakter izován masivní smrt í buněk, karyotyp ickým z m a t k e m 

vzniklým fúzí ch romozomů a občasným v z n i k e m var iantn í buňky, která se může 

množit b e z l i m i t a c e , čímž získá s c h o p n o s t i m o r t a l i z a c e ( W r i g h t , P e r e i r a - S m i t h , & Shay , 

1 9 8 9 ) . 

M n o h o důkazů naznačuje , že t e l o m e r y chráníc í k o n c e c h r o m o z o m ů j s o u cent rá lně 

z a p o j e n y d o s c h o p n o s t i n e o m e z e n é p r o l i f e r a c e . T e l o m e r y s ložené z několika 

opakován í t a n d e m o v ý c h hexanukleot idů se progres ivně zkracují u ne imorta l izovaných 

buňek, t e d y u buněk fyziologických. Normá ln í buňky p ropagované v kultuře n a k o n e c 

ztrácejí s c h o p n o s t chráni t k o n c e chromozomáln í D N A před „ end- to-end" fúzí. Takové 

fúze generuj í nestabi lní d icentr ické c h r o m o z o m y , jej ichž rozložení má za následek 

míchání k a r y o t y p u , což ohrožuje ž ivotaschopnost buněk. V s o u l a d u s t ím určuje délka 

te lomer i cké D N A , k o l i k a p o sobě následuj íc ími g e n e r a c e m i může p o t o m e k původní 

buňky projít, než d o j d e k ve lké e r o z i t e l o m e r a nás ledné ztrátě j e j i c h o ch ranné f u n k c e , 

což vyvolá v s t u p buňky d o k r i z e . 
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T e l o m e r a s a , special izovaná D N A p o l y m e r a s a , která přidává s e g m e n t y t e l o m e r 

na k o n c e te lomer i cké D N A , t é m ě ř chybí v ne imorta l izovaných fyziologických buňkách . 

N a o p a k je zvýšeně expr imována na funkčně v ýznamných úrovních v e vě tš ině ( 90 %) 

spon tánně imorta l izovaných buněk, v č e t n ě lidských rakov inných buněk. 

P rod lužován ím te lomer i cké D N A j e t e l o m e r a s a s c h o p n a čelit progresivní e r o z i 

t e l o m e r , která by se j i n a k v y s k y t o v a l a v př ípadě její nepř í tomnost i . 

P ř í tomnost t e l omerasové a k t i v i t y v e spon tánně imorta l izovaných buňkách k o r e l u j e 

s rezistencí na i n d u k c i j a k stárnutí , t a k krize/apoptózy. N a o p a k pot lačení a k t i v i t y 

t e l o m e r a s y v e d e ke zkrácení t e l o m e r a k a k t i v a c i j e d n é n e b o d ruhé z těch to 

prol i ferat ivních bar iér ( H a n a h a n & W e i n b e r g , 2 0 1 1 ) . 

2.1.6 Bioenergetika nádorové buňky 
Chronická a často nekontro lovaná buněčná p r o l i f e r a c e , která představuje p o d s t a t u 

neoplast ického onemocněn í , z a h r n u j e n e j e n d e r e g u l o v a n o u k o n t r o l u buněčného 

dělení, a l e t aké odpovídaj íc í úpravy energet i ckého m e t a b o l i s m u s c í lem podpoř i t růst 

a p r o l i f e r a c i buněk. 

Za aerobn ích podmínek zpracovávaj í glukózu normáln í buňky n e j p r v e glykolýzou 

na pyruvát v c y t o s o l u a poté pyruvát na o x i d uhličitý v mi tochondr i í ch . Za anaerobn ích 

podmínek j e upřednos tňována anaerobn í glykolýza a d o mitochondr i í 

spotřebovávaj íc ích kyslík j e odesí láno pyruvátu j e n málo . 

O t t o W a r b u r g poprvé p o z o r o v a l anomá ln í c h a r a k t e r i s t i k u energet i ckého 

m e t a b o l i s m u rakov inných buněk. D o k o n c e i za př í tomnost i kyslíku m o h o u rakov inné 

buňky p řeprogramova t svůj m e t a b o l i s m u s glukózy, čímž m o h o u o v l i v n i t p r o d u k c i 

e n e r g i e . Takové p řeprogramován í energet i ckého m e t a b o l i s m u j e zdánl ivě nesmys lné , 

neboť rakov inné buňky musí k o m p e n z o v a t 18krát nižší úč innost p r o d u k c e 

A T P , k t e r o u p o s k y t u j e anaerobn í glykolýza v e srovnání s mitochondr iá ln í 

oxidat ívni fosforylací . Nádo rové buňky kompenzuj í t u t o nízkou účinnost p r o d u k c e A T P 

čás tečně zvýšením r e g u l a c e t ranspor té rů glukózy, ze jména G L U T 1 , což podsta tně 

zvyšuje i m p o r t glukózy d o c y t o p l a z m y . 

V e skutečnost i b y l o u m n o h a t ypů nádorů zaznamenáno výrazné zvýšení a b s o r p c e 

glukózy. D o k o n c e b y l o zaznamenáno i vý razné zvýšení jej ího využití. Ukázalo s e , 
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že glykolyt ické získávání e n e r g i e j e s p o j e n o s ak t i vovanými o n k o g e n y (např. RAS , M Y C ) 

a m u t o v a n ý m i t u m o r supresními g e n y (např. T P 5 3 ) . T u t o závislost na glykolýze lze 

ješ tě lépe p o z o r o v a t za hypoxických podmínek , které fungují v m n o h a nádorech . 

Reakční sys tém nádoru na h y p o x i i působí p l e i o t r o p i c k y na u p r e g u l a c i t ranspor térů 

glukózy a na m n o h o enzymů glykolyt ické dráhy. Ras o n k o p r o t e i n i h y p o x i e t e d y m o h o u 

nezávisle zvyšovat h l a d i n y t ranskr ipčních faktorů H I F l a a H I F 2 a , které z a s e zvyšují 

r e g u l a c i glykolýzy. Vy lepšená hypotéza objasňuje , že zvýšená glykolýza umožňuje 

o d k l o n glykolyt ických meziproduktů d o různých biosyntet ických d r a h , v če tně t ě ch , 

které generuj í n u k l e o s i d y a a m i n o k y s e l i n y . T o usnadňu je biosyntézu m a k r o m o l e k u l 

a o r g a n e l pot řebných p r o sestavován í nových buněk ( H a n a h a n & W e i n b e r g , 2 0 1 1 ) . 

2.1.7 Angiogeneze 
Kyslík a živiny d o d á v a n é cévami mají zásadní význam p r o f u n k c i a přežití buněk. 

P r a k t i c k y všechny buňky v e tkáni musí být umís těny d o vzdálenost i 1 0 0 u.m o d krevní 

kapiláry. B ě h e m o r g a n o g e n e z e j e t a t o vzdálenost kapilár o d buněk zajištěna 

koord inovaným růs tem cév. J a k m i l e se vy tvoř í tkáň , j e růst nových krevních 

cév - p r o c e s a n g i o g e n e z e - p řechodný a pečl ivě regulovaný. 

Kvůli závislosti na blízkých kapi lárách se zdá p r avděpodobné , že proliferující buňky 

v t k á n i b u d o u mít vlastní s c h o p n o s t p o d p o r o v a t růst krevních cév. U k a z u j e se a l e , 

že buňky v aberantn ích prol i ferat ivních lezích zpočátku angiogenní s c h o p n o s t 

postrádají , což o m e z u j e j e j i c h možnost e x p a n z e . A b y b y l o dosaženo větš í v e l i k o s t i , 

musí se u začínajících neoplazií r o z v i n o u t angiogenní s c h o p n o s t ( H a n a h a n 

& W e i n b e r g , 2 0 0 0 ) . Růst nádoru závisí na a n g i o g e n e z i v y v o l a n o u chemickými signály 

nádorových buněk v e fázi rychlého růstu. Rakov inné buňky b e z napojení na krevní 

oběh m o h o u dorůst d o v e l i k o s t i 1-2 m m 3 v p růměru a po té j e j e j i c h růst z a s t a v e n . 

V př ípadě, že se nádor nenapoj í na krevní oběh , může se stát nádor nekrot ickým 

n e b o d o k o n c e i apopto t i ckým. P r o t o j e a n g i o g e n e z e důlež i tým f a k t o r e m při r o z v o j i 

r a k o v i n y . 

A n g i o g e n e z e j e s t imulována v e chvíl i , k d y nádorová tkáň vyžaduje kyslík a živiny. 

N e o v a s k u l a r i z a c e , v če tně a n g i o g e n e z e nádoru , j e v podstatě č ty řs tupňový p r o c e s . 
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N e j p r v e j e lokálně poraněna bazálni membrána v t k a n í c h , k d y okamži tě dochází 

k h y p o x i i . D ruhým k r o k e m j e a k t i v a c e endo te lové buňky angiogenními migruj íc ími 

f a k t o r y . T ře t ím k r o k e m j e množení a s t a b i l i z a c e endo te lových buněk a pos ledn ím, 

č tv r tým k r o k e m j e ov l ivnění angiogenního p r o c e s u pomoc í angiogenních faktorů 

( N i s h i d a e t a l . , 2 0 0 6 ) . 

Vaskulární endote l iá ln í růstový f a k t o r (VEGF ) j e pods ta tným med i á to r em 

a n g i o g e n e z e . U zdravých lidí V E G F p o d p o r u j e růst cév v embryoná ln ím vývoj i 

a j e důležitý při hojení r an u dospě lých . V E G F j e kl íčovým f a k t o r e m vyvolávaj íc ím 

a n g i o g e n e z i u r a k o v i n y , v e které je up-regulován expresí o n k o g e n u , řadou růstových 

faktorů a také h y p o x i i . P r o d u k c e V E G F a dalších růstových faktorů nádo rem v e d e 

k „ ang iogenn ímu přepnut í " , k d y se v nádoru a j e h o okolí vy tvoř í nová v a s k u l a t u r a , 

která m u umožní exponenc iá lně růst. V a s k u l a t u r a t u m o r u vy tvořená p o d v l i v e m V E G F 

j e s t rukturá lně a funkčně abnormá ln í - krevní cévy j s o u neprav ide lného t v a r u . 

Cévy j s o u klikaté, mají s lepé uličky a n e j s o u organizovány d o žil, a r t e r i o l a kapilár. 

J s o u rovněž dě r avé a hemorag ické , což v e d e k v y s o k é m u interst ic iá lnímu t l a k u . 

Všechny t y t o v l a s t n o s t i mají za nás ledek t o , že t o k k r ve d o nádoru prostřednictv ím 

těch to cév je neopt imální , což v e d e k h y p o x i i a další p r o d u k c i V E G F ( C a r m e l i e t , 2 0 0 5 ) . 
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2.1.8 Metastáze 
Metas táze , šíření mal igních buněk z pr imárn ího nádoru d o vzdá lených míst, 

představu je největší p rob lém léčby r a k o v i n y a j e hlavní př íč inou úmrt í pac ientů 

s r a k o v i n o u . K t vo rbě metastáz dochází v sérii oddě lených kroků, které by l y seřazeny 

d o „me tas ta t i cké kaskády" . 

Klasický p o h l e d na m e t a s t a t i c k o u kaskádu, počínaje o d pr imární , epitel iální, 

neoplast ické léze z a h r n u j e : (1) E M T (epi te l iá ln í-mezenchymální přechod) a porušení 

bar iéry bazálni membrány , (2) oddě len í nádorových buněk z pr imárn ího nádoru , 

(3) i n v a z i d o sousední tkáně , (4) i n t r a v a z a c i d o již existujících a nově vy t vo řených 

krevních a lymfat ických cév, (5) t r a n s p o r t přes cévy, (6) e x t r a v a z a c i z cév, (7) ustálení 

oddě lených buněk (které m o h o u zůstat delší d o b u neč inné) na sekundárn ím 

ana tomickém místě , (8) růst mikrometastázy a makrometas tázy/sekundárn ího 

nádoru . Každý k r o k j e t vo řen j e d n o u n e b o v íce fyziologickými bar iérami p r o t i šíření 

mal igních buněk. A b y nádorová buňka m o h l a úspěšně metas tázovat , musí všechny 

t y t o bar iéry z d o l a t ( G e i g e r & P e e p e r , 2 0 0 9 ) . 

2.1.9 Nádor-podporující zánět 
Někte ré nádory j s o u hustě inf i l t rovaný buňkami v rozeného i adapt i vn ího imuni tn ího 

sys tému , čímž zrcadlí zánět l ivé s t a v y vznikající v nenádorových tkáních. 

S p ř í chodem lepších markerů p r o přesnou i d e n t i f i k a c i odl išných t ypů buněk 

imuni tn ího sys tému b y l o zj ištěno, že p r a k t i c k y každá neoplast ická léze o b s a h u j e 

imunitní buňky p ř í tomné v hustotách o d j e m n ý c h infiltrací de tekova te lných p o u z e 

pomoc í prot i látek specif ických p r o daný buněčný t y p až p o záněty de tekova te lné 

s tandardn ími t e c h n i k a m i h is tochemického barvení . 

H i s t o r i c k y se předpokláda lo , že t akové to imunitní odpověd i odrážejí p o k u s 

imuni tn ího sys tému o v ymýcen í nádorů . Již v r o c e 2 0 0 0 však e x i s t o v a l y náznaky, 

které p o u k a z o v a l y na t o , že zánětl ivá r e a k c e spojená s nádo rem měla neočekávaný 

paradoxní účinek na zvýšení t u m o r i g e n e z e a p r o g r e s e nádoru . 

Zánět může přispět k m n o h a charakter is t ickým v l a s t n o s t e m nádoru t ím , že dodá 

d o mikroprostředí nádoru bioaktivní m o l e k u l y , v če tně růstových faktorů udržujících 
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prol i ferat ivní s i g n a l i z a c i , faktorů přežití omezuj íc ích buněčnou s m r t , proangiogenních 

fak torů , enzymů modif ikujících extracelulární m a t r i x usnadňuj íc ích a n g i o g e n e z i , 

i n vaz i a metastázy a indukčních signálů, které v e d o u k a k t i v a c i E M T a dalších programů 

patřících k znakům r a k o v i n y . 

Zánět j e v některých př ípadech zjevný v nejranějš ích stádi ích neoplast ické 

p r o g r e s e a j e prokazate lně s c h o p e n p o d p o r o v a t r o z v o j počínajících neoplazií 

až d o p lnohodno tné r a k o v i n y . K romě t o h o m o h o u zánět l ivé buňky uvo lňova t 

chemiká l ie , ze jména reaktivní f o r m y kyslíku, které j s o u mutagenn í p r o blízké 

rakov inové buňky, což u r y c h l u j e j e j i c h genet ický vývo j s m ě r e m ke s tavům zvýšené 

m a l i g n i t y ( H a n a h a n & W e i n b e r g , 2 0 1 1 ) . 

2.1.1 Únik před imunologickým dohledem 
D o s u d nevy řešeným p r o b l é m e m k o l e m t v o r b y nádorů j e otázka, j a k o u h ra j e ro l i 

imunitní sys tém b ě h e m t v o r b y a p r o g r e s e počínajících neoplazií, nádorů v pozdním 

s t a d i u a mikrometastáz . D louhodobá t e o r i e týkající s e imuni tn ího d o z o r u předpokládá, 

že buňky a t káně j s o u neustá le mon i to rovány bdě lým imuni tn ím s y s t émem a že takový 

imunitní d o h l e d j e zodpovědný za rozpoznání a e l i m i n a c i dr t ivé větš iny počínajících 

rakov inných buněk, a t e d y vznikajících nádorů . P o d l e t é to l o g i k y se nádory , 

které se objeví, nějak dokázaly v y h n o u t d e t e k c i imuni tn ím s y s t émem n e b o dokázaly 

o m e z i t r o z s a h imunologického usmrcování , čímž se v y h n u l y e r a d i k a c i . V posledních 

l e t e c h stále v íce důkazů naznačuje , že imunitn í sys tém f u n g u j e j a k o významná bariéra 

p r o t v o r b u a p r o g r e s i nádoru . 

D i s k u s e o rakov inové i m u n o l o g i i z jednodušuj í imunologické i n t e r a k c e m e z i 

nádo rem a h o s t i t e l e m , protože v y s o c e imunogenn í rakov inné buňky se m o h o u dobře 

v y h n o u t imunitní d e s t r u k c i deakt ivac í složek imuni tn ího sys tému, které by l y vys lány 

k j e j i c h e l i m i n a c i . Rakov inné buňky m o h o u p a r a l y z o v a t infiltrující cytotoxické 

l y m f o c y t y a N K buňky vy lučován ím TGF-B n e b o vy lučován ím j iných imunosupres ivn ích 

fak torů . Drobnější m e c h a n i s m y fungují prostřednictv ím náboru zánět l ivých buněk, 

které j s o u akt ivně imunosupres ivn í , v če tně regulačních T buněk (Tregs) a myelo idních 

supresorových buněk ( M D S C ) . Jak T r e g s , t a k M D S C m o h o u potlačit působení 

cytotoxických lymfocytů ( H a n a h a n & W e i n b e r g , 2 0 1 1 ) . 
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2.2 Možnosti léčby nádorového onemocnění 

M e z i příklady léčby r a k o v i n y z počátku 1 9 . století patří radikální, super-radikální 

a ultra-radikální c h i r u r g i e , j a k j i p r o p a g o v a l W i l l i a m S H a l s t e d t . Ze jména radikální 

m a s t e k t o m i e by l a používána k léčbě r a k o v i n y p r s u p o d o b u 9 0 le t , a t o m e z i l e t y 1 8 9 1 

a 1 9 8 1 . V r o c e 1 9 8 1 však B e r n h a r d F i s h e r zveřejnil s t u d i i , která vyvrát i la radikální 

chirurgický zákrok j a k o jed iný způsob léčby r a k o v i n y . Použití radikální c h i r u r g i e 

b y l o okamži tě sníženo poté , c o se p o t v r d i l o , že sys témová ad juvantn í léčba 

v k o m b i n a c i s lokální chirurgií přinesla podobné , ne-li lepší výsledky. V dnešn í době 

j e r a k o v i n a léčena t řemi hlavními přístupy a t o rádioterapi í , imunoterap i í 

a chemote rap i í ( S c h i r r m a c h e r , 2 0 1 9 ) . 

Po o b j e v u ren tgenových paprsků v r o c e 1 8 9 5 W i l h e l m e m C o n r a d e m R o n t g e n e m 

by l a poprvé oceněna j e j i c h klinická užitečnost. Ren tgenové p a p r s k y by l y použity 

j a k o prostředek léčby r a k o v i n y ( B a s k a r e t a l . , 2 0 1 2 ) . Rád ioterap ie je základním 

způsobem léčby r a k o v i n y a přispívá k její léčbě n e b o a lespoň zmírňuje průběh n e m o c i 

u m n o h a pac ientů s nádo rovým o n e m o c n ě n í m ( D e l a n e y e t a l . , 2 0 0 5 ) . 

I přes t o , že v posledních l e t e c h došlo k lepšímu pochopen í c h a r a k t e r i s t i k vývo je 

r a k o v i n y a její léčby zůstává r ad iačn í t e rap ie důležitou součást í léčby r a k o v i n y , př ičemž 

přibližně 5 0 % všech pac ientů s r a k o v i n o u t u t o m e t o d u t e r a p i e v p růběhu onemocněn í 

využívá. Rád ioterap ie přispívá k 4 0 % kurativní léčby r a k o v i n y . H lavn ím c í lem radiační 

t e r a p i e j e z b a v i t rakov inné buňky j e j i c h mult ipl ikačního potenc iá lu ( B a s k a r e t a l . , 

2 0 1 2 ) . 

A l te rnat i vn ím způsobem léčby r a k o v i n y je i m u n o t e r a p i e . I m u n o t e r a p i e se b ě h e m 

posledních deset i let í v ý znamně r o z v i n u l a a dop lňu je možnost i t e r a p i e . 

Na rozdíl o d ostatn ích te rapeut i ckých konceptů j e i m u n o t e r a p i e p r imárně zaměřena 

na p r e v e n c i metas ta t i ckého šíření n e m o c i a na zlepšení k v a l i t y života nádorových 

pac ientů . Př ístupy, které se používají v i m u n o t e r a p i i , j s o u založeny na k o m p l e m e n t a c i 

n e b o s t i m u l a c i imuni tn ího sys tému prostřednictv ím ve lkého množství s loučenin , 

j a k o j s o u l y m f o k i n y , vakcíny, in v i t r o s t imu lované e fek to rové buňky imuni tn ího 

sys tému n e b o proti látky. 

Kvůli své genet ické nestabi l i tě nádo rové buňky o b v y k l e exprimují abnormáln í 

p r o t e i n y , t j . ant igény spo jené s nádo rem (TAA ) , které n e j s o u ( n e b o j e n v e l m i omezeně ) 
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expr imovány normáln ími buňkami . Takové T A A vystavuj í nové , potenc iá lně 

imunogenn íep i topy , které lze r o z p o z n a t imuni tn ím s y s t é m e m h o s t i t e l e . I m u n o t e r a p i e 

j e určena k obnoven í r e a k t i v i t y imuni tn ího sys tému h o s t i t e l e v bo j i p r o t i rakovině 

( S c h u s t e r , N e c h a n s k y , & K i r c h e i s , 2 0 0 6 ) . 

H lavn ím způsobem léčby r a k o v i n y j e c h e m o t e r a p i e , což j e s tandardní t y p léčby 

r a k o v i n y . J e d n í m z prvních c h e m o t e r a p e u t i k ob jevených na k o n c i 7 0 . let 

by l a c i s p l a t i n a . Vyvo láva la však závažné vedlejší účinky, j a k o například zvracení, 

které se o p a k o v a l o i 1 2 x denně . Z důvodu a b s e n c e a n t i e m e t i k v t é době , 

se přepokláda lo s e , že p a c i e n t i začnou nežádoucí vedlejš í účinky agresivní 

c h e m o t e r a p i e t o l e r o v a t , k čemuž ovšem nedošlo. 

C h e m o t e r a p i e j e účinná při léčbě různých t ypů l y m f o m ů , a l e u j iných t ypů r a k o v i n y 

c h e m o t e r a p i e často nemá ve lké l éčebné účinky. M ů ž e ovšem prodloužit ce lkové 

přežití p a c i e n t a . C h e m o t e r a p i e se často podává h lavně j a k o pal iat ivní léčba. 

Přes veškerý p o k r o k j e léčba c h e m o t e r a p e u t i k y ztěžována a může se stát d o k o n c e 

i neúč innou v důs ledku m n o h o č e t n é lékové r e z i s t e n c e nádorových buněk. 
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2.3 Mnohočetná léková rezistence 

M n o h o č e t n á léková r e z i s t e n c e , zkráceně M D R , j e s c h o p n o s t nádorů v y k a z o v a t 

s imultánní r e z i s t e n c i vůči ř adě s t rukturně a funkčně nesouvisej íc ích c h e m o t e r a p e u t i k . 

Je t o získaná r e z i s t e n c e v p růběhu léčby, k d y se původně cit l ivé nádorové buňky 

s t a n o u necit l ivé vůči cy tostat ickým a cytotoxickým úč inkům použitých 

pro t inádorových léčiv. Nádorová buňka je t e d y rezistentní n e j e n vůči již použi tému 

léčivu, její r e z i s t e n c e z a h r n u j e i léčiva, se kterými buňka d o p o s u d nepřišla d o k o n t a k t u 

( G o t t e s m a n , Fo jo , & Ba t e s , 2 0 0 2 ) . 

Te rmín mnohoče tná léková r e z i s t e n c e ( M D R ) se používá k def inován í f e n o t y p u 

r e z i s t e n c e , k d y j s o u buňky rezistentní vůči v íce lékům b e z zjevné strukturní p o d o b n o s t i 

a s různými molekulárn ími cíli. Už j e j asné , že j e mnohoče tná léková r e z i s t e n c e 

vždy mult i faktoriální ( L a r s e n , E s c a r g u e i l , & S k l a d a n o w s k i , 2 0 0 0 ) . 

R e z i s t e n c e může být buď vnitřní (pr imárn í ) , k d y j e nádorová buňka o d s a m é h o 

počátku rezistentní vůči u rč i tému c y t o s t a t i k u (urč i tým cytosta t ikům) , n e b o získaná 

(sekundární ) , která se vyvíjí b ě h e m léčby. 

Je známo, že m n o h o faktorů ov l ivňuje vývo j sekundárn í r e z i s t e n c e . M e z i t y t o 

f a k t o r y patří genet ické změny rakov inných buněk, r y c h l o s t růstu nádoru a účinky 

mikroprostředí např. h y p o x i e , o které je dobře známo, že i n d u k u j e c h e m o - i r ad io-

r e z i s t e n c i ( M e r l o s R o d r i g o e t a l . , 2 0 2 0 ) . R e z i s t e n c e nádorových buněk 

vůči p ro t inádorovým léč ivům zůstává hlavní příč inou selhání léčby u pac ientů 

s r a k o v i n o u ( L a r s e n e t a l . , 2 0 0 0 ) . 

B y l o zjištěno, že mechan i smů získané m n o h o č e t n é lékové r e s i s t e n c e j e celá řada 

a m e z i ne j lépe p rozkoumané m e c h a n i s m y patří následující : (1) m u t a c e molekulárn ího 

cíle léčiva, (2) d e r e g u l a c e mechan i smů buněčné s m r t i (3) zvýšený o d t o k léčiva 

z rakov inných buněk (4) změny v akt ivačních a / n e b o detoxikačních e n z y m e c h , 

(5) a l t e r a c e buněčného c y k l u a změněná r e p a r a c e (6) změny m e t a b o l i s m u a vy lučován í 

léčiva a nedos ta tečný přístup léčiva k nádoru , v č e t n ě hematoence fa l i cké bar iéry 

v nádorech m o z k u (7) snížený přístup léčiva k c í lovým buněčným k o m p a r t m e n t ů m 

( l ysozomáln ísekves t race ) (Hraběta e t a l . , 2 0 2 0 ) . 
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M n o h o z t ěch to mechan i smů r e z i s t e n c e se n e o m e z u j e p o u z e na nádorové buňky, 

můžou se také o b j e v i t v bakter i ích, kvasinkách, plísních n e b o p a r a z i t e c h , 

což představuje hlavní výzvu p r o budouc í c h e m o t e r a p e u t i k a . 

Intracelulární d i s t r i b u c e léčiva j e modi f ikována v m n o h a M D R buněčných liniích, 

což v e d e ke zvýšené s e k v e s t r a c i ( j inak též a k u m u l a c i ) léčiva v kyselých vezikulách, 

j a k o j s o u recyk lované e n d o z o m y , l y s o z o m y , n e b o t r a n s - G o l g i h o apará t . 

V z h l e d e m k t o m u , že větš ina pro t inádorových a g e n s cílí na D N A n e b o na j ade rné 

e n z y m y , v e d e s e k v e s t r a c e léčiva v cytoplazmat ických organe lách ke snížení i n t e r a k c e 

lék-cíl a t ím dochází ke snížení c y t o t o x i c i t y léku. Z m ě n ě n á intracelulární d i s t r i b u c e 

léčiva j e o b v y k l e s p o j e n a s expresí ef luxních p u m p léků, j a k o j e P - g l y k o p r o t e i n 

a m u l t i d r u g r e z i s t e n c e p r o t e i n ( M R P 1 ) . Další běžnou modif ikací v M D R buňkách je 

a l k a l i z a c e intracelu lárního p H . M n o h o exper imentá ln ích studií i klinické p r a x e ukazují, 

že r e z i s t e n c e rakov inových buněk j e způsobena kombinac í v ícero mechan i smů 

a překonání p rob lému M D R b u d e vyžadovat komplexní přístup ( L a r sen e t a l . , 2 0 0 0 ) . 

Existují d vě o b e c n é tř ídy r e z i s t e n c e vůči p ro t inádorovým léč ivům. 

První třída z a h r n u j e r e z i s t e n c e , které zhoršují příjem an t i tumorových látek 

nádorovými buňkami , druhá tř ída o b s a h u j e r e z i s t e n c e , které vznikají v s amotné 

rakov inné buňce v důs ledku genet ických a ep igenet ických změn , které ovl ivňují 

c i t l i v o s t buňky na léčivo. Zhoršený příjem léčiva může být důs ledkem špatné a b s o r p c e 

perorá lně podávaných léčiv, zvýšeného m e t a b o l i s m u léčiva n e b o zvýšeného 

vy lučování , což má za následek nižší h l a d i n y léčiva v krv i a sníženou difúzi léčiva z k r ve 

d o nádoru . Rakov inové buňky v kultuře se m o h o u stát rezistentními vůči j e d n o m u 

léčivu n e b o vůči t ř ídě léčiv s p o d o b n ý m m e c h a n i s m e m úč inku. K r e z i s t e n c i dochází 

změnou buněčného cíle léčiva n e b o zvýšením o p r a v y poškození buňky v y v o l a n o u 

léčivy ( G o t t e s m a n e t a l . , 2 0 0 2 ) . Něk te ré z mechan i smů lékové r e z i s t e n c e j s o u popsány 

v následuj íc ím t e x t u . 
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2.3.1 Mutace molekulárního cíle léčiva 
J e d e n z nejvýznamnějš ích a nejběžnějších mechan i smů r e z i s t e n c e na c í lenou t e r a p i i je 

s p o j e n se změnami (například mutac í ) v moleku lárn ím cíli léčiva, což v e d e ke snížení 

k o m p e t e n c e použitého c h e m o t e r a p e u t i k a - i n h i b i t o r u . Klasickým př ík ladem i n h i b i t o r u 

j e i m a t i n i b (STI). Přestože STI v y k a z u j e v ýznamný klinický přínos p r o p a c i e n t y 

s c h r o n i c k o u mye lo idn í leukémií s pozit ivními BCR-ABL , o d p o v ě ď na léčbu 

j e u některých pac ientů j e n krátkodobá. V m n o h a př ípadech j e t o způsobeno 

m u t a c e m i v BCR-ABL , které narušují i n t e r a k c i i m a t i n i b u s kinázovou k a p s o u , což v e d e 

k r e z i s t e n c i . V í ceče tné bodové m u t a c e n e b o m u t a c e způsobené p o s u n e m čtec ího 

r ámce v BCR-ABL by l y s p o j e n y s rezistencí na i m a t i n i b a představuj í a lespoň 5 0 % 

př ípadů r e z i s t e n c e na t u t o s loučeninu. 

O b j e v těch to mechan i smů r e z i s t e n c e umožni l vývo j inhibitorů B C R - A B L d ruhé 

g e n e r a c e (např. d a s a t i n i b , n i l o t i n i b ) a třet í g e n e r a c e (např. p o n a t i b i b , b o s u t i n i b ) , 

k teré m o h o u vázat větš inu mutovaných f o r e m BCR-ABL , což má terapeut ický přínos 

p r o p a c i e n t y s m u t a c e m i BCR-ABL rezistentními na i m a t i n i b . T e n t o příklad p o u k a z u j e 

na důležitost včasné i d e n t i f i k a c e m e c h a n i s m u a d a p t a c e nádoru na používanou t e r a p i i . 

Při v č a sném odha len í m e c h a n i s m u r e z i s t e n c e se může z a m e z i t růstu a šíření nádorů 

pomoc í nové t e r a p i e založené na poznatcích o m e c h a n i s m e c h r e z i s t e n c e na t e r a p i i 

stávající. 

R e z i s t e n c e na i n h i b i t o r y EGFR , FLT3 ( fms l ike t y r o s i n e k i n a s e 3 ) , 

FGFR ( r e c e p t o r růstového f ibrob las tového f a k t o r u ) , SRC ( P r o t o o n k o g e n S a r c o m a 

g e n u ) n e b o M E K 1 ( m i t o g e n e m akt ivovaná p r o t e i n k i n a s a 1) j s o u další příklady 

r e z i s t e n c e způsobené mutac í molekulárn ího cíle ( R a m o s & B e n t i r e s - A l j , 2 0 1 5 ) . 
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2.3.2 Změna regulace apoptózy 
Prot inádorová léčiva t y p i c k y indukují p r o g r a m o v a n o u buněčnou s m r t n e b o apoptózu . 

Rozhodnutí , z d a buňka b u d e pokračovat v e s vém b u n ě č n é m c y k l u n e b o j e s t l i 

podstoupí apoptózu závisí na komplexní souhře genů a prote inů , které mají regulační 

ro l i v buněčných děj ích. P ředpokládá se , že t u m o r supresorový g e n p 5 3 , j e klíčový 

n e j e n p r o i n d u k c i zastavení buněčného c y k l u v G l fázi a p r o i n d u k c i apoptózy 

p o poškození D N A způsobeném prot inádorovými léky, a l e že j e důležitý také v r e g u l a c i 

e x p r e s e d o w n s t r e a m o v ý c h prote inů , Bel- 2 a b a x ( K r i s h n a & M a y e r , 2 0 0 0 ; L o w e et a l . , 

1 9 9 3 ) . R e z i s t e n c e se p r o t o může v y v i n o u t při ztrátě genů nezbytných p r o buněčnou 

s m r t , j a k o j e T P 5 3 n e b o při n a d m ě r n é e x p r e s i genů , které blokují buněčnou s m r t . 

B-buněčný l y m f o m - 2 (Bcl-2) j e g e n , který h ra j e kl íčovou ro l i v r e g u l a c i c e s t buněčné 

s m r t i . Bcl-2 slouží k och raně buňky před podně ty (např. U V n e b o g a m a záření, aj.) 

způsobujíc ími buněčnou s m r t . B y l o t aké zjištěno, že Bcl-2 j e n a d m ě r n ě expr imován 

u pac ientů s A M L a CLL . Bcl-2 může propůjčit buněčnou o d o l n o s t vůči cytotoxickým 

úč inkům řady prot i rakov inných činidel (např. m i t o x a n t r o n u a c i s p l a t i n y ) . 

Na rozdíl o d P-GP zpros t ředkované M D R , nadměrná e x p r e s e Bcl-2 nezabrání přílivu 

léčiva d o nádorových buněk. Ukázalo se , že když j e Bcl-2 n a d m ě r n ě expr imován 

a zároveň se účastní r e z i s t e n c e , t a k p r o t i r a k o v i n ně léky podporuj í zastavení 

buněčného c y k l u . Účinky léků j s o u však v t o m t o př ípadě spíše cytostat ické 

než cytotoxické. Výs ledky in v i t r o prokázaly, že buněčné l i n i e postrádající p 5 3 vykazují 

zvýšenou o d o l n o s t p r o t i i n d u k c i apoptózy prot i rakov innými léky n e b o r a d i a c i ( K r i s h n a 

& M a y e r , 2 0 0 0 ) . 
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2.3.3 Zvýšený odtok léčiva - lékové transportéry 
R e z i s t e n c e zprostředkovaná lékovými t ranspor téry o b e c n ě vyplývá z e x p r e s e ef luxních 

p u m p závislých na A T P se š irokou s p e c i f i c i t o u p r o léčiva. T y t o efluxní p u m p y patří 

d o r o d i n y A T P b i n g i n g c a s s e t t e (ABC ) t ranspor té rů . R e z i s t e n c e způsobená lékovými 

t ranspor té ry spočívá v t o m , že zvýšený e f l u x léčiva snižuje intracelulární k o n c e n t r a c e 

léčiva. M e z i léky, které j s o u ov l i vněny k l a s i c k o u M D R , patří např. v i n c a a l k a l o i d y 

v i n b l a s t i n a v i n k r i s t i n . R e z i s t e n c e může být t aké zprostředkována sníženým př í jmem 

léků. S e l e k c e rakov inných buněk v kultuře s p ro t inádorovými léčivy z přírodních 

produktů (např. p a k l i t a x e l ) , často v e d e k m n o h o č e t n é lékové r e z i s t e n c i , 

která j e způsobena expresí t ranspor té ru A B C P-GP, p r o d u k t u g e n u A B C B 1 

( n e b o M D R 1 ) . 

Efluxní p u m p a P-GP f u n g u j e j a k o t ranspor tér p r o široké s p e k t r u m léčiv. P-GP úč inně 

odst raňuje cytotoxické léky a m n o h o běžně používaných léčiv z l ipidové d v o j v r s t v y . 

Jel ikož n e všechny mult i rezistentní buňky exprimuj í P-GP, b y l o zahájeno hledání 

dalších efluxních p u m p , což v e d l o k o b j e v u p r o t e i n u M R P 1 . 

M R P 1 j e s t r u k t u r o u podobný P-GP, rozpoznává a t r a n s p o r t u j e neutrá ln í i an ion tové 

hydrofobní př írodní látky a t aké g l u t a t i o n ( G o t t e s m a n e t a l . , 2 0 0 2 ) . T y t o d vě p u m p y 

(P-GP a M R P 1 ) představuj í dob ře charakter izované m e c h a n i s m y M D R ( K r i s h n a 

& M a y e r , 2 0 0 0 ) . Po o b j e v u M R P 1 b y l o o b j e v e n o několik dalších č lenů p o d s k u p i n y 

t ranspor té rů A B C s možnou schopnost í zprostředkovat r e z i s t e n c i ( G o t t e s m a n et a l . , 

2 0 0 2 ) . 
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2.3.4 Narušení DNA reparačních mechanismů 
R e p a r a c e D N A j e dě j , při k te rém buňka i d e n t i f i k u j e a k o r i g u j e poškození m o l e k u l D N A , 

které j e indukováno např. endogenn ím i ROS , u l t raf ia lovým zářen ím, t o x i n y z r o s t l i n , 

mutagenn ími chemiká l iemi n e b o chemote rapeu t i ckými činidly. Ex i s tu j e několik typů 

D N A reparací , m e z i něž patří excizní o p r a v y (excizní o p r a v a n u k l e o t i d u a excizní o p r a v a 

báze) a m i s m a t c h r e p a r a c e . 

Excizní o p r a v y m o h o u být příč inou r e z i s t e n c e vůči l ékům, jejichž t e rapeut i ckým 

cí lem j e D N A . N a excizní op ravě nukleot idů se podílí enzymový k o m p l e x ERCC1-XPF , 

který j e t vo řen z p r o t e i n u E R C C 1 . S t u d i e ukázaly, že enzymový k o m p l e x ERCC1-XPF 

by m o h l o p r a v o v a t poškození D N A indukované léčivy, jej ichž te rapeut ický cíl 

j e p rávě D N A . Některá léčiva, j a k o t řeba c i s p l a t i n a , m o h o u i n d u k o v a t nadměrnou 

e x p r e s i E R C C 1 a t ím může být vyvo lána c h e m o r e z i s t e n c e ( Z h e n g , 2 0 1 7 ) . 

M i s m a t c h r e p a r a c e ( M M R ) j e v y s o c e konzervovaná, v l áknově specifická o p r a v a , 

která se spoušt í pos tupným p r o c e s e m zahá jeným rozpoznáváním poškození D N A . 

P r o t e i n y M M R , nazývané M u t p r o t e i n y , rozpoznávají c h y b y v párován í bází v D N A 

a iniciují vyř íznutí post ižené o b l a s t i . Po vyříznutí j e z n o v u nasyntet izována chybějící 

o b l a s t D N A . Když d o j d e v g e n u p r o M M R k m u t a c i , popř ípadě j e snížena j e h o e x p r e s e , 

není M M R m e c h a n i s m u s schopný n a p r a v i t poškození D N A , což může vést 

až k mikrosatel i tní nestabi l i tě . D e f e k t y M M R m o h o u být děd ičné , j a k o v př ípadě 

děd i čného nepolypózního kolorektálního k a r c i n o m u . Nefunkčnost M M R může 

také n a s t a t ep igenet i ckým umlčen ím esenc iá ln ího g e n u M M R . K ep igenet i ckému 

umlčení M M R dochází nejčastěj i hypermethy lac í p r o m o t o r u M u t L h o m o l o g u e 1 

( h M L H l ) , což b y l o prokázáno u k a r c i n o m u va ječníku, e n d o m e t r i a , žaludku a k o l o r e k t a . 

P ro d e t e k c i poškozené D N A je zapotřebí funkční systém M M R . 

Některá léčiva (např. na bázi p l a t i n y ) narušují normáln í a k t i v i t u M M R a brání 

dokončen í o p r a v y . N e s c h o p n o s t dokonči t o p r a v u poškozené D N A v e d e k apoptóze . 

V př ípadě, že j e M M R deficitní, buňky m o h o u pokračovat v p r o l i f e r a c i i přes poškození 

D N A a m o h o u se t a k stát rezistentními (L. P. M a r t i n , H a m i l t o n , & S c h i l d e r , 2 0 0 8 ) . 
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2.3.5 Buněčná léková rezistence - lysozomální sekvestrace 
V poslední d o b ě se d i s k u t u j e m e c h a n i s m u s M D R med iovaný lysozomální 

sekvestrací . B y l o prokázáno, že l y s o z o m y sekvestruj í lipofilní, s labě bazická 

chemoterapeut i cká léčiva prostřednictv ím neenzymat i ckého m e c h a n i s m u . Rovněž 

b y l o pozorováno, že a d r i a m y c i n , který j e s l a b o u hydrofobní bází, se k o n c e n t r u j e 

v l y s o z o m e c h buněk rezistentních na léčivo, a l e ne v l y s o z o m e c h buněk na léčivo 

cit l ivých. T y t o s labé hydrofobní báze j s o u p r a vděpodobně díky s v é m u hydro fobn ímu 

složení vo lně t r a n s p o n o v á n y d o lysozomů pasivním t r a n s p o r t e m . 

P o d o b n ě může být intracelulární účinnost t ěch to s loučenin snížena in v i t r o 

při kyse lém p H . M n o h o léků používaných k léčbě m a l i g n i t má p o v a h u s labých zásad 

a v několika studi ích b y l o prokázáno, že j s o u v l y s o z o m e c h akumulovány . Výs ledky 

studií naznačují , že l y s o z o m y fungují j a k o rezervoár , který „ v y s á v á " léčivo z c í lového 

místa účinku ( H a l a b y , 2 0 1 9 ) . 
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2.4 Lysozomy 

L y s o z o m y j s o u buněčné o r g a n e l y , které by l y poprvé b i o c h e m i c k y rozpoznány v já t rech 

potkanů j a k o s t r u k t u r y připomínaj íc í váčky. (De D u v e , P r e s s m a n , G i a n e t t o , W a t t i a u x , 

& A p p e l m a n s , 1 9 5 5 ) . Přibl ižně před půl stolet ím b y l a j eš tě v učebnic ích b i o l o g i e 

popisována živočišná buňka j a k o útvar složený z jádra , m e m b r á n y a něčeho m e z i t ím , 

což b y l o nazváno p r o t o p l a s m a . B ě h e m následujících let o v šem proběhla r e v o l u c e 

v buněčné b i o l o g i i a t o díky v ě d c ů m , kteří s e r o z h o d l i podívat se na buňku p o d nově 

se vyví jej ícím př ístrojem - e l ek t ronovým m i k r o s k o p e m . 

Díky e l ek t ronové m i k r o s k o p i i a f r a k c i o n a c i vysokorychlostn í centr i fugací s p o j e n o u 

s b i o c h e m i c k o u analýzou b y l a pos tupně o b j e v e n a s t r u k t u r a p r o t o p l a s m y . Z j i s t i l o se , 

že se v p ro top lasmě nachází nejrůznější subcelulární s t r u k t u r y mající své specif ické 

f u n k c e , které j s o u p r o buňku esenciá ln í ( B o w e r s , 1 9 9 8 ) . 

J e d n í m z důležitých objev i te lů t ěch to s t r u k t u r by l belgický b i o c h e m i k a c y t o l o g 

C h r i s t i a n René M a r i e J o s e p h d e D u v e . C h r i s t i a n d e D u v e se svými spolupracovníky 

z l aboratoře v L u v a n i o b j e v i l i l y s o z o m y v l e t e c h 1 9 5 5 a r o k u 2 0 0 6 d e f i n o v a l d e D u v e 

i p e r o x i s o m y . Byl pos ledním z e s k u p i n y v ýznamných fyziologických chemiků , 

kteří v e 4 0 . a 5 0 . l e t e c h začali z k o u m a t o n y subcelulární s t r u k t u r y a o r g a n i z a c i 

b iochemických d r a h , čímž předurči l i v z n i k modern í buněčné b i o l o g i e . 

C h r i s t i a n D e D u v e , A l b e r t C l a u d e a G e o r g e P a l a d e obdržel i N o b e l o v u c e n u v r o c e 1 9 7 4 

„za o b j e v y týkající s e strukturální a funkční o r g a n i z a c e buňky " ( S aba t i n i & A d e s n i k , 

2 0 1 3 ) . 
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2.4.1 Vlastnosti a funkce lysozomů 
Všechny eukaryot ické buňky obsahuj í l y s o z o m y , avšak j e j i c h m o r f o l o g i e , v e l i k o s t 

a počet j s o u různé, v závislosti na t y p u buňky a je j ím funkčn ím s t a v u . L y s o z o m y mají 

p růměr o k o l o 0,1 - 2u.m a j s o u o d p o v ě d n é za d e g r a d a c i endogenn ích m a k r o m o l e k u l 

( K o r n f e l d & M e l l m a n , 1 9 8 9 ) . L y s o z o m y j s o u t vo řeny m e m b r á n o u , která o b k l o p u j e 

vni třní prostředí o r g a n e l y , které o b s a h u j e různé kyselé h y d r o l a s y (De D u v e 

& W a t t i a u x , 1 9 6 6 ) . M e m b r á n a lysozomů j e t vořena j e d n o u f o s f o l i p i d o v o u 

d v o u v r s t v o u . Uvni t ř lysozomů se nachází řada trávic ích enzymů akt ivních v prostředí 

kyselého p H . Kyselé vnitřní prostředí lysozomů boha té na h y d r o l a s y j e schopné 

d e g r a d o v a t větš inu biologických m a k r o m o l e k u l . Těch to kyselých h y d r o l a s je 

v lysozomů k o l e m padesát i v če tně různých f o s f a t a s , n u k l e a s , g l y k o s i d a s , p r o t e a s , 

p e p t i d a s , s u l f a t a s i l i pas ( B a i n t o n , 1 9 8 1 ) . Lysozomáln ím h y d r o l a s a m by l a až d o o b j e v u 

ubikv i t in-proteazomového sys tému přikládána odpovědnos t za hlavní část 

p ro te inového o b r a t u . Nyní už j e dobře známo, že endozomáln í/ lysozomáln í sys tém má 

s p o u s t u dalších funkcí, v č e t n ě f u n k c e přežití (Turk & T u r k , 2 0 0 9 ) . 

V důs ledku kyselého vni t řn ího prostředí j s o u endogenn í součást i lysozomů 

neustá le nahrazovány nově syntet izovanými k o m p o n e n t y . K romě t o h o musí být dělící 

se buňky schopné tvoř i t l y s o z o m y nové ( K o r n f e l d & M e l l m a n , 1 9 8 9 ) . 

Nedávno b y l o zjištěno, že l y s o z o m y a lysozomální p r o t e a s y se účastní c e s t buněčné 

s m r t i . Účast lysozomů při apoptóze j e p r o buňky fatální (Turk & T u r k , 2 0 0 9 ) . 

Lysozomální e n z y m y j s o u s c h o p n y h y d r o l y z o v a t t é m ě ř všechny tř ídy m a k r o m o l e k u l 

p o d l e následuj íc ího s chématu . 

A-B + H 2 0 -> A-H + B-OH 

P r o d u k t y r o z p a d u j s o u o b v y k l e k d i s p o z i c i p r o o p ě t o v n é využití m e t a b o l i s m e m . 

Funkčně se zdá, že l y s o z o m y slouží j a k o „ t ová rna na r e c y k l a c i a úk l i d " v šeho , c o může 

být využito. Někdy l y s o z o m a k u m u l u j e i nest rav i te lné z b y t k y , které buňka neumí 

využít . Občas se s t a n e , že j s o u t y t o z b y t k y v lysozomů uloženy d o k o n c e života buňky 

( B a i n t o n , 1 9 8 1 ) . 
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2.4.2 Biogeneze lysozomů 
Otázka, j ak j s o u l y s o z o m y t vo řeny , zajímala buněčné b i o l o g y p o deseti let í . 

Rané mikroskopické s t u d i e naznačovaly , že l y s o z o m y se tvoř í p ř ímým pučen ím 

z G o l g i h o k o m p l e x u ( M u l l i n s & B o n i f a c i n o , 2 0 0 1 ) . Později by l v y t vo řen m o d e l , 

který předpokládá, že l y s o z o m y maturuj í z endozomá ln ího k o m p a r t m e n t u . 

T e n t o m o d e l m a t u r a c e z a h r n u j e f o r m a c i z brzkého e n d o z o m u koalescencí v e z i k u l 

z p lazmatické m e m b r á n y ( M u r p h y , 1 9 9 1 ) . Odst raněn í recyklačních v e z i k u l a přidání 

v e z i k u l odvozených o d t r a n s - G o l g i h o sítě (TGN) převádí t y t o e n d o z o m y na pozdní 

e n d o z o m y a n a k o n e c na l y s o z o m y . 

A l ternat ivn í m o d e l vezikulárního t r a n s p o r t u předpokládá, že brzké e n d o z o m y , 

pozdní e n d o z o m y a l y s o z o m y j s o u stabilní k o m p a r t m e n t y . Probíhá t r a n s p o r t z brzkého 

e n d o z o m u , přes endozomáln í přenosový v e z i k u l s charakter is t ickým mult ivezikulárním 

tě l í skem, d o pozdního e n d o z o m u , který m a t u r u j e v l y s o z o m ( M u l l i n s & B o n i f a c i n o , 

2 0 0 1 ) . S céná ře popisující i n t e r a k c i m e z i pozdním e n d o z o m e m a l y s o z o m e m zahrnují 

m o d e l „ po l i bku a ú t ě k u " . T e n t o m o d e l předpokládá, že e n d o z o m y a l y s o z o m y 

podstupuj í opakujíc í s e c y k l y fúze a š těpení umožňuj íc í n e j e n přenos mater iá lu , 

a le i údržbu zralého l y s o z o m u ( S to r r i e & D e s j a r d i n s , 1 9 9 6 ) . Navržené v a r i a n t y m o d e l u 

předpokládaj í h e t e r o t y p i c k o u fúzi pozdního e n d o z o m u s l y s o z o m e m za v z n i k u 

hybridní o r g a n e l y s nás lednou lysozomální reformací . N e j e n , že se m o d e l y vzá jemně 

nevylučuj í , a l e j e navíc i možné , že se v buňce upla tňuje v íce než j e d e n m e c h a n i s m u s 

lysozomální b i o g e n e z e . Fak t , že e x i s t u j e t akové množství mode lů p r o t v o r b u l y s o z o m u , 

akorát u k a z u j e , j a k málo j e prozat ím p o c h o p e n t e n t o děj ( M u l l i n s & B o n i f a c i n o , 2 0 0 1 ) . 

Lysozomální b i o g e n e z e j e regulována k o o r d i n o v a n o u g e n o v o u sítí lysozomální 

e x p r e s e a r e g u l a c e (CLEAR ) , která j e akt ivována h lavními regulátory p o j e j i ch 

t r a n s l o k a c i d o jádra , m e z i hlavní regulátory patří E b a s i c he l i x - l o o p - he l i x p r o t e i n 3 5 

(transkripční f a k t o r EB, TFEB ) , t ranskr ipční f a k t o r E3 (TFE3) a mitochondr iá ln í 

t ranslační iniciační f a k t o r y (MT IF ) . Síť C L E A R řídí e x p r e s i lysozomálních enzymů 

pot řebných p r o š těpení b i o m o l e k u l a genů spojených s h lavními c e s t a m i p řenosu , 

v č e t n ě a u t o f a g i e , endo/exocytózy a fagocytózy. Činnosti m T O R l a lysozomů j s o u 

p r o p o j e n y , protože m T O R l r e g u l u j e m i m o j iné e x p r e s i V - A T P a s y . T a t o r e g u l a c e je 

způsobena fosforylací T F E B a její j a d e r n o u t r a n s l o k a c i , která j e řízena m T O R l ( P a l m i e r i 

e t a l . , 2 0 1 1 ; P e n a - L l o p i s e t a l . , 2 0 1 1 ) . 
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2.4.3 Lysozomální proteiny 
Lysozomální p r o t e i n y j s o u syntet izovány v endop lazmat i ckém r e t i k u l u a j s o u 

p řenášeny sekreční c e s t o u d o endo lysozomáln ího sys tému . B y l o charakter izováno 

několik r e c e p t o r u , které prováděj í p o s t - G o l g i h o t r a n s p o r t t ěch to prote inů . Něk te ré 

z r e c e p t o r u rozpoznávají své nák ladové p r o t e i n y na základě specif ických a m i n o k y s e l i n , 

j iné na základě konkrétní g lykanové m o d i f i k a c e , která se nachází vý lučně 

na lysozomálních p r o t e i n e c h . 

T é m ě ř všechny r e c e p t o r y sloužící k b i o g e n e z i lysozomů j s o u p o d transkripční 

k o n t r o l o u t ranskr ipčního f a k t o r u EB (TFEB) , h lavního regulátoru lysozomálního 

sys tému . T F E B k o o r d i n u j e e x p r e s i lysozomálních h y d r o l a s , lysozomálních 

m e m b r á n o v ý c h prote inů a autofagických prote inů v r e akc i na dráhy snímající 

lysozomální s t r e s a nutriční podmínky buňky, t y t o d ráhy snímají o v šem i j iné podněty 

(Bajaj e t a l . , 2 0 1 9 ) . 

L y s o z o m y j s o u zodpovědné za d e g r a d a c i m a k r o m o l e k u l j a k z extrace lu lárn ího 

p r o s t o r u , t a k i intracelu lárního p r o s t o r u , které se d o l y s o z o m u d o s t a l y prostřednictv ím 

endocytózy n e b o fagocytózy. M a k r o m o l e k u l y z c y t o p l a z m y j s o u d o l y s o z o m u 

dopravovány autofagií . P ro te inové složky lysozomální m e m b r á n y zprostředkovávaj í 

řadu základních funkcí t o h o t o k o m p a r t m e n t u , v č e t n ě okyselení lysozomálního 

l u m e n u a t r a n s p o r t u a m i n o k y s e l i n , mas tných k y s e l i n , sachar idů a dalších živin 

vznikajících h y d r o l y t i c k o u degradac í lysozomálními h y d r o l a s a m i ( E s k e l i n e n , T a n a k a , & 

Sa f t i g , 2 0 0 3 ) . K romě t o h o m o h o u být lysozomální m e m b r á n o v é p r o t e i n y z a p o j e n y 

d o i n t e r a k c e a fúze lysozomů se s e b o u samými n e b o d o i n t e r a k c e a fúze s dalšími 

buněčnými s ložkami, v č e t n ě e n d o z o m ů , f agozomů a plazmatické m e m b r á n y ( F u k u d a , 

1 9 9 1 ) . 

Kyselé (pH < 5) vni třní prostředí l y s o z o m u j e způsobeno o b s a h e m kyselé 

hyd ro l a sy-vakuo l á rn í H + - A T P a s a (V-ATPasa ) (Hraběta e t a l . , 2 0 2 0 ) . P r o f u n k c i 

lysozomů j s o u nezbytné dvě tř ídy pro te inů : rozpustné lysozomální h y d r o l a s y 

(označované také j a k o kyselé h y d r o l a s y ) a integrální lysozomální m e m b r á n o v é 

p r o t e i n y ( L M P s ) . 

Každá z 5 0 známých lysozomálních h y d r o l a s cílí na specif ické substráty 

p r o d e g r a d a c i a j e j i c h společný účinek je odpovědný za c e l k o v o u k a t a b o l i c k o u k a p a c i t u 

l y s o z o m u . K romě h r o m a d n é d e g r a d a c e a zpracování p r o t e i n u se lysozomální 
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h y d r o l a s y účastní cytosol ické dráhy, v e které j e zpracován ant igén. 

Rovněž se h y d r o l a s y podílí na d e g r a d a c i extracelulární m a t r i x a t aké na zahájení 

apoptózy ( C o n u s & S i m o n , 2 0 0 8 ) . 

L M P s se nacházej í převážně na lysozomální m e m b r á n ě a oplývaj í ve lkým 

a rozl ičným množstv ím funkcí, které zahrnují okyse lování lysozomálního l u m e n u , 

p ro te inový i m p o r t z c y t o s o l u , fúzi m e m b r á n a t r a n s p o r t produktů d e g r a d a c e 

d o c y t o p l a z m y . Nejčastěj i se objevuj íc í L M P s j s o u s l y s o z o m e m asoc iované 

m e m b r á n o v é p r o t e i n y L A M P - 1 a L A M P - 2 , lysozomální in tegrovaný p r o t e i n L IMP-2 

a p r o t e i n t e t r a s p a n i n C D 6 3 . ( E s k e l i n e n e t a l . , 2 0 0 3 ) . 

S l y s o z o m y asoc iovaný m e m b r á n o v ý p r o t e i n 1 ( L A M P - 1 ) a L A M P - 2 j s o u hlavní 

p ro te inové složky lysozomální membrány . J s o u t o t r a n s m e m b r á n o v é p r o t e i n y t y p u I 

s v e l k o u luminální d o m é n o u , j e d n o u t r a n s m e m b r á n o v o u d o m é n o u a C-terminálním 

cytop lazmat ickým o c a s e m . Konzervované cytozol ické k o n c e L A M P - 1 a L A M P - 2 

obsahuj í po t řebné i n f o r m a c e p r o j e j i c h intracelulární cílení p o biosyntéze ( H u n z i k e r , 

S i m m e n , & Hôning, 1 9 9 6 ) . 

P ř í tomnost o b o u L A M P m o l e k u l j e j e d n o u z hlavních definicí lysozomálního 

k o m p a r t m e n t u . P ů v o d n ě by l y L A M P - 1 a L A M P - 2 považovány za ochránce lysozomální 

m e m b r á n y p r o t i hydro lyt ickým e n z y m ů m ( E s k e l i n e n , 2 0 0 6 ) . N i c m é n ě def ic ientní 

buňky, k terým chybí o b a L A M P p r o t e i n y mají stále intaktní l y s o z o m y i když h u s t o t a 

v z t l a k u lysozomů j e snížená ( E s k e l i n e n e t a l . , 2 0 0 5 ) . 

2.4.4 LAMP 1 

L A M P - 1 se skládá z ve lké luminální část i , která j e oddě lena p a n t o v o u oblastí b o h a t o u 

na p r o l i n v e d v o u disulf id-obsahujících d o m é n á c h , j e d n o h o t r a n s m e m b r á n o v é h o 

s e g m e n t u a krátkého cytop lazmat ického k o n c e 1 1 a m i n o k y s e l i n . K o n e c o b s a h u j e 

m o t i v G l y-Tyr kritický p r o t r a n s p o r t d o lysozomů ( A n d r e j e w s k i e t a l . , 1 9 9 9 ) . 

P o l y p e p t i d L A M P - 1 j e složen z 3 8 2 a m i n o k y s e l i n , což odpov ídá přibližně 4 2 k D a . 

Luminální část po lypept idového řetězce o b s a h u j e 1 6 - 2 0 potenciá ln ích 

/V-glykosylačních míst, z nichž větš ina j e využita . Část g lykanů j e po ly lak tosaminového 

t y p u a L A M P - 1 j e j edn ím z hlavních nosičů poly-N-acetyl Iaktosaminů v buňkách (Lee , 
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W a n g , & F u k u d a , 1 9 9 0 ) . Za j ímavé j e , že o b s a h poly-N-acetyl Iaktosaminů v L A M P - 1 

k o r e l u j e s d i fe renc iác ia metas ta t i ckým potenc iá lem nádorových buněk. 

G e n L a m p - 1 j e v šudypř í tomně expr imován s poněkud vyššími h l a d i n a m i v e slezině, 

j á t rech a ledv inách. V makrofázích P 3 8 8 tvoř í L A M P - 1 přibližně 0,1 % ce lkového 

buněčného p r o t e i n u , což odpov ídá přibližně 2 x l 0 6 m o l e k u l L A M P - 1 na buňku. 

O d h a d u j e se , že n a d b y t e k L A M P - 1 i L A M P - 2 je dos ta tečně vysoký na t o , a b y vytvoř i l 

t é m ě ř kontinuální sachar idový p o v l a k na vn i t řn ím p o v r c h u lysozomální m e m b r á n y 

( A n d r e j e w s k i e t a l . , 1 9 9 9 ) . Ačkoli j e L A M P - 1 d ist r ibuován v buňce pr imárně 

v l y s o z o m e c h , za urč i tých okolnost í (např. na cytotoxických T l y m f o c y t e c h , p o a k t i v a c i 

krevních destiček,.. . ) , se také nachází na p o v r c h u buněk ( F e b b r a i o & S i l v e r s t e i n , 1 9 9 0 ) . 

L A M P - 1 by l n a l e z e n také na b u n ě č n é m p o v r c h u v y s o c e metastat ických nádorových 

buněk. P ředpok ládá s e , že L A M P expr imovaný na b u n ě č n é m p o v r c h u může sloužit 

j a k o l i g a n d p r o s e l e k t i n y a může t a k zprostředkovat události adheze/rozpoznávání 

buněk ( A n d r e j e w s k i e t a l . , 1 9 9 9 ) . 

2.4.5 LAMP 2 
J e d n í m z hlavních nosičů poly-N-acetyl Iaktosaminů v buňkách j e L A M P - 2 ( F u k u d a , 

1 9 9 1 ) . Ačkol i v šudypř í tomně expr imovaný L A M P - 2 j e za urč i tých okolnost í lokalizován 

pr imárně v pozdních e n d o z o m e c h a l y s o z o m e c h , může se nacházet na b u n ě č n é m 

p o v r c h u , s te jně t a k j a k o L A M P - 1 . L A M P - 2 by l popsán j a k o r e c e p t o r p r o selektivní 

i m p o r t a d e g r a d a c i cytosol ických prote inů v l y s o z o m u a t aké j a k o r e c e p t o r 

p r o c h a p e r o n e m zprost ředkovanou a u t o f a g i i . 

S te jně j a k o L A M P - 1 se L A M P - 2 skládá z ve lké luminální část i , j e d n o h o 

t r a n s m e m b r á n o v ě překlenuj íc ího se s e g m e n t u a krátkého cy top lazmat ického k o n c e 

o 11 aminokyse l inách ( E s k e l i n e n e t a l . , 2 0 0 2 ) . 

L A M P - 2 , s te jně j a k o L A M P - 1 , by l p o d l o u h o u d o b u považován za zásadní p r o t e i n 

p r o o c h r a n u lysozomální m e m b r á n y před kyselým prost řed ím l u m e n . N i c m é n ě s t u d i e 

e f e k t u s amo tného a komb inovaného n e d o s t a t k u L A M P u myší však o d h a l i l a 

a l ternat ivní f u n k c e . L A M P p r o t e i n y , a l e ze jména L A M P - 2 , j s o u důležitými regulátory 

při úspěšném zrání au to fagozomů i f agozomů. N e d o s t a t e k L A M P - 2 způsobuje 

a k u m u l a c i au to fagozomů v m n o h a tkáních. T o v e d e ke k a r d i o m y o p a t i i a m y o p a t i i 
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u m y š i a p a c i e n t i kvůli t o m u trpí D a n o n o v o u nemocí . Úst ředn í ro l i L A M P - 2 p o d t r h u j e 

také s t u d i e , v e které se ukázalo, že myši mající knockoutovaný p r o t e i n L A M P - 2 mají 

zhoršenou fagozomáln í m a t u r a c i v n e u t r o f i l e c h . P o r u c h a t o h o t o důleži tého p r o c e s u 

v rozené imunitní o b r a n y u těch to myší v e d l a k paradentóze . Zpožděná c l e a r a n c e 

bakter iá lních pa togenů by l a p r a vděpodobně způsobena neúč innou fúzní k a p a c i t o u 

m e z i l y s o z o m y a f a g o z o m y . 

S t u d i e s dvoj i tými knockoutovanými L A M P f i b r o b l a s t y naznačují, že n e d o s t a t e k 

L A M P zhoršuje t r a n s p o r t lysozomů zprost ředkovaný d y n e i n e m d o per inukleárních 

oblastí, k d e dochází k fúzi s ( a u t o ) f a g o z o m y (Sa f t ig , B e e r t s e n , & E s k e l i n e n , 2 0 0 8 ) . 

2.4.6 (H+)-ATPasa 
Eukaryot ické buňky v y v i n u l y r o d i n u p ro tonových p u m p závislých na A T P známých 

j a k o vakuolárn í (H + ) -ATPasy ( n e b o V - A T P a s y ) , a b y r e g u l o v a l y p H intracelulárních 

k o m p a r t m e n t ů , extrace lu lárn ího p r o s t o r u a c y t o p l a z m y . V - A T P a s y p ř í tomné 

v intracelulárních k o m p a r t m e n t e c h j s o u důležité p r o normáln í buněčné p r o c e s y , 

j a k o j s o u r e c e p t o r e m zpros t ředkované endocytózy , intracelulární m e m b r á n o v ý 

p r o v o z , zpracování a d e g r a d a c e prote inů a spřažený t r a n s p o r t ma lých m o l e k u l a iontů. 

Rovněž usnadňuj í v s t u p řady oba lených v i rů a bakter iá lních toxinů, v če tně v i r u 

chřipky a an t raxového t o x i n u d o buňky. V - A T P a s y p ř í tomné v plazmatických 

m e m b r á n á c h buněk j s o u také důležité v normáln í f y z i o l o g i i . U lehčuj í r e s o r p c i kostí 

o s t e o k l a s t y , s e k r e c i k y s e l i n in terka lá tovými buňkami l e d v i n , p H homeostázu 

v makrofázích a n e u t r o f i l e c h , a n g i o g e n e z i endo te lovými buňkami a zrání a skladování 

spermi í v mužské reprodukční soustavě . 

V - A T P a s y z plazmatické m e m b r á n y j s o u obzvláště důležité u lidských onemocněn í , 

př ičemž genet ické v a d y V - A T P a s se projevují například j a k o o n e m o c n ě n í osteok lastů , 

což v e d e k os teopet róze . V - A T P a s y z plazmatické m e m b r á n y se t aké podílejí na i n vaz i 

nádorových buněk. V - A T P a s y se t a k objevuj í j a k o potenciá ln í cíle v léčbě nemocí , 

j a k o j e osteoporóza a r a k o v i n a ( H i n t o n , B o n d , & F o r g a c , 2 0 0 9 ) . 
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2.5 Lysozomální sekvestrace slabých hydrofobních bází 
S c h o p n o s t lysozomů p o h l c o v a t a a k u m u l o v a t s labé hydrofobní báze 

fyzikálně-chemickým p r o c e s e m známým j a k o lysozomální a k u m u l a c e 

n e b o lysozomální s e k v e s t r a c e poprvé p o p s a l i d e D u v e e t a l . v č lánku v y d a n é m r o k u 

1 9 7 4 ( K a z m i e t a l . , 2 0 1 3 ) . B y l o prokázáno, že l y s o z o m y sekvestruj í hydrofobní , 

s labě bazická chemoterapeut i cká léčiva prost řednic tv ím neenzymat i ckého 

a t r anspor té rem nezpros t ředkovaného m e c h a n i s m u ( H a l a b y , 2 0 1 9 ) . 

M n o h o léků používaných k léčbě m a l i g n i t j e s l a b o u bází a b y l o prokázáno několika 

p u b l i k a c e m i , že j s o u akumu lovány v l y s o z o m e c h . M e z i látky mající v l a s t n o s t i s labé 

hydrofobní báze patří m i m o j iné i následující léky: d a u n o r u b i c i n , d o x o r u b i c i n , 

l a p a t i n i b , v i n k r i s t i n , n i n t e d a n i b , , v i n b l a s t i n a m i t o x a n t r o n ( H a l a b y , 2 0 1 9 ; L a r s e n e t a l . , 

2 0 0 0 ) . Nás ledkem h o d n o t y j e j i c h pK ( m e z i 7 a 9) j e podstatná část m o l e k u l nenabitá 

při normá ln ím intracelu lárním p H , což j i m umožňu je vo lně p r o n i k a t přes m e m b r á n y 

cytoplazmat ických o r g a n e l a v e z i k u l . Když lék narazí na kyselé prostředí, j a k o je 

například vni t řek lysozomů, p řeměn í se protonizací na n a b i t o u f o r m u , která již není 

s c h o p n a překonat vnitřní membrány . 

T o má za nás ledek a k u m u l a c i t ěch to prot inádorových látek v cytoplazmat ických 

organe lách . P o s e k v e s t r a c i nás leduje t r a n s p o r t látky na p o v r c h buňky a její vy t lačení 

d o extrace lu lárn ího prostředí. Je l ikož rovnováha m e z i n e n a b i t o u a n a b i t o u f o r m o u 

léčiva závisí na p H , je a k u m u l a c e léčiva v kyselých vezikulách podporována vysokým 

g r a d i e n t e m p H m e z i c y t o p l a z m o u a kyselými k o m p a r t m e n t y . Okyse lení c y t o p l a z m y 

a / n e b o a l k a l i z a c e kyselých v e z i k u l n a o p a k snižuje a k u m u l a c i léčiva v t ěch to 

organe lách . ( L a r sen e t a l . , 2 0 0 0 ) . 

Existují n e jméně čtyři možné způsoby, j ak se léčiva n e j e n s p o v a h o u slabých 

hydrofobních bází m o h o u d o s t a t d o lysozomů a a k u m u l o v a t se t a m . Tři z t ěch to ce s t 

zahrnují p řenos léčiva př ímo z buněčného c y t o s o l u . J m e n o v i t ě se j edná o (1) pasivní 

difúzi, (2) autofagocytózu (s nás lednou fúzí s l y s o z o m y ) a (3) t r a n s p o r t léčiva pomoc í 

t ranspor tn ího p r o t e i n u spo jeného s lysozomální m e m b r á n o u a o r i en tovaného t ak , 

a b y usnadňova l t r a n s p o r t m o l e k u l d o p r o s t o r u lysozomálního l u m e n . Čtvr tou možnou 

c e s t o u j e endocytóza probíhající z extracelulární t e k u t i n y , která j e j ed iným dos tupným 
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m e c h a n i s m e m p r o ve lké a / n e b o p r o m e m b r á n u nepropus tné s loučeniny, j a k se d o s t a t 

d o l y s o z o m u ( K a u f m a n n & K r i s e , 2 0 0 7 ) . 

Lysozomální s e k v e s t r a c e j e považována za j e d n u z příčin pot lačení cytotoxického 

účinku léků s p o v a h o u s labé hydrofobní báze, což v e d e ke v z n i k u m n o h o č e t n é lékové 

r e z i s t e n c e ( Z h i t o m i r s k y & A s s a r a f , 2 0 1 5 ) . 

N e j e n že se prot inádorová léčiva s p o v a h o u s labých hydrofobních bází v y s o c e 

sekvestruj í v kyselých l y s o z o m e c h , a l e b y l o d o k o n c e zjištěno, že a k u m u l a c e t ěch to 

látek v l y s o z o m e c h i n d u k u j e lysozomální b i o g e n e z i zprost ředkovanou T F E B , 

což výrazně zvyšuje počet lysozomů v buňce . B i o g e n e z i lysozomů zesílená lysozomální 

a k u m u l a c e c h e m o t e r a p e u t i k v e d e ke zvětšení lysozomální k a p a c i t y buňky. 

U t a k t o nabuzené buňky b y l a v l i v e m a k u m u l a c e vyvo lána mnohoče tná léková 

r e z i s t e n c e . 

V z h l e d e m k t o m u , že se o o s u d u léčiv akumu lovaných v l y s o z o m e c h ví j e n málo , 

by l d o k o n c e navržen m o d e l , který p o p i s u j e , j a k m o h o u být izolovaná léčiva vy loučena 

z rakov inotvorných buněk prostřednic tv ím lysozomální exocytózy. S l edován ím 

subcelulární l o k a l i z a c e lysozomů b ě h e m e x p o z i c e l ysozomotropn ím 

chemote r apeu t i kům b y l o ukázáno, že a k u m u l a c e léčiva v e d e k t r a n s l o k a c i lysozomů 

z per inukleární zóny s m ě r e m k plazmatické m e m b r á n ě . P o t r a n s l o k a c i 

na p l a z m a t i c k o u m e m b r á n u fúzovaly l y s o z o m y s p l a z m a t i c k o u m e m b r á n o u a nás ledně 

u v o l n i l y svůj o b s a h d o extracelu lárního prostředí. T a t o zjištění naznačují, 

že lysozomální exocytóza j e zásadní složkou l y s o z o m e m zpros t ředkované m n o h o č e t n é 

lékové r e z i s t e n c e ( Z h i t o m i r s k y & A s s a r a f , 2 0 1 7 ) . 
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2.6 Chemoterapeutika v boji proti rakovině 
C h e m o t e r a p e u t i k používaných k léčbě nádorových o n e m o c n ě n í j e v íce než 1 0 0 druhů 

a j e j i c h počet neustá le narůstá. C h e m o t e r a p e u t i k a m o h o u být rozdělena na léky 

s re lat ivně š i rokou, nec í lenou s p e c i f i c i t o u , a na léky c í lené, vyv inu té na základě 

přesnějš ího chápán í jednot l i vých druhů r a k o v i n y a z a m ě ř e n é na specif ické molekulárn í 

cíle v různých rakov inných buňkách . Necí lená c h e m o t e r a p i e j e známá 

také j a k o konvenční c h e m o t e r a p i e ( B a l d o & P h a m , 2 0 1 3 ) . 

Konvenčn í c h e m o t e r a p i e , i když j e zaměřena na urči té m a k r o m o l e k u l y 

n e b o e n z y m y , o b v y k l e úč inně nerozlišuje m e z i r y c h l e se děl íc ími normáln ími buňkami 

a nádorovými buňkami , což v e d e k toxickým vedle jš ím úč inkům ( A r o r a & S c h o l a r , 

2 0 0 5 ) . Odpověd i nádorů na c y t o t o x i c k o u c h e m o t e r a p i i j s o u o b v y k l e čás tečné , krátké 

a nepředv ída te lné ( A r o r a & S c h o l a r , 2 0 0 5 ) . 

N a p r o t i t o m u cílená t e r a p i e i n t e r f e r u j e s molekulárn ími cíli, k teré mají ro l i v růstu 

n e b o p r o g r e s i nádoru . T y t o cíle j s o u o b v y k l e lokal izovány v nádorových buňkách. 

Cí lené t e r a p i e t e d y mají v y s o k o u s p e c i f i c i t u vůči nádo rovým buňkám a poskytují širší 

t e rapeut i cké o k n o s menš í t o x i c i t o u . J s o u t aké často užitečné v k o m b i n a c i 

s c y t o t o x i c k o u chemote rap i í n e b o ozařován ím a t o j a k o léčba adit ivní n e b o synergická. 

P r o f i l y t o x i c i t y c í lené t e r a p i e se totiž m o c často nepřekrývaj í s tradiční c y t o t o x i c k o u 

chemoterap i í . Cílená t e r a p i e t e d y představuje nový a slibný přístup k léčbě r a k o v i n y , 

který již v e d e k příznivým klinickým úč inkům. Existují 2 t y p y c í lené t e r a p i e , 

monokloná ln í prot i látky(např. h e r c e p t i n , r i t u x i m a b ) a nízkomolekulární i n h i b i t o r y j a k o 

j s o u i n h i b i t o r y ty ros inových k i n a s (např. i m a t i n i b , d a s a t i n i b ) ( F in l ey , 2 0 0 3 ) . 
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2.6.1 Cílená chemoterapie 
Tradiční cytotoxická c h e m o t e r a p i e f u n g u j e předevš ím prostřednictv ím i n h i b i c e 

buněčného dělení . N a p r o t i t o m u cílená t e r a p i e b l o k u j e p r o l i f e r a c i rakov inných buněk 

interferencí s e specif ickými m o l e k u l a m i po t řebnými p r o vývo j a růst nádoru . 

Něk te ré z t ěch to m o l e k u l m o h o u být př í tomny v normáln ích tkán ích , a l e v nádorech 

j s o u často mutovaný n e b o n a d m ě r n ě expr imovány ( G e r b e r , 2 0 0 8 ) . 

Hlavními požadavky na léčbu r a k o v i n y b y l y vždy specif ičnost a cílení léčby př ímo 

na rakov inné buňky bez d o p r o v o d n é t o x i c i t y . T y t o požadavky b y l y real izovány 

se zaveden ím léčby monok loná ln ími prot i látkami ( m A b ) a n ízkomolekulárními 

i n h i b i t o r y , které cílí na m o l e k u l y signální t r a n s d u k c e . Signální t r a n s d u k c e využívá 

b i o c h e m i c k y indukované signály gene rované řadou ve lkých i malých m o l e k u l 

(např. růstové f a k t o r y , n e u r o t r a n s m i t e r y , h o r m o n y , c y tok iny , . . . ) , k teré j s o u z a h r n u t y 

d o ce lé řady buněčných reakcí ( buněčné dělení , metabo l i cké změny , genová e x p r e s e , 

s m r t buňky) . T e r a p i e n ízkomolekulárními i n h i b i t o r y signální t r a n s d u k c e p a k závisí 

na i d e n t i f i k a c i signálních prote inů a j e j i c h změněných d r a h . První signální p r o t e i n y , 

které měly být použity j a k o cíle p r o n o v o u g e n e r a c i unikátních p ro t inádorových léčiv, 

b y l y p r o t e i n k i n a s y ( B a l d o & P h a m , 2 0 1 3 ) . 

2.6.2 Monoklonální protilátky 
J e d n í m ze způsobů, j ak s p e c i f i c k y najít p r o t e i n , který j e deregu lován b ě h e m 

t u m o r i g e n e z e , j e p r o d u k c e monok loná ln í proti látky p r o t i c í lovému p r o t e i n u . 

By l y v y t vo řeny monokloná ln í proti látky, což j s o u cí lená c h e m o t e r a p e u t i k a , cílící 

na širokou škálu prote inů , které se podílejí na specif ických druzích r a k o v i n . Existují tři 

hlavní m e c h a n i s m y narušení f u n k c e rakov inové buňky a t o prot i látkově závislá 

c y t o t o x i c i t a , na k o m p a r t m e n t u závislá c y t o t o x i c i t a a přerušení f u n k c e p r o t e i n u a t ím 

možné nás ledné s i g n a l i z a c e . 

T e r a p i e monok loná ln ími prot i látkami využívá ve lkého množstv í prot i látek, 

které j s o u gene rovány in v i t r o . J edná o větší množství prot i látek než j e t ě ch , 

které vy tvář í v lastní imunitní sys tém p a c i e n t a . 
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První monokloná ln í proti látky by l y v y r o b e n y v laboratoř i fúzí myší rakov inné buňky 

( m y e l o m u ) s myší B buňkou za v z n i k u h y b r i d o m u . Všechny původní monokloná ln í 

proti látky b y l y v y t vá řeny pomoc í myších buněk, zat ímco současné proti látky j s o u b u d ' 

human izované n e b o plně lidské, což j e činí bezpečnějš ími a účinnějš ími p r o léčbu lidí. 

V současnost i e x i s t u j e řada předkl inických a klinických studií zahrnujících 

monokloná ln í proti látky p r o t é m ě ř každý t y p r a k o v i n y ( B a u d i n o , 2 0 1 5 ) . 

2.6.3 Nízkomolekulární inhibitory 
J e d n o u z příčin p ř eměny normáln í buňky na r a k o v i n n o u j e nevhodná kinasová a k t i v i t a , 

díky které buňka o b e j d e omezen í normáln ího buněčného c y k l u . Nízkomolekulární 

i n h i b i t o r y n e b o též ma lé molekulárn í i n h i b i t o r y patří d o s k u p i n y c í lených 

c h e m o t e r a p e u t i k a cílí na p r o t e i n y , které se b ě h e m p r o g r e s e r a k o v i n y s t a l y b u d ' 

ne regu lované n e b o upregu lované (např. BCR-ABL ) . J a k m i l e se t y t o m o l e k u l y navážou 

na svůj specif ický cíl, deakt ivuj í t y r o s i n k i n a s o v o u d o m é n u , čímž zabrání p růběhu 

navazujících signálních d r a h ( B a u d i n o , 2 0 1 5 ) . 

T y r o s i n k i n a s y hrají rozhodující ro l i v m o d u l a c i s i g n a l i z a c e růs tového f a k t o r u . 

Ak t i vované f o r m y t ěch to enzymů m o h o u způsobit zvýšení p r o l i f e r a c e a růstu 

nádorových buněk, m o h o u v y v o l a t a n t i a p o p t o t i c k o u a k t i v i t u a m o h o u p o d p o r o v a t 

a n g i o g e n e z i a t v o r b u metastáz . K romě a k t i v a c e růstovými f a k t o r y j e běžným 

m e c h a n i s m e m g e n e z e nádoru a k t i v a c e p r o t e i n k i n a s y s o m a t i c k o u mutací . 

P rotože všechny t y t o účinky j s o u in ic iovány aktivací r ecep to rové t y r o s i n k i n a s y , 

j s o u kl íčovým cí lem inhibi torů. 

T y r o s i n k i n a s y j s o u e n z y m y , které katalyzují přenos s k u p i n y y fosfátů 

z adenosintr i fosfátu na c í lovou bí lkovinu. Hrají důležitou ro l i v různých normáln ích 

buněčných regulačních p r o c e s e c h . 

T y r o s i n k i n a s y lze k l a s i f i k o v a t j a k o r ecep to rové pro te inové k i n a s y a ne recep to rové 

p ro te inové k i na s y . Recep to rové t y r o s i n k i n a s y j s o u m e m b r á n o v é p r o t e i n y buněčného 

p o v r c h u , které hrají kl íčovou ro l i v přenosu extracelu lárních signálů d o c y t o p l a z m y 

( P a w s o n , 2 0 0 2 ) . 

B y l o ident i f ikováno přibližně 6 0 receptorových t y r o s i n k i n a s a j s o u rozděleny 

d o přibližně 2 0 p o d s k u p i n - j s o u de f inovány r e c e p t o r e m a / n e b o l i g a n d e m . 
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Charakter izovány j s o u s e k v e n c e m i podobnými imunog lobu l inům v j e j i ch 

amino-koncových extracelu lárních d o m é n á c h , l ipofilním t r a n s m e m b r á n o v ý m 

s e g m e n t e m a intracelulární karboxy-terminální d o m é n o u , která z a h r n u j e katalyt ické 

místo t y r o s i n k i n a s y . Ne r e cep to rové t y r o s i n k i n a s y na d ruhé s t raně přenášej í 

intracelulární signály ( A r o r a & S c h o l a r , 2 0 0 5 ) . 

Recep to rové t y r o s i n k i n a s y j s o u mu l t i doménové p r o t e i n y . Katalytická d o m é n a 

(vazebné místo k o m p l e x u M g - A T P ) s e ukázala j a k o nejslibnější cíl p r o d e s i g n léčiv. 

Ačkoli j e A T P vazebné místo v y s o c e konzervováno m e z i t y r o s i n k i n a s a m i , 

d robné rozdíly v a rch i tektuře k inasových d o m é n umožni ly vývo j v y s o c e selektivních 

inhibitorů. 

V 8 0 . l e t e c h b y l y h lášeny o b j e v y prvních př í rodních inhibitorů 

t y r o s i n k i n a s - q u e r c e t i n a g e n i s t e i n . O d t é d o b y b y l o popsáno o h r o m n é množství 

t ěch to př írodních i syntet ických inhibi torů. ( M a d h u s u d a n & G a n e s a n , 2 0 0 4 ) . 

2.6.4 Imatinib 
I m a t i n i b patří m e z i n ízkomolekulární i n h i b i t o r y . Je t o syntet ický i n h i b i t o r t y r o s i n k i n a s 

používaný k léčbě chronické myelo idní l eukémie ( C M L ) . Je s p e c i f i c k y navržen t ak , 

a b y i n h i b o v a l fúzní p r o t e i n B C R - A B L ( B r e a k p o i n t C l u s t e r R e g i o n - A b e l s o n ) , 

který j e výs l edkem chromozomá ln í a b n o r m a l i t y známé j a k o f i ladelfský c h r o m o z o m . 

C M L j e charakter izována t o u t o anomál i í , která v e d e k abnorma l i t ám peri ferní k r ve 

a kostní d ř eně . I m a t i n i b j e schvá len v m n o h a zemích p o ce l ém světě k léčbě 

C M L chronické fáze s pozit ivním f i ladelfským c h r o m o z o m e m (Ph+), C M L Ph+ 

s a k c e l e r o v a n o u fází n e b o b l a s t i c k o u krizí, u pac ientů s C M L s c h r o n i c k o u fází Ph+, 

kteří n e r e a g o v a l i na t e r a p i i i n t e r f e r o n e m - a , n e b o v př ípadě C M L k d y se onemocněn í 

o p a k u j e p o t r a n s p l a n t a c i hematopoe t i ckých kmenových buněk. I m a t i n i b j e účinný 

a o b e c n ě je dob ře snášen u pac ientů s Ph+ C M L . Někteř í p a c i e n t i se stávají 

rezistentními n e b o nesnášenl ivými vůči léčbě i m a t i n i b e m , k d y j edn ím z možných 

mechan i smů r e z i s t e n c e j e lysozomální s e k v e s t r a c e t o h o t o léčiva. 
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2.6.5 Necílená chemoterapie 
Prot i rakov inné účinky klasických, nec í lených c h e m o t e r a p e u t i k používaných v léčbě 

nádo rového o n e m o c n ě n í závisí na s c h o p n o s t e c h t ěch to látek zničit r y c h l e 

a nekont ro lova te lně se dělící rakov inné buňky. Necí lená c h e m o t e r a p e u t i k a působí 

na nádorové buňky prostřednictv ím j e j i c h cytotoxických vlastnost í , popř ípadě vyvolaj í 

v nádorové buňce apoptózu . T a t o léčiva o v š e m poškozují i normáln í r y c h l e se dělící 

buňky, j a k o j s o u buňky gastro intest iná ln ího t r a k t u , buňky kostní d ř eně n e b o v lasové 

f o l i k u l y . Poškození r y c h l e se dělících buněk způsobuje známé vedlejší účinky, j a k o j s o u 

m u k o z i t i d a , s t o m a t i t i d a , m y e l o s u p r e s e a a l o p e c i e ( B a l d o & P h a m , 2 0 1 3 ) . 

C h e m o t e r a p i e j e s p o j e n a i s řadou závažných vedlejš ích úč inků, které zahrnují 

okamži té příznaky t o x i c i t y a pozdní příznaky chronické t o x i c i t y . J e j i ch i n t e n z i t a může 

být p o d l e k l a s i f i k a c e W H O mírná (s tupeň 1), střední (s tupeň 2), těžká (s tupeň 3) 

n e b o život ohrožující n e b o invalidizující ( s tupeň 4 ) . Okamži té účinky lze p o z o r o v a t 

na kůži a v l a s e c h , kostní dřeni a k r v i , gastro intest iná ln ím t r a k t u a na ledv inách. 

M o h o u být ov l i vněny všechny orgány tě la , v če tně základních orgánů , j a k o j s o u s r d c e , 

plíce a m o z e k . N e u r o t o x i c i t a s tupně 3 a 4 může v y v o l a t o s p a l o s t , parestézi i , paralýzu, 

a t a x i i , křeče a kóma. M e z i chronické účinky c h e m o t e r a p i e dá le patří r e z i s t e n c e na léky, 

k a r c i n o g e n i t a a n e p l o d n o s t ( S c h i r r m a c h e r , 2 0 1 9 ) . 

První používaná s k u p i n a nespecif ických pro t inádorových léčiv b y l a s k u p i n a 

alkylačních č inidel , která způsobují poškození D N A . Dalšími s k u p i n a m i nespecif ických 

c h e m o t e r a p e u t i k j s o u a n t i m e t a b o l i t y , rost l inné a l k a l o i d y , t opo izomerasové i n h i b i t o r y 

a a n t r a c y k l i n y ( B a u d i n o , 2 0 1 5 ) . 
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2.6.6 Alkylační činidla 
Alkylační činidla j s o u nejčastěj i používanou s k u p i n o u nec í lených c h e m o t e r a p e u t i k . 

Přestože j s o u m e c h a n i s m y účinku těch to s loučenin to tožné , m o h o u e x i s t o v a t 

v ý z n a m n é rozdíly v j e j i c h klinických akt iv i tách. T y t o s loučeniny v e d o u k poškození 

nukleární i mi tochondr iá ln í D N A př idáním a lky lových s k u p i n d o řetězce D N A . V ložené 

a lky lové s k u p i n y v e d o u k z lomům v řetězcích D N A n e b o díky j e j i c h vložení dochází 

k b o d o v ý m mutac ím , které převáděj í páry báz íC :G na páry bázíT:A. 

Když d o j d e k t ě m t o z m ě n á m v D N A , buňka podstoupí buněčnou s m r t . 

P ř ík ladem alkylačních činidel j e c i s p l a t i n a , k a r b o p l a t i n a , c y k l o f o s f a m i d a o x a l i p l a t i n a . 

Alkylační činidla n e j s o u specifická p r o buněčný c y k l u s buňky a zaměřuj í s e na všechny 

j e h o fáze. F l e x i b i l i t a j e j i c h účinku umožňuje , a b y b y l a t a t o činidla použita k léčbě 

š i rokého s p e k t r a r a k o v i n . Alkylační činidla vykazují vyšší s tupeň účinnost i 

p r o t i leukémii a p o m a l u rostouc ím sol idním nádo rům. S d l ouhodobým používáním 

alkylačních činidel j e s p o j e n o několik úskalí, například n e p l o d n o s t u mužů v důsledku 

snížené p r o d u k c e spermi í a ukončen í m e n s t r u a c e u žen. Další n e v ýhodou j e , 

že t y t o s loučeniny m o h o u t aké zvýšit r i z i ko v z n i k u sekundárn ích r a k o v i n 

( M a l h o t r a & P e r r y , 2 0 0 3 ) . 

2.6.7 Antimetabolity 
A n t i m e t a b o l i t y j s o u a n a l o g y prekurzorů nuk leových k y s e l i n n e b o př ímo 

a n a l o g y nuk leových k y s e l i n a patří d o s k u p i n y nec í lených c h e m o t e r a p e u t i k . 

S te jně j a k o alkylační činidla způsobují a n t i m e t a b o l i t y poškození D N A 

napodobován ím p u r i n u . A n t i m e t a b o l i t se začlení d o D N A n e b o R N A a i n t e r f e r u j e 

s replikací D N A a buněčným dě len ím. 

V e l k o u komplikací při použití an t imetabo l i tů k léčbě nádorů j e , že a n t i m e t a b o l i t y 

postihují n e j e n rakov inné buňky, a l e i všechny ostatní r y c h l e s e dělící buňky. 

A n t i m e t a b o l i t y se o b e c n ě používají v léčbě hemato log ických m a l i g n i t , j a k o j s o u 

chronické a akutní l eukémie . A n t i m e t a b o l i t y j s o u úč inné také v léčbě nádorů p r s u 

a t ráv ic ího ústrojí, s te jně j a k o při léčbě zhoubných nádorů h l a v y a k r k u . 

Běžně použ ívaným a n t i m e t a b o l i t e m j e methot rexá t , který j e s t rukturně příbuzný 
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fo látu a i n h i b u j e e n z y m d ihydrofo lá t reduktasu . T e n t o e n z y m j e nezbytný 

při m e t a b o l i s m u k y s e l i n y l istové, která j e s p o l u se svými m e t a b o l i t y důlež i tým 

f a k t o r e m při syntéze D N A . N a rozdíl o d alkylačních č inidel , která ovl ivňuj í buňku 

v e všech fázích c y k l u , se methot rexá t zaměřu je na S-fázi buněčného c y k l u . Dva další 

běžně používané a n t i m e t a b o l i t y j s o u m e r k a p t o p u r i n a 5 - f l u o r o u r a c i l (5-FU). 

M e r k a p t o p u r i n j e a n a l o g e m h y p o x a n t h i n u a používá se při léčbě akutní lymfoblast ické 

l eukémie (ALL) . Da l š í an t imetabo l i t 5 - F l u o r o u r a c i l působ í tak , že b l o k u j e r e p l i k a c i D N A , 

což z p o m a l u j e růst a n a k o n e c zabíjí r y c h l e se dělící rakov inné buňky ( B a u d i n o , 2 0 1 5 ; 

L i n d , 2 0 0 8 ) . 

2.6.8 Rostlinné alkaloidy a inhibitory topoizomeras 
Rost l inné a l k a l o i d y , j a k už název napovídá j s o u s loučeniny odvozené z r o s t l i n . 

M e c h a n i s m u s účinku těch to léčiv se zaměřu je na buněčný c y k l u s . N a j a k o u fázi 

buněčného c y k l u se zaměř í o v šem závisí na t o m , které konkrétní c h e m o t e r a p e u t i k u m 

se k léčbě použije. Rost l inné a l k a l o i d y j s o u necí lená c h e m o t e r a p e u t i k a působící 

j a k o b lokátory buněčného dělení , čímž zpomaluj í růst a p r o g r e s i nádoru . 

Př ík ladem rost l inných alkaloidů j s o u v i n b l a s t i n a v i n k r i s t i n mající původ v brčálu. 

T y t o s loučeniny se s p e c i f i c k y zaměřuj í na M fázi buněčného c y k l u a b ě h e m buněčného 

dělení způsobují b l o k a c i při ses tavován í t u b u l i n u d o mikrotubulů v mi tot i ckém 

v ř e t e n u . I když j s o u t y t o s loučeniny s t rukturně podobné , používají se j a k o terapeut ická 

léčba odl išně. V i n b l a s t i n se používá k léčbě test ikulárních karc inomů, 

zat ímco v i n k r i s t i n se používá k léčbě A L L a E w i n g o v a s a r k o m u . 

I n h i b i t o r y t o p o i z o m e r a s j s o u c h e m o t e r a p e u t i k a , která se zaměřuj í 

na t o p o i z o m e r a s u t y p u I n e b o t y p u II. O b ě tř ídy fungují j a k o b lokátory t r a n s k r i p c e 

D N A . I n h i b i t o r y t y p u I působí t ak , že vy tvoř í k o m p l e x s D N A t o p o i z o m e r a s o u , 

čímž se úč inně z a b l o k u j e a k t i v i t a t o p o i z o m e r a s y . M e z i i n h i b i t o r y t y p u I patří 

k a m p t o t h e c i n a j e h o a n a l o g y např. i r i n o t e c a n a t o p o t e c a n . I n h i b i t o r y t y p u II 

se zaměřuj í na přechod S - G 2 buněčného c y k l u . P ř ík ladem inhibitorů t y p u II j s o u 

e t o p o s i d a t e n i p o s i d ( B a u d i n o , 2 0 1 5 ) . 
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2.6.9 Antracykliny 
A n t r a c y k l i n y j s o u léčiva na bázi d a u n o s a m i n u a t e t r a h y d r o n a f t a k e n d a c i o n u a běžně 

se používají při léčbě v í ceče tných nádorových o n e m o c n ě n í v če tně leukémie , l y m f o m u , 

r a k o v i n y va ječn íku, r a k o v i n y p l i c a p r s u . J edná se o necí lená c h e m o t e r a p e u t i k a . 

P rvn ími ob j evenými a n t r a c y k l i n y by l y d a u n o r u b i c i n a d o x o r u b i c i n , po té následoval 

vývo j m n o h a dalších antracyk l inů, v če tně i d a r u b i c i n u , e p i r u b i c i n u a m i t o x a n t r o n u . 

A n t r a c y k l i n y mají tři odl išné m e c h a n i s m y úč inku. První způsob, j akým fungují, 

j e gene rován í vo lných kysl íkových radikálů, které způsobují poškození řetězců D N A 

a poškození buněčné membrány , což v e d e k apoptóze . T y t o s loučeniny se také 

interkalují d o párů bází a úč inně blokují syntézu D N A a R N A , čímž brání r e p l i k a c i 

rakov inných buněk. Pos ledn ím m e c h a n i s m e m těchto s loučenin j e i n h i b i c e a k t i v i t y 

e n z y m u t o p o i z o m e r a s y II. T o p o i z o m e r a s a způsobuje uvo lněn í nadšroubov i cového 

v inut í D N A , což umožňuje o p r a v u D N A . J a k m i l e k t o m u d o j d e , t r a n s k r i p c e a r e p l i k a c e 

m o h o u pokračovat j a k o o b v y k l e . Když j e t e n t o e n z y m b lokován, nemůže docházet 

k t r a n s k r i p c i a r e p l i k a c i D N A , což n a k o n e c v e d e k buněčné s m r t i . 

A n t r a c y k l i n y mají několik závažných vedlejš ích úč inků. J e d n í m z n i c h j e možná 

k a r d i o t o x i c i t a , což v e d e k poškození srdečního s v a l u . K vyhnut í s e t o h o t o nežádouc ího 

vedle jš ího účinku se a n t r a c y k l i n y běžně podávaj í s d e x r a z o x a n e m , který působí 

j a k o k a r d i o p r o t e k t a n t ( B a u d i n o , 2 0 1 5 ) . 
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2.6.10 Doxoubicin 
První a n t r a c y k l i n by l izolován díky pigment-produkuj íc í b a k t e r i i S t r e p t o m y c e s 

p e u c e t i u s na počátku 6 0 . le t a by l po jmenován d a u n o r u b i c i n (DNR ) . Krátce poté by l 

v y v i n u t j e h o der ivát d o x o r u b i c i n (DXR) . O b ě léčiva o b s a h o v a l a aglykonické 

a sachar idové s k u p i n y . 

O OH O 

NH 2 

Obr. 2. Vzorec doxorubicinu 

D o x o r u b i c i n j e j edn ím z nejúčinnějš ích ant ineoplast ických léků, které j s o u popsány 

samos ta tně n e b o v k o m b i n a c i s j inými látkami. J edná se o zástupce antracyk l inů, 

který má nejširší s p e k t r u m účinnost i . Je t o hydrofobní slabá báze a rovněž nespecif ický 

tyros inkinasový i n h i b i t o r . D o x o r u b i c i n se používá při léčbě t u m o r ů a hemato log ických 

m a l i g n i t , v č e tně nádorů p r s u , ž lučovodů, p r o s t a t y , dě lohy , va ječn íku, j í cnu , nádorů 

žaludku a j a t e r , dětských solidních nádorů , os teosa rkomů a sa rkomů měkkých tkání, 

K a p o s i h o s a r k o m u , s te jně j a k o se používá při akutní myeloblast ické a lymfoblast ické 

leukémii a W i l m s o v ě t u m o r u . 

M n o h o studií přisuzovalo d o x o r u b i c i n u pro t inádorovou a k t i v i t u díky j e h o 

s c h o p n o s t i i n t e r k a l o v a t d o š roubov ice D N A a / n e b o kova len tně se vázat na p r o t e i n y 

zapojené d o r e p l i k a c e a t r a n s k r i p c e D N A . Takové i n t e r a k c e v e d o u k i n h i b i c i syntézy 

D N A , R N A a prote inů , což n a k o n e c v e d e k buněčné s m r t i ( C a r v a l h o e t a l . , 2 0 0 9 ) . 
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2.6.11 Mitoxantron 
M i t o x a n t r o n j e syntet ický der ivát a n t r a c e n e d i o n u , který v y k a z u j e 

p ro t inádorovou a k t i v i t u p r o t i š i rokému s p e k t r u rakov inných buněk in v i t r o i in v i v o 

( W i s e m a n & S p e n c e r , 1 9 9 7 ) . J edná se o s l a b o u hydrofobní bázi ( H a l a b y , 2 0 1 9 ) a rovněž 

o nespecif ický tyros inkinasový i n h i b i t o r . 

P ředpokládá s e , že za j e h o p ro t inádorovou a k t i v i t u j e odpovědných několik 

mechan i smů a t o - (1) s t a b i l i z a c e in te rmed iá rn ího k o m p l e x u nuk leové 

t o p o i z o m e r a s y l l - D N A (čímž zabrání l igac i z lomů řetězců D N A ) , (2) g e n e r a c e vo lných 

radikálů, (3) a g r e g a c e a zhutnění D N A e lektrostat ickým zesíťováním, (4) i n h i b i c e 

sestaven í mikrotubulů a (5) i n h i b i c e a k t i v i t y p r o t e i n k i n a s y C. 

R e z i s t e n c e na p ro t inádorovou a k t i v i t u m i t o x a n t r o n u by l a pozorována j a k in v i t r o , 

t a k in v i v o a může n a s t a t řadou mechan i smů . V e studi ích p rováděných na p o t k a n e c h 

nesoucích nádory p r o s t a t y měli t i , kteří by l i léčeni m i t o x a n t r o n e m , v ýznamně snížený 

růst nádoru v e srovnání s k o n t r o l a m i . I nh ib i c e růstu nádoru by l a j eš tě větší u po tkanů , 

k terým by l podáván m i t o x a n t r o n s p o l u s a g o n i s t o u h o r m o n u uvolňuj íc ího luteinizační 

h o r m o n . T a t o k o m b i n a c e se však nepoužívá u pac ientů s pokroč i lým k a r c i n o m e m 

p r o s t a t y ( W i s e m a n & S p e n c e r , 1 9 9 7 ) . 

H 
OH O H N ^ ^ N ^ ^ O H 

Obr. 3. Vzorec mitoxantronu 
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Cíle práce: 

1. V y p r a c o v a t l i terární rešerši na t é m a : a) nádorová buňka a její charakter ist ické 

v l a s t n o s t i ; b) m e c h a n i s m y m n o h o č e t n é lékové r e z i s t e n c e ; c) l y s o z o m y a léková 

r e z i s t e n c e ; d) v l a s t n o s t i v yb raných prot inádorových léčiv. 

2. Z j i s t i t , z d a lysozomální s e k v e s t r a c e prot inádorových léčiv, jež mají p o v a h u 

s labých hydrofobních bází a j s o u v nanomolárn í ch koncentrac ích , může 

i n d u k o v a t j e j i c h b i o g e n e z i . 
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3 Experimentální část 

3.1 Obecné informace k experimentální části 

3.1.1 Použité chemikálie a roztoky 
- D o x o r u b i c i n - DXR ( S i gma A l d r i c h , USA ) 

- M i t o x a n t r o n - M T X ( M e d C h e m E x p r e s s , USA ) 

- I m a t i n i b - STI ( S i gma A l d r i c h , USA ) 

- C o n c a n a m y c i n - A ( S i gma A l d r i c h , USA ) 

- A l b u m i n F r a c t i o n V (Car l R o t h , Německo ) 

- T e t r a m e t h y l r h o d a m i n e - T M R E ( S i gma A l d r i c h , USA ) 

- l x PBS ( p h o s p h a t e b u f f e r e d s a l i n e ) : 1 3 0 m m o l / l NaC I ; 1 0 m m o l / l N a H 2 P 0 4 ; 

2,7 m m o l / l KCI; 1,8 m m o l / l K H 2 P 0 4 ; p H 7,4 

- T w e e n 2 0 (Car l R o t h , Německo ) 

- Rot iphorese®Ge l 3 0 (37 ,5 :1 ) (Car l R o t h , Německo ) 

- N , N , N ' , N ' - T e t r a m e t h y l e t h y l e n e d i a m i n e - T E M E D ( S i gma A l d r i c h , USA ) 

- R i b o n u c l e a s e A f r o m b o v i n e p a n k r e a s ( S i gma A l d r i c h , USA ) 

- FBS - Fetální bovinní sé rum 

- 9 7 % E t O H 

3.1.2 Použitá média 
D u l b e c c o ' s M o d i f i e d Eag l e ' s m e d i u m - h igh g l u c o s e ( S i gma A l d r i c h , USA ) 

R P M I - 1 6 4 0 M e d i u m W i t h L - g l u t a m i n e a n d s o d i u m b i c a r b o n a t e , l i q u i d , 

s t e r i l e - f i l t e r e d , s u i t a b l e f o r c e l l c u l t u e ( S i gma A l d r i c h , USA ) 

3.1.3 Použitý materiál 
6-jamkové kult ivační d e s k y 

P e t r i h o m i s k y 

Kult ivační nádoby 

Fotograf ický svět locit l ivý f i l m (GE H e a l t h c a r e ) 
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3.1.4 Použité přístroje 
- Inkubátor C e l C u l t u r e ( ESCO, USA ) 

Laminárn í b o x M S C - A d v a n t a g e ( T h e r m o S c i e n t i f i c , U SA ) 

Ana lyzátor počtu buněk a buněčné v i a b i l i t y V i-CELL T M X R ( B e c k m a n C o u l t e , USA ) 

C e n t r i f u g a H E R M L E Z 3 2 6 K c e n t r i f u g a ( L a b o r T e c h n i k , Německo ) 

- C e n t r i f u g a B O E c o M - 2 4 0 ( B i o T e c h , N ě m e c k o ) 

M i n i c e n t r i f u g a m y F u g e T M ( B e n c h m a r k S c i e n t i f i c , U SA ) 

P rů tokový c y t o m e t r C y t o m i c s FC 5 0 0 ( B e c k m a n C o u l t e r , U SA ) 

- Digitální váha D E N V E R M X X 6 1 2 ( M e r c i , Česko) 

Magnet i cká míchačka RCT b a s i c I K A M A G ( V e r k o n , Česko) 

- T h e r m o b l o c k B io-TDB 1 0 0 ( B i o S a n , Lotyšsko) 

V o r t e x B i o V o r t e x V I ( B i o S a n , Lotyšsko) 

S p e k t r o f o t o m e t r E p o c h ( B i oTek , N i z o z e m s k o ) 

- Z d r o j napět í P o w e r P a c H C ( B i o R a d , USA ) 

- A p a r a t u r a p r o w e s t e r n b l o t t i n g T r a n s B l o t SD ( B i o R a d , USA ) 

- A p a r a t u r a p r o e l e k t r o f o r e t i c k o u s e p a r a c i M i n i P r o t e a n - 3 ce l l ( B i o R a d , USA ) 

XDS-3FL f luorescenční m i k r o s k o p s k a m e r o u ( O l y m p u s , J a p o n s k o ) 

3.1.5 Použitá buněčná linie 
Buněčná linie A549 

J edná se o epitel iá lní buněčnou l in i i l idského plicního a d e n o k a r c i n o m u . T a t o buněčná 

l i n i e by l a založena v r o c e 1 9 7 2 D. J . G i a r d e m prostřednictv ím exp lantá tové k u l t u r y 

plicní karc inomatózní tkáně získán o d 58 le tého bělošského muže ( M a r t i n & S a r k a r , 

2 0 1 7 ) . A 5 4 9 j e adheren tn í buněčná l i n i e . Buňky b y l y z a k o u p e n y z E C A C C E u r o p e a n 

C o l l e c t i o n o f A u t h e n t i c a t e d Ce l l C u l t u r e s , Velká Br i tánie) a b y l y pasážovány p o d l e j e j i ch 

protokolů v D u l b e c c o ' s M o d i f i e d Eag l e ' s m e d i u , které b y l o o b o h a c e n o o a n t i b i o t i k a 

( p e n i c i l i n , s t r e p t o m y c i n ) a 7% fetální bovinní s é r u m . Buňky by l y p řeváděny 

d o s u s p e n z e pomoc í t r y p s i n u d l e p r o t o k o l u E C A C C . 
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3.2 Metody 

3.2.1 Stanovení živých buněk pomocí TMRE 
T e t r a m e t h y l r h o d a m i n ( T M R E ) j e f luorescenční b a r v a , která v y s o c e f l u o r e s k u j e u buněk 

s vysokým mi tochondr iá ln ím t r a n s m e m b r á n o v ý m potenc iá lem (živých buněk) a málo 

f l u o r e s k u j e u buněk s nízkým mi tochondr iá ln ím t r a n s m e m b r á n o v ý m potenc iá lem 

(mrtvých buněk) . 

D o 1 m l s u s p e n z e buněk se přidal 1 u.1100 u.M T M R E a v z o r e k se i n k u b o v a l 2 0 m i n u t 

při 3 7 °C . Po t é by l v z o r e k změřen na p rů tokovém c y t o m e t r u . 

3.2.2 Stanovení buněčného cyklu a jeho analýza 
T a t o m e t o d a využívá p r o p i d i u m j o d i d , který tvoř í s tech iometr ický k o m p l e x s D N A 

a i n t e n z i t a f l u o r e s c e n c e t o h o k o m p l e x u j e př ímo úměrná o b s a h u D N A . 

2 m l s u s p e n z e buněk se s e d i m e n t o v a l o ( 1 6 0 0 R M P , laboratorní t e p l o t a , 5 m i n u t ) . 

S e d i m e n t by l nás ledně f ixován v 9 6 % E t O H ( 5 0 0 u.1) při -20 °C . P řed analýzou 

se f ixované buňky s e d i m e n t o v a l y ( 2 5 0 0 R P M , laboratorní t e p l o t a , 5 m i n u t ) . S e d i m e n t 

by l rozsuspendován v 4 5 0 u.1 V i n d e l o v a r o z t o k u . I n k u b a c e v z o r k u probíhala 

při laboratorní t ep lo tě p o d o b u 3 0 m i n u t v e t m ě . Nás ledně by l v z o r e k měřen 

na p rů tokovém c y t o m e t r u při 4 8 8 / 5 2 5 n m . 

Použité r o z t o k y : 

- V inde lův r o z t o k : 0,1 % (v/v) T r i t o n X - 1 0 0 ; 2 0 0 u.g/ml R N a s a A ; 2 0 u.g/ml p r o p i d i u m 

j o d i d ; l x PBS 

57 



3.2.3 Extrakce celkových proteinů 
Z h r u b a 3 x l 0 6 s u s p e n z n í c h buněk b y l o s ed imen továno ( 1 5 0 0 R P M , l abora to rn í t ep lo ta , 

5 m i n u t ) . S e d i m e n t by l p r o m y t 4 m l ch lazeného PBS ( 1 5 0 0 R P M , l abo ra to rn í t ep lo ta , 

5 m i n u t ) . K p r o m y t é m u s e d i m e n t u b y l o př idáno 1 0 0 u.1 lyzačního R IPA p u f r u . Buňky 

by l y inkubovány s R IPA p u f r e m p o d o b u 2 0 m i n u t na l e d u za občasného promíchání . 

Po buněčné lýzi by l buněčný lyzát přečištěn centr i fugací ( 1 8 0 0 0 R P M , 4 °C , 1 0 m i n u t ) . 

U lyzátu by l a určena k o n c e n t r a c e prote inů m e t o d o u B rad fo rdové a lyzát by l uskladněn 

při - 2 0 °C. 

Použité r o z t o k y : 

- Lyzační R IPA p u f r : 1 5 0 m m o l / l NaC I , 1 % N o n i d e t P-40, 5 0 m m o l / l T r i s , 5 0 m m o l / l 

NaF , 5 m m o l / l E D T A , 5 m m o l / l pyrofosfát sodný dekahydrá t ( N A P P ) , i n h i b i t o r y 

p r o t e a s 

3.2.4 Stanovení koncentrace proteinů metodou Bradfordové 
K 1 u.1 přeč iš těného buněčného lyzátu by l př idán 1 m l r o z t o k u B rad fo rdové . Nás ledně 

by l v z o r e k inkubován p o d o b u 1 0 m i n u t při l abora to rn í t ep lo tě . Po t é b y l o 2 0 0 u.1 v z o r k u 

změřeno při a b s o r b a n c i 5 9 5 n m na s p e k t r o f o t o m e t r u . J a k o b l a n k by l použit r o z t o k 

B rad fo rdové a k a l i b r a c e by l a s t a n o v e n a pomoc í FBS. 

Použité r o z t o k y : 

- R o z t o k B r ad fo rdové : 5 0 m g / l C o o m a s s i e B r i l l i a n t B l u e G - 2 5 0 ; 5 0 m l m e t h a n o l u ; 1 0 0 

m l 8 5 % H 3 P 0 4 ; 8 5 0 m l de ion izované v o d y - na 11 r o z t o k u 
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3.2.5 Stanovení exprese proteinů LAMP1, V-ATPasa, LAMP2 pomoci 

metody western blotting 
V z o r k y získané z i z o l a c e ce lkových prote inů by l y na ředěny na požadovanou 

k o n c e n t r a c i v o d o u a po té by l y dena tu rovaný v t e r m o b l o c k u (95 °C , 5 m i n u t ) 

v př í tomnost i L a e m i h o 6 % l o a d i n g p u f r u . 

P ř ip ravené v z o r k y by l y n a n e s e n y na akry lamidový g e l ( 7 , 4 % SDS-polyacry lamidový 

separačn í g e l e m a 3 , 5 % zaostřovací ge l ) nás ledně b y l a p r o v e d e n a e lektroforéza 

za př í tomnost i SDS ( SDS-PAGe , 8 0 V / 1 2 0 V ) 

Po s e p a r a c i b y l y t y t o p r o t e i n y p řeneseny z g e l u na n i t roce lu lózovou m e m b r á n u 

pomoc í W e t b l o t t i n g u (0 ,15 A p r o 1 m e m b r á n u , 3 0 m i n u t ) . 

M e m b r á n a s p řenesenými p r o t e i n y by l a nás ledně blokována p o d o b u 1 h v 5 % 

b lokovac ím mléku s l x PBS 0 , l % T w e e n - 2 0 . M e m b r á n a b y l a rovněž p r o m y t a 1 0 m i n u t 

v l x PBS , 3 x 1 0 m i n u t v l x PBS ; 0 , 1 % T w e e n - 2 0 , a n a k o n e c 1 0 m i n u t v l x PBS. 

Nás ledně by l a n a n e s e n a pr imární proti látka naředěná m lékem na dopo ručenou 

k o n c e n t r a c i . 

P r imárn í proti látky 

- L A M P 1 ( D 2 D 1 1 ) X P ® R a b b i t m A b (Ce l l s i g n a l i n g , U S A ) : ředěn í 1 : 1 0 0 0 

- L A M P 2 ( D 5 C 2 P ) X P ® R a b b i t m A b (Ce l l s i g n a l i n g , U S A ) : ředěn í 1 : 1 0 0 0 

- A T P 6 V 1 B 2 ( D 3 0 7 Q ) R a b b i t m A b (Ce l l s i g n a l i n g , U S A ) : ředěn í 1 : 1 0 0 0 

- G A P D H ( D 1 6 H 1 1 ) R a b b i t m A b (Ce l l s i g n a l i n g , U S A ) : ředěn í 1 : 1 0 0 0 

M e m b r á n a s pr imární prot i látkou by l a inkubována přes n o c při 4 °C . M e m b r á n a 

p r o m y t a p o d o b u 1 0 m i n u t v l x PBS , 3 x 1 0 m i n u t v l x PBS 0 , 1 % T w e e n - 2 0 , a n a k o n e c 

10 m i n u t v l x PBS. 

Po promyt í b y l a n a n e s e n a na m e m b r á n u sekundárn í proti látka, která je 

konjugovaná s e n z y m e m . Sekundárn í proti látka, s te jně j a k o primární , by l a ředěna 

v mléce na dopo ručenou k o n c e n t r a c i . 

Sekundárn í proti látka 

- P o l y c l o n a l S w i n e a n t i - R a b b i t i m m u n o g l o b u l i n s / H R P ( h o r s e r a d i s h p e r o x i d a s e ) 

( D a k o ) : ř eděn 1 : 2 0 0 0 
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M e m b r á n a se se sekundárn í prot i látkou i n k u b o v a l a při laboratorní t ep lo tě 1 h. 

M e m b r á n a b y l a opě t p r o m y t a p o d o b u 1 0 m i n u t v l x PBS , 3 x 1 0 m i n u t v l x PBS 0 , 1 % 

T w e e n - 2 0 , a n a k o n e c 1 0 m i n u t v l x PBS. 

Použité roz toky a chemikálie: 

- l x PBS + 0 , 1 % T w e e n 2 0 (11) : 1 0 0 m l l O x PBS ; 1 m l T w e e n 2 0 ; 9 0 0 m l deionizovaná 

v o d a 

- L a e m i h o 6 % l o a d i n g p u f r ( 1 2 % SDS , 0,3 m o l / l TRIS (pH 8 ,9 ) ; 0 , 3 % b romofeno lová 

modř ; 6 0 % g l y c e r o l ; 0 , 75 m o l / l DTT) 

- S p e c t r a M u l t i c o l o r B r o a d R a n g e P r o t e i n L a d d e r ( T h e r m o S c i e n t i f i c , U SA ) 

- l O x R u n n i n g p u f r (11) : 3 0 g TRIS; 1 4 5 g g l y c i n u ; 11 de ion izovaná v o d a 

- T a n k b u f f e r : 1 0 0 m l l O x R u n n i n g b u f f e r ; 1 0 m l 1 0 % SDS ; 9 0 0 m l de ion izované v o d y 

- T r a n s f e r p u f r ( W e s t e r n b l o t ) : 1 0 0 m l l O x R u n n i n g b u f f e r ; 2 0 0 m l m e t a n o l ; 7 0 0 m l 

de ionizovaná v o d a 

- 5 % blokovací m léko : 5 g sušeného mléka (bez t u k u ) ; 1 0 0 m l l x PBS + T w e e n 2 0 

3.2.6 Chemiluminiscenční detekce specifických proteinu 
V e f o tokomoře by l na n i t rocelu lózovou m e m b r á n u s p řenesenými p r o t e i n y n a n e s e n 

ECL kit obsahuj íc í substrát p r o k řenovou p e r o x i d a s u navázanou na sekundárn í 

prot i látku. M e m b r á n a by l a inkubována s chemi luminescen tn ím subst rá tem p o d o b u 

10 m i n u t v e t m ě . 

Na m e m b r á n u by l poté přiložen svět lo citl ivý fotograf ický f i l m . Po e x p o z i c i by l f i l m 

v ložen d o vývojky, nás ledně d o usta lovače a n a k o n e c by l f i l m o m y t v o d o u . 

T a k t o vyvo laný f i l m by l naskenován d o poč í tače a by l v y h o d n o c e n pomoc í p r o g r a m u 

Image J . 

Použité r o z t o k y a chemiká l ie : 

- ECL kit (GE H e a l t h c a r e , UK ) 

- Vývo jka : G 3 5 4 ( A G F A ) 

- Usta lovač : G 1 5 0 ( A G F A ) 
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3.2.7 Stanovení počtu lysozomů. 
P ro zvýraznění lysozomů by l a vybrána proti látka p r o t i L A M P - 1 , k d y p r o t e i n L A M P - 1 je 

lysozomální marke rový p r o t e i n , který se nenachází v žádné j iné buněčné o r g a n e l e . 

Sklíčko porost lé ov l i vněnými buňkami A 5 4 9 b y l o op láchnuto v ch lazeném l x PBS , 

a po té b y l o sklíčko umís těno d o sk leněné komůrky s 3 , 7 % f o r m a l d e h y d e m . Sklíčko b y l o 

v komůrce s f o r m a l d e h y d e m inkubováno přes n o c při 4 °C . 

Nás ledně b y l o sklíčko opě t o m y t o ch lazeným l x PBS . N a sklíčko b y l o n a n e s e n o 

přibližně 5 0 u.1 permeabi l izačního r o z t o k u . 

Sklíčko s r o z t o k e m b y l o přikryto p a r a f i l m e m a b y l o 1 0 m i n u t inkubováno při 4 °C . 

Sklíčko b y l o opě t o m y t o ch lazeným l x PBS a po té na něj b y l o n a n e s e n o 2 0 u.1 r o z t o k u 

s pr imární prot i lá tkou. 

Sklíčko b y l o opě t z a k r y t o p a r a f i l m e m a 1 h b y l o s prot i látkou inkubováno při 4 °C. 

P o i n k u b a c i b y l o o m y t o v ch lazeném l x PBS a poté b y l o na sklíčko př idáno 8 0 u.1 

r o z t o k u se sekundárn í prot i látkou. Sklíčko b y l o z a k r y t o p a r a f i l m e m a b y l o inkubováno 

při 4 ° C p o d o b u 1 h. 

Po i n k u b a c i b y l o sklíčko n a p o s l e d y o m y t o v ch lazeném PBS a na sklíčko b y l o 

n a n e s e n o 2 0 u.1 r o z t o k u ( l x PBS , 1,6 u.M DAP I , g l y c e r o l ) . 

Podložní sklíčko s buňkami b y l o přikryto krycím skl íčkem, které b y l o p o okrajích 

z a l e p e n o l e p i d l e m - c h e m o p r e n e m , j a k o o c h r a n a před vyschnut ím prepará tu . 

P repará t by l uchován při 4 °C a p o z o r o v a t h o b y l o možné až p o 2 4 h, 

k d y dos ta tečně z a s c h l c h e m o p r e n . L y s o z o m y by l y pozorovány p o d f luorescenčn ím 

m i k r o s k o p e m , b y l o ana lyzováno min imá lně 3 0 buněk k d y pomoc í obrazové analýzy 

(v p r o g r a m u malování ) by l s t a n o v e n počet lysozomů. 

Použité r o z t o k y a chemiká l ie : 

- Permeabi l izační r o z t o k : l x PBS ; 0 , 1 % n o n i d e t u ; 5 % a l b u m i n 

- R o z t o k s pr imární prot i lá tkou: l x PBS ; 0 , 1 % n o n i d e t u ; 5 % a l b u m i n , pr imární 

proti látka s te jně j a k o u w e s t r e n b l o t t u - ředěn í 1:50 

- R o z t o k se sekundárn í prot i lá tkou: 5 % a l b u m i n ; l x PBS ; 0 , 1 % sekundárn í proti látka 

- F I T C - ředěn í 1 : 1 0 0 0 
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3.2.1 Stanovení akumulace léčiva v lysozomech 
N e j p r v e 1 0 m l buněk o k o n c e n t r a c i 4 5 0 0 0 0 - 5 0 0 0 0 0 buněk/ml b y l o p re inkubováno 

při 3 7 °C p o d o b u 5 h o d i n v růs tovém méd iu s požadovanou koncentrac í D X R / M T X 

a v př í tomnost i n e b o a b s e n c i c o n c a n a m y c i n u - A . 

Nás ledně proběhla i n k u b a c e pre inkubovaných buněk s 3 u . M STI p o d o b u 3 h. 

Nás ledovala s e p a r a c e buněk o d růs tového média přes v r s t v u s i l ikonového o l e j e 

centr i fugací ( 5 0 0 0 R P M , laboratorní t e p l o t a , 15 m i n u t ) . S e p a r o v a n é buňky by l y 

ex t rahovány pomoc í ch lazeného extrakčního r o z t o k u (1 % k y s e l i n a mravenč í , 

5 0 % e t a n o l ) . Buněčný e x t r a k t by l přeč ištěn ( 1 8 0 0 0 R P M , 4 °C , 1 0 m i n u t ) , zředěn 

extrakčním r o z t o k e m a o b s a h i m a t i n i b u by l ana lyzován k a p a l i n o v o u chromatograf i í 

s p o j e n o u s n ízkoenerget ickým kolizním t a n d e m o v ý m hmotnos tn ím s p e k t r o m e t r e m 

( L C / M S / M S ) . 

Absolutn í a k u m u l a c e s labé hydrofobní báze ( M T X n e b o DXR) v l y s o z o m e c h by l a 

zjištěna t ak , že h o d n o t a intracelulární a k u m u l a c e M T X / D X R v př í tomnost i 

c o n c a n a m y c i n u - A ( o b s a h léčiva v buňce k romě lysozomů) , by l a odeč tena o d h o d n o t y 

intracelulární a k u m u l a c e M T X / D X R v nepř í tomnost i c o n c a n a m y c i n u - A ( o b s a h léčiva 

v buňce v če tně lysozomů). C o n c a n a m y c i n - A j e i n h i b i t o r e m vakuolárn í H(+)-ATPasy. 

Absolutn í a k u m u l a c e M T X / D X R v l y s o z o m e c h by l a vy jádřena j a k o molární množství 

konkrétní s labé hydrofobní báze v l y s o z o m e c h na 1 0 6 buněk. 
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4 Výsledky 

L y s o z o m y j s o u o r g a n e l y , které se podílejí na m n o h a buněčných p r o c e s e c h . V rámci 

svého fungován í d y n a m i c k y měn í svůj počet a v e l i k o s t , pohybuj í se napříč c y t o p l a z m o u 

a p o d l e pot řeby interagují s j inými buněčnými s t r u k t u r a m i a o r g a n e l a m i . 

T F E B kontro lovaná lysozomální b i o g e n e z e by l a ident i f ikována j a k o j e d n a 

z buněčných fyziologických reakcí na lysozomální s t r e s ( S a r d i e l l o e t a l . , 2 0 0 9 ) . 

Takový s t r e s může z a h r n o v a t h ladovění buňky, i n h i b i c i V - A T P a s y a lysozomální 

a l k a l i z a c i způsobenou akumulac í hydrofobních slabě bazických léčiv ( S e t t e m b r e e t a l . , 

2 0 1 2 ; Z h i t o m i r s k y & A s s a r a f , 2 0 1 5 ) . 

Výše uvedený s t r e s j e považován za h y b n o u sílu lysozomální b i o g e n e z e vyvo lané 

nanomolá rn ími k o n c e n t r a c e m i hydrofobních s labě bazických c h e m o t e r a p e u t i k 

( Z h i t o m i r s k y & A s s a r a f , 2 0 1 5 ) . Lyzosomální a l k a l i z a c e však vyžaduje masivní a k u m u l a c i 

hydrofobn ího s labě bazického léčiva, což j e účinek, který by l pozorován p o u z e 

u vysokých (mikromolárn ích až mi l imolárních) n i k o l i nanomolárn í ch koncentrac í 

( K a z m i e t a l . , 2 0 1 3 ; N a d a n a c i v a e t a l . , 2 0 1 1 ; O h k u m a & P o o l e , 1 9 7 8 ) . V naší laboratoř i , 

k d e se t o u t o p r o b l e m a t i k o u zabýváme , j s m e z j i s t i l i , že j a k absolutní , t a k relativní 

lysozomální a k u m u l a c e hydrofobních s labě bazických c h e m o t e r a p e u t i k se zvyšuje 

s rostoucí extracelulární koncentrac í a j e obecně vysoká p o u z e při vysokých 

koncentrac ích ( N a d a n a c i v a e t a l . , 2 0 1 1 ; Růžičkova e t a l . , 2 0 1 9 ; Skoupá e t a l . , 2 0 2 0 ) . 

Na základě t ěch to skutečnost í s e n á m nezdálo p r avděpodobné , že by nanomolá rn í 

k o n c e n t r a c e m i t o x a n t r o n u , př ípadně d o x o r u b i c i n u m o h l y způsobit a l k a l i z a c i 

lysozomálního p H a i n d u k o v a t t a k lysozomální b i o g e n e z i . V z h l e d e m k t o m u , že obě 

látky ovl ivňuj í v nádorových buňkách řadu procesů p o k u s i l i j s m e se o n o v o u 

n e r o z p o r u p l n o u i n t e r p r e t a c i publ ikovaných výs ledků pomoc í tří nezávislých m e t o d 

a t o analýzy e x p r e s e marke rových lysozomálních prote inů , s tanoven í p ř ímého počtu 

lysozomů a s tanoven í lysozomální k a p a c i t y p r o hydrofobní c h e m o t e r a p e u t i k u m . 
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4.1 Analýza exprese markerových proteinů. 
N e j p r v e j s m e s t a n o v o v a l i e x p r e s i lysozomálních marke rových prote inů p o působení 

nanomolárn í ch koncentrac í M T X a DXR . B ě h e m analýzy e x p r e s e markerových 

prote inů L A M P - 1 , L A M P - 2 a V - A T P a s y pomoc í w e s t e r n b l o t t i n g u n e b y l zjištěn 

signifikantní nárůst t ěch to prote inů v buňkách ov l i vněných 5 0 n M M T X (graf 1). 

A) 

L A M P 1 

G A P D H 

C) 

L A M P 2 

G A P D H 

KO M T X 

B) Western blot A549 + 50nM MTX; exprese LAMP1 

Iko HSOnM MTX 

D) Western blot A549 + 50nM MTX; exprese LAMP2 

• ko D i u i ' M M T X 

E) F) Western blot A549 + 50nM MTX; exprese V-ATP 

KO M T X 

V-ATP 

G A P D H 

• ko DSOrMMTX 

Graf 1. Analýza exprese lysozomálních markerových proteinů po působení mitoxantronu. Buňky A549 byly 

kultivovány v přítomnosti 50nM MTX. Po 24 hodinách byla udělána analýza exprese příslušných lysozomálních 

markerových proteinů pomocí western blottingu. Neovlivněné buňky A549 byly použity jako kontrola. 

A) Analýza exprese LAMP1 (typická analýza). B) Kvantitativní hodnocení exprese LAMP1, hodnoty sloupců jsou 

průměrné hodnoty ze 3 nezávislých experimentů se standardní odchylkou. C) Analýza exprese LAMP2 (typická 

analýza). D) Kvantitativní hodnocení exprese LAMP2, hodnoty sloupců jsou průměrné hodnoty ze 3 nezávislých 

experimentů se standardní odchylkou. E) Analýza exprese V-ATPasy (typická analýza). F) Kvantitativní hodnocení 

exprese V-ATPasy, hodnoty sloupců jsou průměrné hodnoty ze 3 nezávislých experimentů se standardní odchylkou. 
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E) F) Western blot A549 + lOOnM DXR; exprese V-ATPasy 

V-ATPasa 

G A P D H 

KO DXR 

KO DXR 

: • 

Graf 2. Analýza exprese lysozomálních markerových proteinů po působení mitoxantronu. Buňky A549 byly 

kultivovány v přítomnosti lOOnM DXR. Po 24 hodinách byla udělána analýza exprese příslušných lysozomálních 

markerových proteinů pomocí western blottingu. Neovlivněné buňky A549 byly použity jako kontrola. 

A) Analýza exprese LAMP1 (typická analýza). B) Kvantitativní hodnocení exprese LAMP1, hodnoty sloupců jsou 

průměrné hodnoty ze 3 nezávislých experimentů se standardní odchylkou. C) Analýza exprese LAMP2 (typická 

analýza). D) Kvantitativní hodnocení exprese LAMP2, hodnoty sloupců jsou průměrné hodnoty ze 3 nezávislých 

experimentů se standardní odchylkou. E) Analýza exprese V-ATPasy (typická analýza). F) Kvantitativní hodnocení 

exprese V-ATPasy, hodnoty sloupců jsou průměrné hodnoty ze 3 nezávislých experimentů se standardní odchylkou. 
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4.2 Stanovení počtu lysozomů. 
Dále j s m e s t a n o v o v a l i př ímý počet lysozomů v buňkách p o působení nanomolárn í ch 

koncentrac í M T X a DXR . Z j i s t i l i j s m e , že p o působení M T X i DXR dochází 

k s ignif ikantnímu nárůstu lysozomů na buňku. T a t o m e t o d a na rozdíl o d předcházející 

u k a z u j e na signifikantní zvětšení lysozomálního k o m p r a r t m e n t u , který by b y l o možné 

i n t e r p r e t o v a t j a k o lysozomální b i o g e n e z i . 

A) Kont ro la 1 

* 

Kont ro la 2 5 0 n M M T X 2 

• 

Kont ro la 3 5 0 n M M T X 3 
• 

• i » * » j -
• 

• \ .: . . - . " 

Stanovení počtu lysozomů v buňkách A549 

>c ' 

E 350<° • I I 
ra 300,0 -
E 250,0 - T 

S 195,9 
o 200,0 • , . 
s 1 5 ° . ° • 
S. 100,0 -

50,0 -

0,0 I 1 1 1 1 
• kontrola • 50nM MTX 

Graf 3. Stanovení počtu lysozomů. Buňky A549 byly kultivovány v přítomnosti 50nM MTX. Po 24 hodinách bylo 

provedeno stanovení počtu lysozomů. Neovlivněné buňky A549 byly použity jako kontrola. A) Vizualizace lysozomů 

(typické obrázky). B) Kvantitativní hodnocení počtu lysozomů v buňkách ovlivněných 50nM MTX, sloupce představují 

průměrný počet lysozomů v 35 buňkách se standardní odchylkou. Symbol * značí signifikantní výsledek (p <0,05). 
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Graf 4. Stanovení počtu lysozomů. Buňky A549 byly kultivovány v přítomnosti lOOnM DXR. Po 24 hodinách bylo 

provedeno stanovení počtu lysozomů. Neovlivněné buňky A549 byly použity jako kontrola. A) Vizualizace lysozomů 

(typické obrázky). B) Kvantitativní hodnocení počtu lysozomů v buňkách ovlivněných 50nM MTX, sloupce představují 

průměrný počet lysozomů v 35 buňkách. Symbol * je označení pro signifikantní výsledek (p < 0,05). 

= 200,0 o 
: 
§ 150,0 

67 



4.1 Sekvestrační kapacita lysozomů. 
Dále j s m e zjišťovali v l i v nanomolárn í ch koncentrac í M T X a DXR na sekvestrační 

k a p a c i t u lysozomů. Buňky ov l i vněné M T X př ipadne DXR by l i kul t ivovány p o d o b u 

3 h o d i n v STI a b y l a vypoč tena sekvestrační k a p a c i t a l ysozomů. Zj is t i l i j s m e , že j ak M T X 

t a k i DXR signif ikantně zvýšil sekvestrační k a p a c i t u p r o STI (g rá fa g ra f ) . I t e n t o výs ledek 

p o u k a z u j e na nárůst sekvestrační k a p a c i t y p r o i m a t i n i b , což b y b y l o možné h o d n o t i t 

j a k o lysozomální b i o g e n e z i . 

A) In t race lu lárn í k o n c e n t r a c e A 5 4 9 + 3 u . M STI; 3 H O D I N Y +•/- 2 5 n M 
C O N - A ; p r e i n k u b a c e 5 0 n M M T X 
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Graf 5. Sekvestrační kapacita lysozomů. Buňky A549 byly kultivovány v přítomnosti 50nM MTX a následně byla 

stanovena lysozomální sekvestrační kapacita pro imatinib. Neovlivněné buňky byly použity jako kontrola. 

A) Vliv concanamycinu-A na akumulaci imatinibu, sloupce představují průměrnou hodnotu množství imatinibu 

získanou ze 3 nezávislých analýz. B) Vypočítaná sekvestrační kapacita lysozomů, sloupce představují průměrné 

hodnoty ze 3 výpočtů včetně standardní odchylky. Symbol * značí signifikantní výsledek (p < 0,05). 
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Graf 6. Sekvestrační kapacita lysozomů. Buňky A549 byly kultivovány v přítomnosti lOOnM DXR a následně byla 

stanovena lysozomální sekvestrační kapacita pro imatinib. Neovlivněné buňky byly použity jako kontrola. 

A) Vliv concanamycinu-A na akumulaci imatinibu, sloupce představují průměrnou hodnotu množství imatinibu 

získanou ze 3 nezávislých analýz. B) Vypočítaná sekvestrační kapacita lysozomů, sloupce představují průměrné 

hodnoty ze 3 výpočtů včetně standardní odchylky. Symbol * je označení pro signifikantní výsledek (p < 0,05). 

K d y b y skutečně docháze lo k lysozomální b i o g e n e z i , v šechny nezávislé m e t o d y p r o 

zjištění b i o g e n e z e lysozomů b y j i měly p o t v r d i t , což se n e s t a l o . P rotože s tudované látky 

mají i řadu j iných úč inků, m i m o j iné se interkaluj í d o D N A , p o k u s i l i j s m e se získané 

výs ledky i n t e r p r e t o v a t j iným nerozporup lným způsobem. 
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4.2 Analýza buněčného cyklu. 

S t u d o v a l i j s m e v l i v m i t o x a n t r o n u a d o x o r u b i c i n u na buněčný c y k l u s . Z j i s t i l i j s m e , že obě 

látky způsobují masivní b l o k v G 2 / M fázi buněčného c y k l u . 

B) Zastoupení G2/M fáze buněčného cyklu u buněk A549 

• k o r t r o l ; • 50 n M M T X 

Graf 7. Analýza buněčného cyklu. Buňky byly kultivovány v přítomnosti 50nM MTX. Po 24h kultivaci byla provedena 

analýza buněčného cyklu pomocí průtokové cytometrie. Neovlivněné buňky byly použity jako kontrola. A) Vliv MTX 

na buněčný cyklus (typická analýza). B) Zastoupení buněk v G2/M fázi buněčného cyklu,hodnoty sloupců jsou 

průměrné hodnoty ze 3 měření se standardní odchylkou. Symbol * je označení pro signifikantní výsledek (p < 0,05). 

70 



B) Zastoupení G 2 / M fáze buněčného cyklu buněk A549 
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Graf 8. Analýza buněčného cyklu. Buňky byly kultivovány v přítomnosti 100nM DXR. Po 24h kultivaci byla provedena 

analýza buněčného cyklu pomocí průtokové cytometrie. Neovlivněné buňky byly použity jako kontrola. A) Vliv DXR 

na buněčný cyklus (typická analýza). B) Zastoupení buněk v G2/M fázi buněčného cyklu, hodnoty sloupců jsou 

průměrné hodnoty ze 3 měření se standardní odchylkou. Symbol * značí signifikantní výsledek (p < 0,05). 

T o t o zjištění skutečně umožňu je výs ledky nerozporup lným způsobem 

i n t e r p r e t o v a t . V e skutečnost i s e buňky nachází v G 2 fázi c y k l u , k d y se buňka př ipravuje 

na mitózu a všechny s t r u k t u r y a k o m p a r t m e n t y má odpovídaj íc ím způsobem 

zmnoženy. 
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5 Diskuze 

V teore t i cké části t é to d ip lomové práce se po jednáva lo o charakter ist ických 

v l a s t n o s t e c h nádorové buňky. By l y z d e popsány možnost i léčby nádorových 

o n e m o c n e n i a hlavní příčiny je j ího selhání v s o u v i s l o s t i s e v z n i k e m m n o h o č e t n é lékové 

r e z i s t e n c e . Dále z d e b y l y vysvě t leny někte ré v yb rané m e c h a n i s m y v z n i k u M D R , 

ze jména s o h l e d e m na f u n k c i lysozomů a j e j i c h možného příspěvku ke v z n i k u M D R . 

V závěru teore t i cké části by l a popsána s t r u k t u r a a m e c h a n i s m u s účinku 

c h e m o t e r a p e u t i k , které b y l y použity v praktické části d ip lomové práce. 

V exper imentá ln í části práce j s m e se zaměři l i na otázku z d a lysozomální b i o g e n e z i 

může v y v o l a t a k u m u l a c e nanomolá rn í ch koncentrac í p ro t inádorových léčiv, které mají 

p o v a h u hydrofobních s labých bází. T e n t o f e n o m é n by l nedávno publ ikován 

( Z h i t o m i r s k y & A s s a r a f , 2 0 1 5 ) . Autoř i t é to práce předpokládaj í , že zvýšená a k u m u l a c e 

s labých hydrofobních bází může způsobit lysozomální s t r e s ( lysozomální alkalizací), 

který prost řednic tv ím a k t i v a c e T F E B v e d e k b i o g e n e z i l ysozomů. D ů v o d e m p r o rev i z i 

závěrů j e j i ch práce by l y následující skutečnost i : i) autoř i práce neprokázal i , 

že nanomolá rn í k o n c e n t r a c e hydrofobních s labých bází skutečně způsobují a l k a l i z a c i 

lysozomů ( Z h i t o m i r s k y & A s s a r a f , 2 0 1 5 ) ; ii) lysozomální a l k a l i z a c e by l a v l i teratuře 

popsána p r o vysoké k o n c e n t r a c e hydrofobních s labých bází ( K a z m i e t a l . , 2 0 1 3 ; 

N a d a n a c i v a e t a l . , 2 0 1 1 ; O h k u m a & P o o l e , 1 9 7 8 ) 

P o d o b n ě j a k o předchozí autoř i ( Z h i t o m i r s k y & A s s a r a f , 2 0 1 5 ) j s m e v naší práci 

použili buněčnou l in i i A 5 4 9 a d o x o r u b i c i n a m i t o x a n t r o n jakožto s tudovaná léčiva. 

P ro ověřen í , z d a k lysozomální b i o g e n e z i skutečně dochází, j s m e zvo l i l i tři nezávislé 

m e t o d y : analýzu e x p r e s e marke rových prote inů , s tanoven í počtu lysozomů, 

sekvestrační k a p a c i t u l ysozomů. N e j p r v e j s m e a n a l y z o v a l i e x p r e s i markerových 

lysozomálních prote inů L A M P - 1 , L A M P - 2 a A T P 6 V 1 B 2 . Výs ledky j ednoznačně ukázaly, 

že u žádného z e s ledovaných markerových lysozomálních prote inů nedošlo 

k s ignif ikantnímu zvýšení e x p r e s e p o působení M T X (gra f 1) . Se s te jným výs ledkem 

d o p a d l a analýza e x p r e s e marke rových lysozomálních prote inů p o působení D X R 

(graf 2) . T e n t o výs ledek j ednoznačně u k a z u j e , že a n i M T X , a n i D X R neindukuj í 

lysozomální b i o g e n e z i . 
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N a p r o t i t o m u , d vě zbývající m e t o d y ukázaly přesný o p a k . Imunoh is tochemické 

barven í lysozomů ukázalo, že ov l i vněné buňky M T X i DXR mají s ignif ikantně zvýšený 

počet lysozomů v buňce v e srovnání s neov l i vněnými buňkami (G r a f 3 a 4) . 

U buněk ov l i vněných M T X by l počet lysozomů navýšen l ,8krá t o p r o t i kontro ln ím 

buňkám, k d y u ov l i vněných buněk se nacházelo p růměrně 3 6 0 , 8 ± 1 0 8 , 2 lysozomů 

na j e d n u buňku a u buněk kontrolních se nacházelo p r ů m ě r n ě 1 9 5 , 8 ± 4 8 , 9 lysozomů 

na j e d n u buňku. Podobný nárůst lysozomů by l pozorován u buněk ov l i vněných DXR , 

k d y došlo k l , 9 n á s o b n é m u navýšení množství t ěch to o r g a n e l , k d y se u ov l i vněných 

buněk nacházelo p r ů m ě r n ě 2 4 5 , 0 ± 7 3 , 5 lysozomů na j e d n u buňku a u buněk 

kontrolních se nacházelo 1 2 8 , 6 ± 3 2 , 2 lysozomů na j e d n u buňku . T o t o naše zjištění 

odpov ída lo v ýs l edkům, které p u b l i k o v a l i Z h i t o m i r s k y a A s s a r a f r o k u 2 0 1 5 . 

P o d o b n ě analýza akumulačn í k a p a c i t y lysozomů p r o i m a t i n i b ukázala 

její signifikantní nárůst , a t o j a k p o působení M T X (G r a f 5 ) , t a k i p o působení 

DXR (G r a f 6) . Výs ledky d ruhých d v o u m e t o d b y n a o p a k b y l o možno i n t e r p r e t o v a t 

j a k o důkaz lysozomální b i o g e n e z e . T e n t o závěr n á m o v š e m neumožňu je udělat 

zdánl ivě prot ichůdný výs ledek analýzy e x p r e s e lysozomálních marke rových prote inů 

(G ra f l a 2) . V z h l e d e m k t ě m t o skutečnos tem j s m e se r o z h o d l i z j i s t i t , j a k j i n a k , 

než lysozomální biogenezí, lze získané výs ledky i n t e r p r e t o v a t . Přestože s tudovaná 

prot inádorová léčiva působí na nádo rové buňky š irokým s p e k t r e m úč inků, mají j e d n u 

spo lečnou v l a s t n o s t , a t o úč inek na buněčný c y k l u s . P r o t o j s m e se r o z h o d l i ov l i vněné 

buňky p o d r o b i t j e h o analýze. P o d o b n ě j a k o jiní autoř i ( A u g u s t i n , W h e a t l e y , L a m b , 

& K o n o p a , 1 9 9 6 ; P o t t e r & R a b i n o v i t c h , 2 0 0 5 ) j s m e díky analýze buněčného c y k l u 

p o z o r o v a l i , že M T X a D R X indukují b l o k v G 2 / M fázi buněčného c y k l u (G r a f 7 a 8) . 

U buněk ov l i vněných M T X j s m e p o z o r o v a l i b l o k v G 2 / M fázi u 3 8 , 5 % buněčné 

p o p u l a c e a u kontrolních buněk j s m e p o z o r o v a l i b l o k v G 2 / M p o u z e u 7,1 % buněčné 

p o p u l a c e . Po ov l ivnění DXR se v b l o k u G 2 / M buněčného c y k l u nacházelo 7 3 , 3 % 

buněčné p o p u l a c e a u kontrolních buněk došlo k b l o k u v G 2 / M fázi p o u z e u 12 ,1 % 

buněčné p o p u l a c e . 

T o t o j e obzvláště důležité zjištění p r o naši i n t e r p r e t a c i výs ledků. N e m ě l o by být 

žádným překvapen ím, že k lysozomální b i o g e n e z i dochází b ě h e m buněčného c y k l u , 

k d y se mateřská buňka př ipravuje na rozdělení na dvě dceř iné buňky. R e g u l a c e 

lysozomální b i o g e n e z e b ě h e m buněčného c y k l u by l a nedávno e legantně popsána 
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v č lánku C D K 4 / 6 r e g u l a t e l y s o s o m e b i o g e n e s i s t h r o u g h T F E B / T F E 3 , Y i n e t a l . , 2 0 2 0 . 

Autoř i j asně ukázali př ímou s o u v i s l o s t m e z i sníženou a k t i v i t o u cyk l in-dependentních 

k i nas 4 a 6 (CDK4/6 ) a zvýšenou a k t i v i t o u T F E B a T F E 3 , což v e d e k lysozomální b i o g e n e z i 

(Yin e t a l . , 2 0 2 0 ) . Zjištění, že k lysozomální b i o g e n e z i dochází b ě h e m buněčného c y k l u , 

nám umožňu je i n t e r p r e t o v a t naše výs ledky b e z vni t řn ích rozporů. B l o k G 2 / M , 

který j e indukován s tudovanými látkami, skutečně v e d e k v ý z n a m n é m u zvýšení počtu 

buněk př ipravených k dělení , t j . buněk, které prošly lysozomální b i o g e n e z i . 

Lysozomální b i o g e n e z i lze p r o t o d e t e k o v a t p o u z e m e t o d a m i , jej ichž výs ledky j s o u 

normal izovány na počet buněk a ne na množství p r o t e i n u ( s r o v n e j G r a f 1 s G r a f e m 3B ) . 

A k t i v a c e T F E B , která by l a pozorována v s o u v i s l o s t i s nanomolá rn í koncentrac í 

M T X a D R X a která b y l a přičítána lysozomální a l k a l i z a c i ( Z h i t o m i r s k y & A s s a r a f , 2 0 1 5 ) , 

p r a vděpodobně souvisí se změnou buněčného c y k l u (Y in e t a l . , 2 0 2 0 ) . 
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6 Závěr 

1. V rámci teoret i cké části by l a v yp racována l iterární rešerše na t é m a : 

a) nádorová buňka a její charakter ist ické v l a s t n o s t i ; b) m e c h a n i s m y 

m n o h o č e t n é lékové r e z i s t e n c e ; c) l y s o z o m y a léková r e z i s t e n c e ; d) v l a s t n o s t i 

v yb raných prot inádorových léčiv. 

2. V rámci exper imentá ln í části j s m e zjišťovali, z d a lysozomální s e k v e s t r a c e 

d o x o r u b i c i n u a m i t o x a n t r o n u v nanomolárn í ch koncentrac ích může i n d i k o v a t 

j e j i c h b i o g e n e z i pomoc í tří nezávislých m e t o d . 

a) Analýza e x p r e s e lysozomálních prote inů L A M P 1 , L A M P 2 a A T P 6 V 1 B 2 

u buněk ov l i vněných DXR n e b o M T X neukázala její signifikantní nárůst. 

b) N a p r o t i t o m u př ímé pozorování lysozomů pomocí 

imunoh is tochemického barvení ukázalo signifikantní zvýšení počtu 

lysozomů u ov l i vněných buněk. 

c) P o d o b n ě analýza sekvestrační k a p a c i t y lysozomů ukázala její signifikantní 

nárůst. 

P rotože použité m e t o d y neukázaly j ednoznačně , že by k lysozomální b i o g e n e z i 

docháze lo , h l e d a l i j s m e j iné nerozporup lné vysvět len í našich výs ledků. 

3. By l a p r o v e d e n a analýza buněčného c y k l u ov l i vněných buněk, která ukázala, 

že o b ě s tudované látky způsobují masivní b l o k v G 2 / M fázi. 

4. A k u m u l a c e buněk v G 2 / M fázi buněčného c y k l u v e d e k signif ikantnímu 

navýšení počtu buněk v p o p u l a c i , které j s o u př ipraveny k mitóze 

s odpovídaj íc ím nárůs tem v e l i k o s t i všech o r g a n e l v č e t n ě lysozomů. T a t o změna 

může být my lně in terpre tována j a k o lysozomální b i o g e n e z e v důs ledku 

s e k v e s t r a c e nanomolá rn í ch koncentrac í DXR a M T X lysozomů. 
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