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Pøedmluva

V èeském odborném písemnictví dosud nebyla pro-
blematika gynekologické onkologie v rozsahu po-
dobném této knize zpracována. Onkogynekologie je
pøitom jednou ze základních subspecializací oboru
gynekologie a porodnictví, a to nejen v Evropì, ale
i ve vìtšinì rozvinutých zemí. Získání specializace
vyžaduje nejdelší postgraduální pøípravu, zejména
vzhledem k nezbytnému poètu provedených chirur-
gických výkonù. V ÈR bylo do roku 2007 jedinou
možností pro získání této specializace složení atesta-
ce z klinické onkologie. Možnost subspecializace
z gynekologické onkologie byla otevøena až v roce
2008. Požadavky na získání specializace jsou shodné
s vìtšinou zemí EU a byly pøevzaty z doporuèení
ESGO (European Society of Gynecological Oncolo-
gy). Nejvìtší dùraz je kladen na získání kvalitní eru-
dice v onkochirurgii, souèástí oboru je však kom-
plexní léèba nádorù vèetnì podávání chemoterapie
a podpùrné léèby.

Velká pozornost byla v ÈR v posledních letech
vìnována systému centralizace péèe o pacientky se
zhoubným nádorem reprodukèních orgánù. Pod On-
kogynekologickou sekcí Èeské gynekologicko-po-
rodnické spoleènosti (ÈGPS) byl ustanoven systém
onkogynekologických center a spolupracujících od-
dìlení. Systém je otevøený, s možností vylouèení èi
pøijetí èlenù na základì poètu nových pacientek
a poètu provádìných radikálních výkonù. Hlavním
cílem je standardizace a zvýšení kvality diagnostické
a léèebné péèe. Pøes veškeré úsilí a mnoho známých
argumentù, dokládajících lepší výsledky léèby ve
specializovaných centrech, je na tìchto pracovištích
v souèasnosti v ÈR léèeno jen nìco pøes polovinu pa-
cientek se zhoubnými nádory gynekologických orgá-
nù. Vìøíme, že i tato kniha pøispìje k úrovni poskyto-
vané péèe i k centralizaci onkologických pacientek.

V incidenci zhoubných nádorù reprodukèních pá-
nevních orgánù obsazuje Èeská republika stabilnì
nepøíznivá pøední místa ve svìtových tabulkách. In-
cidence karcinomu endometria patøí k nejvyšším na
svìtì spoleènì s USA, incidence karcinomu ovaria
je jedna z nejvyšších v Evropì, srovnatelná pouze
s Pobaltskými zemìmi nebo Dánskem. V incidenci

karcinomu dìložního hrdla pøekraèujeme více než
dvojnásobnì prùmìr Evropské unie; horší situace je
pouze v nìkterých zemích východní Evropy. Pøíèiny
nepøíznivé situace se liší u jednotlivých nádorù.
U karcinomu dìložního hrdla je to zejména neexis-
tence organizovaného celoplošného screeningu,
u dalších zhoubných nádorù pøesné dùvody nezná-
me; u karcinomu endometria se pravdìpodobnì
uplatòují faktory životního stylu, u karcinomu ovaria
mùže být jedním z dùvodù malá frekvence užívání
hormonální kontracepce v minulosti. Nepøíznivé
jsou i trendy vývoje incidence – u karcinomu endo-
metria, ovaria i vulvy je dlouhodobì patrný pomalý
nárùst. Pouze u karcinomu dìložního hrdla je inci-
dence stabilní, to však v žádném pøípadì nelze pova-
žovat za úspìch – v ÈR se nepodaøilo napodobit
výrazný pokles, který nastal ve všech zemích EU
v dùsledku zavedení organizovaného screeningu.
V absolutních poètech v ÈR každý rok onemocní
okolo 4500 žen zhoubným nádorem jednoho z pá-
nevních reprodukèních orgánù.

Kniha Onkogynekologie je urèena pøedevším on-
kogynekologùm, ale rozhodnì ne pouze jim. Ucele-
ný pøehled problematiky by mìli ocenit všichni
gynekologové pracující v nemocnièních zaøízeních,
kliniètí onkologové, radiaèní onkologové, ale i další
odborníci, kteøí pracují se ženami se zhoubnými ná-
dory reprodukèních orgánù. Peèlivì vybraný kolek-
tiv autorù èítá celkem 40 odborníkù z celé ÈR a ze
Slovenska, kteøí se dlouhodobì zabývají svìøenými
oblastmi. Obsah odráží komplexnost problematiky
a zdùrazòuje nutnost mezioborové spolupráce. Èleny
autorského kolektivu jsou kliniètí onkologové, chi-
rurgové, urologové, psychiatøi, psychologové, radio-
logové, radioterapeuti, sexuologové, dermatologové
i teoretiètí vìdci. Zcela zámìrnì nebyla problematika
jednotlivých zhoubných nádorù svìøena jednomu au-
torovi, ale každý autor èi kolektiv autorù zpracoval
oblast své specializace.

Vzhledem k rozdílnému charakteru nìkterých ka-
pitol je kniha rozdìlena do dvou èástí. Obecná èást
obsahuje kapitoly, které se týkají nádorù všech nebo
více orgánù, v èásti speciální je problematika rozdì-



lena podle jednotlivých orgánù. Atraktivitu publika-
ce by mìlo zvýšit i pøiložené CD, obsahující bohatou
obrazovou dokumentaci histologických, kolposko-
pických a peroperaèních nálezù, zobrazovacích vy-
šetøení a dalších. CD rovnìž obsahuje barevné verze
nìkterých obrázkù èi fotografií, uvedených v knize
v èernobílé formì. Tyto obrázky jsou v textu oznaèe-
ny symbolem � a na konci kapitol je uvedený kom-
pletní seznam obrázkù, které se vztahují k dané pro-
blematice.

Je tøeba upozornit i na problematiku, která v knize
zpracována není a kterou by zde ètenáø mohl hledat.
Zhoubné národy prsù byly opakovanì zpracovány
v monografiích klinické onkologie. Rovnìž chybí
problematika gestaèní trofoblastické nemoci (GTN),
kterou se v ÈR zabývají dvì specializovaná centra

a byla v èeské literatuøe pøehlednì zpracována v po-
sledních letech nìkolikrát.

Jedním z nedùležitìjších poslání pøedmluvy je
i podìkování oceòující velké úsilí vìnované rozsáh-
lému dílu, které nemá komerèní význam pro vìtšinu
aktérù. Srdeèné podìkování za pochopení, podporu
a spolupráci patøí zejména autorskému kolektivu,
který peèlivì pøipravil svìøené kapitoly, aby pozdìji
trpìlivì snášel èetné pøipomínky editora; obìma re-
cenzentùm, kteøí ve velmi krátké dobì rozsáhlé dílo
pøipomínkovali; redaktorce – PhDr. Alenì Palèové,
která významnì pøispìla k výsledné podobì knihy
i rychlosti jejího vydání; grafikovi i akademickému
malíøi, kteøí s citem zpracovali bohatou grafickou
èást; ale i mnoha kolegùm a blízkým, kteøí témìø rok
snášeli èasové zaneprázdnìní autorù a editorù.

Praha, duben 2009
David Cibula
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Obecná èást





Bunìèný cyklus a apoptóza

Nejvýznaènìjší charakteristikou nádorových bunìk
je jejich nekontrolovatelný rùst napøíè výstavbovým
plánem organizmu. Tento výstavbový plán poèíná
u jednotlivých bunìk, sdružujících se do bunìèných
uskupení, ze kterých se skládají tkánì tvoøící jednot-
livé orgány, uspoøádané do orgánových soustav. Vý-
stavbovému plánu organizmu odpovídá i jeho øízení
– lokální regulace jednotlivých bunìk v rámci tkání
je realizována pomocí lokálních pùsobkù, rùstových
faktorù, zatímco regulaci orgánù a jejich soustav
ovládají neurohumorální systémy. Správnou funkci
bunìèných komponent trvale dozoruje imunitní sys-
tém. Vznik maligního nádoru je poruchou této vy-
vážené regulace. Porucha zaèíná na úrovni bunìk
malignì transformované tkánì. Ta pøi selhání kon-
trolních imunitních mechanizmù a v dùsledku
distanènì se šíøících metastáz mùže vyvolat až
pøíznaky systémového kolapsu vedoucího ke smrti.
Aèkoliv postup nádorové transformace se v jednotli-
vých pøípadech odlišuje, neoplastická tkáò vždy vy-
kazuje nìkteré shodné charakteristiky:
• autonomii v produkci rùstových signálù,
• sníženou senzitivitu k inhibièním rùstovým

signálùm,
• poruchy apoptózy,
• bezprahový replikaèní potenciál (imortalizaci),
• poruchy v reparaci DNA (genomová instabilita),
• významnou angiogenezi,
• schopnost tkáòové invazivity a metastázování.

Nekontrolovatelný rùst nádoru je výsledkem se-
lhání regulaèních pochodù v buòce. Jsou tak postiže-
ny dva kritické dìje, které se doplòují v ovlivòování
tkáòové homeostázy – bunìèný cyklus a apoptóza.
Rovnováha mezi novotvorbou bunìk vznikajících
dìlením v bunìèném cyklu a zánikem opotøebených,
nepotøebných èi poškozených bunìk v procesu apo-
ptózy charakterizuje normální fyziologický stav ve
tkáni dospìlého organizmu. Nádorové buòky se vždy
vyznaèují poruchou této rovnováhy, jež je zpùsobena
zvýšením rychlosti bunìèného cyklu a rezistencí
k indukci apoptózy. Negativní regulace bunìèného
cyklu a zvýšení senzitivity k proapoptotickým me-

chanizmùm v nádorové buòce tvoøí tedy základní
obecný koncept protinádorové terapie.

Maligní nádor je genetickým onemocnìním. Na
podkladì genetických alterací a s pøispìním epigene-
tických zmìn vznikají autonomnì se chovající nádo-
rové buòky. Genetické zmìny – mutace (zmìny pri-
mární struktury genomové DNA) vznikají prùbìžnì
ve všech buòkách v organizmu v dùsledku pùsobení
exogenních vlivù (fyzikálních, chemických i biolo-
gických) i endogenních pochodù (chyby pøi replikaci
DNA, tvorba endogenních produktù metabolizmu
s genotoxickými úèinky). K tìmto genetickým alte-
racím se pøidružují epigenetické zmìny (zmìny me-
tylace DNA èi modifikace histonù) ovlivòující ex-
presi genetické informace. Bez ohledu na to, zda se
jedná o poškození rozsáhlé èásti genomu èi mutace
na úrovni jediného deoxyribonukleotidu genomové
DNA, pro maligní transformaci je rozhodující kvali-
tativní a kvantitativní poškození tøí skupin genù:
• protoonkogenù, kódujících bílkovinné produkty

pozitivnì ovlivòující bunìèné dìlení (promitotic-
ké pùsobení) a pøežívání bunìk (antiapoptotické
pùsobení),

• tumor supresorových genù, jejichž genové pro-
dukty pùsobí negativní regulaci bunìèného cyklu
nebo aktivaci apoptózy,

• DNA reparaèních genù, které kódují proteiny
podílející se na procesech oprav genomové DNA
a její regulaci.

Mutace v onkogenech, které zpùsobují jejich tr-
valou aktivaci, nebo zvýšená exprese onkogenù
umožòují bunìèné dìlení, které se v postižené buòce
stává autonomním dìjem, a to bez ohledu na jeho
potøebu ve vztahu k vlastnímu organizmu. Na akcen-
tované proliferaci nádorových bunìk se podílí i ztráta
negativních regulaèních signálù bunìèného dìlení,
které vyplývá z vyøazení tumor supresorových genù
mutacemi nebo hypermetylacemi jejich promotoro-
vých sekvencí. Aktivované produkty protoonkogenù
a defekty nìkterých tumor supresorových genù
(úèastnících se regulace apoptózy) inhibují v nádoro-
vì transformovaných buòkách spuštìní apoptózy.
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Poruchy DNA reparaèních mechanizmù dovolují
v postižené buòce tolerovat vznik mutací, které by za
normálních okolností vedly k zástavì bunìèného
cyklu a/nebo k apoptóze. Prostøedí genomové nesta-
bility v prvotním klonu malignì transformovaných
bunìk vede kaskádovitì ke vzniku dalších genových
alterací. Zakládají se tak genotypovì i fenotypovì
odlišné subpopulace pùvodního nádorového klonu.

V poslední dobì je silnì diskutovaným tématem
i otázka prvotní populace, ze které vzniká iniciální
klastr (cluster) nádorovì transformovaných imortali-
zovaných bunìk. V každé tkáni lze vysledovat (pøed-
pokládat) tøi hlavní vývojové populace, které jsou
nutné pro jejich fyziologickou obnovu v prùbìhu lid-
ského života, neboť – až na výjimky (napø. pyrami-
dální nervové buòky) – existence vìtšiny bunìk
pøedstavuje zlomek doby života organizmu. Pro ob-
novu tkánì je tedy nutné, aby v ní byly pøítomny
takové buòky, jejichž replikaèní potenciál je srovna-
telný s dobou života celého organizmu. Tìmito buò-
kami jsou (pravdìpodobnì) tkáòovì specifické
kmenové buòky. Jejich koncentrace ve tkáni je vel-
mi nízká, vyznaèují se sice neomezeným replikaèním
potenciálem, avšak nízkou mitotickou aktivitou.
S ohledem na to, že z tìchto kmenových bunìk musí
vzniknout veškeré populace specializovaných bunìk
pøíslušné tkánì, vyznaèují se chybìním vìtšiny feno-
typových znakù maturovaných bunìèných populací.
Kmenové tkáòové buòky jsou tedy nositeli èasovì
neomezeného replikaèního potenciálu ve tkáni. Ten-
to úkol plní tím, že obnovují zásobu progenitoro-
vých bunìk. Progenitorové buòky se na rozdíl od
kmenových bunìk vyznaèují omezeným replikaèním

potenciálem, avšak rychlým dìlením, schopností
migrace a schopností se diferencovat do podoby bu-
nìk specializovaných bunìèných populací pøíslušné
tkánì. V jejich fenotypové výbavì se tak podle stup-
nì jejich diferenciace setkáváme se znaky maturova-
ných bunìk. Specializované buòky tkání vznikající
diferenciací ze svých progenitorù tvoøí >99 % bunìè-
né populace ve tkáních. Jsou vykonavateli tkáòovì
specifických funkcí, avšak v prùbìhu jejich diferen-
ciace dochází k výraznému snížení jejich replikaèní-
ho potenciálu. Diferencované buòky v prùbìhu
svých nìkolika dìlení stárnou a musí být nahrazeny
novou populací bunìk vznikajících diferenciací
z progenitorù.

S ohledem na známé charakteristiky nádorových
bunìk (neomezený replikaèní potenciál, ztráta kon-
taktní inhibice, neúplná exprese fenotypových znakù
plnì diferencovaných bunìk tkánì atd.) je pravdìpo-
dobné, že prvotní klon nádorovì transformovaných
bunìk (nádorové kmenové buòky) vzniká postup-
nou kumulací genetických a epigenetických alterací
spíše na úrovni kmenových nebo progenitorových
bunìk než v majoritních populacích plnì maturova-
ných bunìk tkání.

Øešení otázky pùvodu populací bunìk v malig-
ním nádoru je nejenom významným teoretickým
problémem, ale její øešení mùže pøinést znaèný po-
krok v onkologické terapii. Vìtšina souèasných stra-
tegií sice umožòuje likvidaci satelitních populací
masy nádorových bunìk, avšak pravdìpodobnì není
adekvátnì úèinná na kmenové buòky nádoru. Jejich
setrvávání ve tkáních je pravdìpodobnì èastou pøíèi-
nou recidivy onemocnìní

1.1 Bunìèný cyklus

Bunìèný cyklus je biochemický dìj, který reguluje
vznik dvou dceøiných bunìk z jedné buòky mateøské.
Aèkoliv morfologické charakteristiky bunìèného dì-
lení jsou známy již dlouho, teprve v posledních le-
tech se podaøilo ozøejmit základní molekulární pod-
statu bunìèného cyklu a èásteènì i jeho regulaci.

Za normálních okolností se vìtšina bunìk v orga-
nizmu nachází v klidové, tzv. G0 fázi, kdy i pøes in-
tenzivnì probíhající intracelulární metabolizmus
a zapojení buòky v plnìní specializovaných úkolù
pøíslušné tkánì nedochází k pøípravì na bunìèné dì-
lení. Za fyziologického stavu je vstup buòky do bu-
nìèného cyklu umožnìn po splnìní nìkolika základ-
ních podmínek:

• dìlení buòky musí být pozitivnì stimulováno mi-
togenní signalizací,

• pro dìlení buòky musí existovat dostateèný pro-
stor ve tkáòové nice,

• k dìlení mùže dojít pouze v buòce s intaktním ge-
nomem,

• pro dìlení musí mít mateøská buòka dostatek sta-
vebních substrátù (pøedevším deoxynukleosidtri-
fosfátù pro syntézu DNA) a energie (ve formì
ATP).
Všechny tyto podmínky jsou do rùzné míry alte-

rovány u malignì transformovaných bunìk.
V rámci vlastního bunìèného cyklu musí buòka

vyøešit dva klíèové problémy. Prvním je absolutnì
pøesné a správné kopírováni genomové DNA proce-
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sem replikace DNA. Spoleènì s replikací pochopitel-
nì probíhá i zdvojení poètu bunìèných organel a ostat-
ních celulárních komponent pro novì vznikající dvì
dceøiné buòky. Druhý úkol spoèívá v symetrickém
rozdìlení mateøské buòky tak, aby dceøiné buòky ob-
sahovaly pøesnou polovinu replikovaného genetické-
ho materiálu a rovnìž pøibližnou polovinu bunìè-
ných organel a ostatních komponent. Øešení tìchto
dvou základních úkolù v rámci bunìèného cyklu od-
povídá i jeho rozdìlení na fáze. Obìma hlavním fá-
zím, ve kterých dochází k replikaci genomové DNA
(S fáze) a koneènému dìlení genetického materiálu
a bunìèného obsahu do dceøiných bunìk (M fáze),
pøedcházejí pøípravné a kontrolní fáze (G1 a G2 fá-
ze, obr. 1.1).

Pøípravné fáze obsahují kontrolní, tzv. „restrikè-
ní“, body, jejichž pøekonání je kritickou podmínkou
vstupu do následující fáze bunìèného cyklu. Nadto
restrikèní body umožòují synchronizaci bunìèného
cyklu s dalšími pochody, nesouvisejícími pøímo s bu-
nìèným dìlením (napø. reparací DNA).

1.1.1 Mitogenní signalizace
a zahájení bunìèného cyklu

V každém okamžiku pùsobí na buòky øada pozitiv-
ních a negativních mitogenních signálù. Podmínkou
zahájení bunìèného cyklu je pøevaha pozitivní mito-
genní signalizace, která vìtšinou pochází z vnìjšího

prostøedí buòky. V buòce je tento signál pøenášen
a amplifikován cestou signálnì transdukèních kas-
kád. Jednotlivé komponenty kaskád jsou buï malé
molekuly s funkcí druhých poslù, nebo speciali-
zované bílkoviny aktivované nadøazenou signální
molekulou. Po své aktivaci (èasto zprostøedkované
fosforylací) tyto proteiny specificky interagují s bíl-
kovinami na další úrovni kaskády, které aktivují. Ko-
neèným cílem promitogenní signalizace je bunìèné
jádro, kde dochází ke specifickému ovlivnìní míry
transkripce urèitých genù. Zmìna genové exprese se
týká pøedevším regulátorù bunìèného cyklu. Celý
systém pøenosu signálu do bunìèného jádra zahrnuje
nìkolik logických a kompartmentových úrovní (obr.
1.2):
• rùstové faktory (EGF, FGF, IGF), cytokiny (in-

terleukiny, interferony, TNF),
• receptory pro rùstové faktory (napø. EGFR,

ErbB2, receptorové tyrozinkinázy) a receptory
pro cytokiny (napø. TNFR1, IL-6R, receptor pro
erytropoetin, receptory bez vlastní tyrozinkinázo-
vé aktivity spojené se samostatnými tyrozinkiná-
zami),

• pøenašeèe signálu (signální transduktory, napø.
Ras, MAPK, Jak),

• intracytoplazmatické kinázy (napø. RAF, MAPK,
JAK) zprostøedkovávající pøenos signálu cyto-
plazmou a jeho amplifikaci,

• jaderné receptory a transkripèní faktory (napø.
estrogenní receptor, RXR receptor, c-MYC) zod-
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Obr. 1.1 Schéma fází bunìèného cyklu s vyznaèením klíèových úkolù v prùbìhu jednotlivých fází a charakteristika hlav-
ních restrikèních bodù (R) (gDNA – genomová DNA)



povìdné za aktivaci genù pro regulátory bunìèné-
ho cyklu,

• proteiny pøímo regulující bunìèný cyklus (napø.
cykliny).

� Receptory lokalizované na cytoplazmatické
membránì a jejich kinázy

Mitogenní stimulaci iniciují hormony pocházející ze
žláz s vnitøní sekrecí nebo signální molekuly produ-
kované v samotné tkáni – cytokiny a rùstové faktory.
Rùstové faktory s mitogenními úèinky jsou poly-
peptidy a proteiny produkované lokálnì buòkami
tkání, na které zpìtnovazebnì pùsobí. Jedná se (na
rozdíl od hormonù) o signalizaci s krátkým (lokál-
ním) dosahem úèinku. Pøi dosažení urèité koncentra-
ce a v závislosti na typu a stupni maturace cílových
bunìk zpùsobují rùstové faktory mitogenní aktivaci
buòky (pøesun z G0 do G1 fáze). Napøíklad pùsobe-
ním epidermálního rùstového faktoru (EGF) èi des-
tièkového rùstového faktoru (PDGF) dochází ke sti-
mulaci bunìèného dìlení a zahájení G1 fáze.
Inzulinu podobné rùstové faktory (insulin-like
growth factors, IGF-I a IGF-II) jsou v øadì tkání pod-
mínkou pro úspìšný prùchod G1 fází bunìèného
cyklu. Kromì stimulace proliferace však rùstové fak-
tory a cytokiny ovlivòují v cílových buòkách i øadu

dalších aktivit (metabolizmus, diferenciaci nebo
rùst). Je nezbytné si uvìdomit, že všechny buòky or-
ganizmu jsou v prùbìhu své existence trvale stimulo-
vány øadou tkáòových pùsobkù – rùstových faktorù
vytváøejících komplexní signální sítì. Bez této ne-
ustávající stimulace by buòky zanikly apoptózou.

Membrána bunìk je pro proteinové molekuly rùs-
tových faktorù neprostupná. Proto pùsobí na cílové
buòky prostøednictvím specifických receptorù – re-
ceptorù pro rùstové faktory – zodpovìdných za
transmembránový pøenos signálu. Tyto receptory
jsou vytváøeny v cílových buòkách a lokalizovány
v jejich cytoplazmatické membránì. Navázání mole-
kul rùstových faktorù vede ke zmìnám uspoøádání
bílkovinného øetìzce (konformace) v receptorových
molekulách a jejich dimerizaci (obr. 1.3). Receptory
pro rùstové faktory se vyznaèují vlastní kinázovou
aktivitou (hovoøíme o tzv. receptorových tyrozinki-
názách). Kinázová aktivita katalyzuje fosforylaci
vlastního receptoru v jeho cytoplazmatické èásti, což
je podmínkou pro navázání adaptorových proteinù
(napø. Grb). Tato vazba následnì umožní navázání
intracelulárních pøenašeèù signálu (transduktorù;
napø. Ras protein). Intracelulární transduktory jsou
zodpovìdné za pøenos signálu z aktivovaných recep-
torových komplexù na kaskádu kináz v cytoplazmì.
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Obr. 1.2 Schéma hlavních cest pøenosu signálu pro aktivaci bunìèného cyklu. Mezi nejdùležitìjší signálnì transdukèní
systémy patøí aktivace receptorù pro steroidní hormony a kaskády zahrnující PI3K, Ras/MAPK a Jak/STAT.



Následná kaskádovitá fosforylace cytoplazmatic-
kých kináz umožòuje šíøení signálu cytoplazmou
a jeho amplifikaci. Mezi hlavní signální cesty aktivu-
jící bunìènou proliferaci patøí aktivace kaskády mi-
togeny aktivovaných proteinkináz (MAPK), aktiva-
ce fosfatydylinositol-3-kinázy (PI3K) a Jak/STAT
kaskáda. Na konci kinázových kaskád jsou fosfory-
lovány transkripèní faktory, které aktivují genovou
expresi na úrovni syntézy mRNA konkrétních genù
(nebo skupin genù).

Podobnì jako rùstové faktory, i cytokiny jsou lo-
kálními produkty tkání. Na rozdíl od rùstových fak-
torù cytokiny vykazují pøedevším imunomodulaèní
úèinky. Receptory pro cytokiny postrádají vlastní ty-
rozinkinázovou aktivitu a jsou aktivovány podobným
mechanizmem jako receptory pro rùstové faktory.
Úlohu vnitøní tyrozinkinázové domény zde pøebírají
samostatné molekuly intracelulárních tyrozinkináz
(napø. kináza Jak; obr. 1.4).

Poruchy protoonkogenù kódujících rùstové fak-
tory a jejich receptory jsou èastým nálezem u øady
maligních tumorù. Nejèastìjšími typy genových alte-
rací jsou multiplikace genù, kdy vlivem poruch v ge-
nomové DNA dochází ke zmnožení kopií genù kódu-
jících rùstové faktory a jejich receptory v genomu
malignì transformovaných bunìk. Následná zvýšená
exprese zmnožených genù vyvolává hyperstimulaci
promitogenní signalizace. Èasté jsou i mutace v ge-
nech receptorù pro rùstové faktory. Aktivaèní muta-
ce vedou k syntéze mutovaných, trvale aktivních re-
ceptorù bez ohledu na jejich stimulaci ligandem.

Receptor HER2/neu z rodiny receptorù pro epi-
dermální rùstový faktor (epidermal growth factor re-
ceptor, EGFR) kódovaný genem ErbB-2 zvyšuje
v øadì tkání proliferaci aktivací kaskád MAPK
a PI3K. Amplifikace genu ErbB-2 se vyskytuje u pøi-
bližnì 25–30 % karcinomù prsu, kde je spojena se
zvýšeným rizikem recidiv a horší prognózou one-
mocnìní. Vyskytuje se rovnìž asi u 6–8 % karcino-
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Obr. 1.3 Schéma aktivace receptorù pro rùstové faktory. (1) Receptory pro rùstové faktory jsou lokalizovány v cytoplaz-
matické membránì cílových bunìk. Vnì buòky se nachází extracelulární èást receptoru (doména) sloužící pro navázání
pøíslušného rùstového faktoru. Receptory pro rùstové faktory obsahují intracytoplazmatickou tyrozinkinázovou doménu.
(2) Po navázání ligandu – rùstového faktoru – receptorové molekuly dimerizují a dochází v nich ke zmìnì konformace
vyvolávající aktivaci tyrozinkinázových domén. Kinázová aktivita katalyzuje fosforylaci tyrozinových zbytkù v cytoplaz-
matické èásti receptoru. (3) Fosforylovaný receptor slouží pro navázání tzv. adaptorových proteinù. Adaptorové proteiny
jsou po interakci s receptorovým komplexem èasto fosforylovány receptorovou tyrozinkinázovou doménou. Navázání
adaptorového proteinu umožòuje interakci širšího spektra dalších proteinù (ovlivòujících signální transdukci) s aktivova-
ným receptorovým komplexem. Adaptorové proteiny rozpoznávají fosforylované receptory díky pøítomnosti vazebných
domén (typicky Src-homologní (SH2) domény, které se vyskytují napø. v proteinech Src, Grb, STAT, PI3K, Abl, SOCS).



mù ovaria a 9–30 % karcinomù endometria, kde je
známkou zhoršeného celkového pøežití. Klinický vý-
znam ErbB-2 spoèívá pøedevším v možnosti inhibice
jeho genového produktu pomocí humanizované mo-
noklonální protilátky trastuzumabu (Herceptinu),
který se s vysokou afinitou váže na extracelulární
doménu HER2/neu receptoru a znemožòuje jeho
aktivaci. Použití trastuzumabu u karcinomu prsu
a ostatních nádorù (karcinomù plic, ovaria, endomet-
ria, ORL oblasti) je podmínìno pøítomností vysoké
exprese ErbB-2.

Receptor epidermálního rùstového faktoru
(EGFR) je rovnìž vysoce exprimovaný u øady solid-
ních tumorù. Jeho zvýšená exprese se vyskytuje
u 35–70 % karcinomù ovaria. Podobnì jako je tomu
v pøípadì HER2/neu i EGFR je atraktivním cílem
specifické protinádorové léèby. V pøípadì EGFR je
pro klinické použití schváleno nìkolik monoklonál-
ních protilátek s mechanizmem úèinku podobným
trastuzumabu. V souèasnosti je používán cetuximab
(Erbitux) pro léèbu metastázujícího kolorektálního
karcinomu; probíhají studie léèby karcinomu cervi-
xu, endometria a ovaria. Další monoklonální protilát-
ky (matuzumab, EMD 72000) urèené pro léèbu kar-
cinomu ovaria jsou ve studiích fáze I/II.

Kromì protilátkových inhibitorù EGFR jsou vy-
víjeny i nízkomolekulární látky intracelulárnì inhi-
bující tyrozinkinázovou aktivitu EGFR. Mezi tyto
léky již používané v klinické praxi patøí erlotinib
(Tarceva) urèený pro léèbu pokroèilého karcinomu
pankreatu a nemalobunìèného karcinomu plic
(non-small cell lung carcinoma, NSLC) a gefitinib
(Iressa) pro terapii pokroèilého NSLC. Duálním
EGFR a HER2/neu inhibitorem schváleným pro léè-
bu pokroèilého karcinomu plic je lapatinib (Tyverb).

Vaskulární endoteliální rùstový faktor (vascular
endothelial growth factor, VEGF), aktivující angio-
genezi, vykazuje potentní úèinky na rùst karcinomu
ovaria in vitro. Ve stadiích II a III klinického testová-
ní je bevacizumab (Avastin), protilátka proti VEGF
schválená pro léèbu metastázujících NSLC a karci-
nomù kolorekta. V jedné ze studií bylo monoterapií
bevacizumabem dosaženo zlepšení klinické odpovì-
di u 21 % léèených pacientek s pokroèilým karcino-
mem ovaria.

� Ras protein
Pøenos mitogenního signálu z aktivovaných recepto-
rù na cytoplazmatické membránì èasto probíhá pøes
Ras proteiny. Ras proteiny tvoøí rodinu molekulár-
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Obr. 1.4 Schéma aktivace receptorù s asociovanou tyrozinkinázovou aktivitou. (1) S ohledem na chybìní vlastní kinázo-
vé domény v receptoru je (2) fosforylace tyrozinových zbytkù receptoru po jeho aktivaci ligandem (zpùsobuje dimerizaci
a zmìnu konformace) katalyzována asociovanou kinázou (napøíklad Jak kinázou). Tato kináza fosforyluje receptor na
základì konformaèní zmìny vyvolané jeho aktivací ligandem. (3) Kináza Jak kromì samotné receptorové molekuly ná-
slednì fosforyluje i efektorové molekuly STAT, pøípadnì aktuálnì dostupné adaptorové molekuly (viz dále obr. 1.8).



ních pøepínaèù signálu exprimovaných ve vìtšinì
tkání. Aktivace Ras ovlivòuje øadu intracelulárních
pochodù, pøedevším rùst, diferenciaci, morfogenezi,
transport vezikul a uspoøádání cytoskeletu. Pro pøe-
nos mitogenních signálù na kaskády kináz slouží
hlavnì proteiny H-Ras, K-Ras a N-Ras (p21Ras). Pro-
toonkogeny kódující tyto proteiny jsou mutovány
pøibližnì u 30 % všech lidských nádorù.

Aktivace molekuly Ras proteinu spoèívá ve smì-
nì GDP za GTP (obr. 1.5). Proteiny Ras jsou funkènì
blízké á-podjednotce G proteinù. Spoleèným zna-
kem je transdukèní signální aktivita a schopnost smì-
òovat guanozinfosfáty (GTP nebo GDP). Signálnì
aktivní forma molekuly je Ras-GTP. Ras protein má
vlastní, avšak pomalou GTPázovou aktivitu hydroly-
ticky štìpící navázaný GTP na GDP, èímž se obno-
vuje signálnì neaktivní stav Ras proteinu (Ras-
-GDP). Oscilace mezi stavem s navázaným GDP
nebo GTP v Ras proteinu jsou ovlivòovány pomoc-
nými proteiny. Zatímco proteiny skupiny GEFs (gu-
anine nucleotide exchange factors; napø. proteiny

Sos) usnadòují smìnu GDP�GTP, a tak urychlují
aktivaci Ras molekuly (pùsobí proonkogennì), pro-
teiny GAPs (GTPase activating proteins; napø. neu-
rofibromin – NF1) pøibližnì 10 000× urychlují štìpe-
ní vázaného GTP, èímž zásadnì zkracují poloèas
aktivovaného Ras proteinu (pùsobí antionkogennì).

Ras protein je zakotven na vnitøním povrchu cy-
toplazmatické membrány bunìk pomocí lipidové
kotvy tvoøené zbytky mastných kyselin – kyseliny
farnesylové a palmitové. Posttranslaèní modifikace
molekuly Ras proteinu farnesyltransferázou a pal-
mitoyltransferázou je podmínkou pro správnou lo-
kalizaci a tedy i funkci Ras proteinu.

S aktivovaným receptorem je molekula Ras pro-
teinu asociována pomocí heterodimeru tvoøeného
proteiny Grb2 (growth factor receptor-bound protein
2) a Sos. Grb podjednotka (díky SH2 doménì) slouží
k navázání Ras molekuly na aktivovaný receptor, za-
tímco Sos protein s GEF aktivitou napomáhá aktivaci
Ras proteinu.
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Obr. 1.5 Schéma aktivace Ras proteinu. Aktivace proteinu Ras probíhá v oblasti vnitøního listu cytoplazmatické membrá-
ny, kde je protein Ras ukotven pomocí kovalentnì vázaných lipofilních molekul mastných kyselin. Tato kovalentní modifi-
kace je zprostøedkována farnesyl- a palmytoyltransferázou. Stimulace receptoru (napø. receptoru pro rùstové faktory)
zpùsobí navázání adaptorových molekul (Grb, Sos), které umožní navázání inaktivního proteinu Ras-GDP. GEF aktivita
proteinu Sos umožní smìnu GDP>GTP v proteinu Ras. Aktivovaný Ras-GTP asociuje s Raf kinázou, která zahajuje
vlastní kaskádovou fosforylaci dalších kináz (MEK, ERK), nebo aktivuje fosfatydylinozitol-3-kinázu (PI3K), což vede
k aktivaci Akt/proteinkinázy B (PKB). Kromì tìchto dvou hlavních smìrù mùže Ras-GTP ovlivòovat i øadu dalších signál-
ních cest. Inaktivace Ras proteinu je zprostøedkována hydrolýzou GTP na GDP+Pi, která je katalyzována vnitøní GTPá-
zovou aktivitou proteinu Ras a urychlena proteiny GAP.



Protein Ras se u èlovìka vyskytuje v podobì tøí
homologních proteinù H-Ras, K-Ras a N-Ras, expri-
movaných v rùzných tkáních. Nejèastìji se mutace
vyskytují v protoonkogenu K-Ras – u karcinomù
pankreatu (70–90 %) a karcinomù plic (20–50 %),
výjimeènì u karcinomù prsu a ovaria. Je zajímavé, že
mutace v K-Ras genu nebo jeho efektoru B-Raf se
u karcinomu ovaria vyskytují u >50 % nádorù s níz-
kým gradingem (invazivní mikropapilární serózní
karcinomy a serózní borderline tumory), zatímco
u agresivních forem serózních karcinomù se praktic-
ky nenacházejí. U karcinomù endometria je výskyt
mutací v Ras genech popisován v rozmezí 2–20 %.
Mutace se výraznì èastìji nacházejí u karcinomù en-
dometria typu I (~26 %) než typu II (serózní karcino-
my; <2 %).

S ohledem na èastý výskyt mutací v genech Ras
u øady nádorových onemocnìní se jeho ovlivnìní sta-
lo cílem protinádorové léèby. Jednou z možností je
inhibice farnesylace, v jejímž dùsledku by mìlo být
zabránìno ukotvení Ras proteinu v cytoplazmatické
membránì, které je nezbytné pro efektivní pøenos
signálu z aktivovaných receptorù na kinázy kaskád.
Ve stadiu klinických studií je nìkolik perorálních in-
hibitorù farnesyltransferázy (tipifarnib –

R115777, lonafarnib – SCH66336, BMS-214662,
L778123), avšak dosavadní výsledky léèby u karci-
nomu plic zùstávají za oèekáváním.

� MAP kinázová kaskáda
Kaskáda mitogeny aktivovaných proteinkináz
(MAPK) reguluje øadu bunìèných aktivit vèetnì re-
gulace proliferace, diferenciace nebo syntézy auto-
krinních rùstových faktorù. Obvyklým signálním
substrátem aktivovaného Ras proteinu v mitogenní
signalizaci je kináza Raf (obr. 1.6). Tato serin/treoni-
nová kináza se vyskytuje v podobì tøí homologních
proteinù: A-Raf, B-Raf a Raf-1. Asociací s aktivova-
ným Ras-GTP dochází v molekule Raf ke konfor-
maèní zmìnì, v jejímž dùsledku je aktivována její ki-
názová doména. Aktivovaný protein Raf následnì
disociuje z komplexu s Ras proteinem a fosforyluje
kinázu MEK (MAP and ERK kinase, MEK1
a MEK2). Substrátem tìchto duálnì specifických ki-
náz (serin/treoninové kinázy) je proteinkináza ERK
(extracellular signal-regulated kinase). Fosforylace
ERK kináz (ERK1 a ERK2) zpùsobuje jejich dimeri-
zaci, po které pøestupuje ERK do bunìèného jádra.
Intranukleárnì ERK fosforyluje øadu transkripèních
faktorù (napø. Elk-1, Ets-2), které v koneèném dù-
sledku stimulují expresi cyklinu D1 (kap. 1.1.2).

Aktivované kinázy v MAPK kaskádì jsou za nor-
málních okolností defosforylovány specifickými fos-

fatázami. Napøíklad aktivovaná ERK2 kináza je de-
fosforylována fosfatázami STEP (striatum-enriched
phosphatase) nebo DUSP2 (dual specific serin/threo-
nine phosphatase – jejíž exprese mùže být aktivovaná
proteinem p53). Defosforylace ERK2 blokuje její ak-
tivaèní doménu, což zabraòuje transportu ERK2 do
bunìèného jádra.

Zatímco mutace v Raf-1 a A-Raf genech jsou po-
mìrnì vzácné, mutace v protoonkogenu B-Raf se
vyskytují u øady nádorù, nejvíce u melanomu (70 %),
papilárního karcinomu štítné žlázy (50 %) a kolorek-
tálního karcinomu (15 %). U karcinomu ovaria se
(podobnì jako v pøípadì mutací v Ras genu) mutace
Raf vyskytují u nádorù s nižším gradingem; zøídka se
vyskytují u karcinomu dìložního hrdla a endometria.

Pro ovlivnìní aktivity mutovaných Raf proteinù
se studuje øada nízkomolekulárních inhibitorù v rùz-
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Obr. 1.6 Schéma pøenosu signálu cestou kaskády MAPK.
Aktivovaný Ras protein umožòuje navázání kinázy Raf,
která se autokatalyticky fosforyluje a následnì disociuje
z komplexu s Ras-GTP. Raf fosforyluje kinázu MEK, která
následnì fosforyluje ERK. Po fosforylaci molekula ERK
vytváøí homodimer, který je translokován do bunìèného
jádra, kde fosforyluje transkripèní faktory (napø. Ets-2 ne-
bo Elk-1) indukující expresi øady genù, jejichž proteinové
produkty se podílejí na rùstu a diferenciaci buòky (napø.
Elk-1 aktivuje expresi transkripèních faktorù iniciujících
následnì syntézu cyklinù skupiny D umožòujících pøesun
z G1 do S fáze bunìèného cyklu). Komponenty kaskády
MAPK jsou èasto oznaèovány podle stupòù aktivace kiná-
zové aktivity – MAPkináza kinázy kinázy (MAPKKK; napø.
Raf), MAPkináza kinázy (MAPKK; napø. MEK) a MAPkiná-
za (napø. ERK).



ných stadiích klinického hodnocení. U pacientek
s karcinomem ovarií probíhají studie s použitím sora-
fenibu – spoleèného multikinázového inhibitoru re-
ceptoru pro VEGF (VEGFR), receptoru pro destiè-
kový rùstový faktor (PDGFR), kináz B-Raf, Raf-1
a c-Kit. V klinickém hodnocení jsou rovnìž prepará-
ty konstruované na základì antisense oligonukleoti-
dù (ISIS 5132), jejichž cílem je snížení exprese Raf
interferencí s Raf mRNA.

Rovnìž MEK kinázy jsou možným cílem protiná-
dorové léèby, pøedevším u pacientù s konstitutivní
aktivací Ras èi Raf proteinù a mitogennì aktivních
receptorù pro rùstové faktory. Ve stadiu klinických
studií je nìkolik jejich nízkomolekulárních inhibito-
rù (napø. CI-1040, AZD6244).

� Aktivace PI3K a Akt/PKB
Fosfatidylinositolfosfáty (PtdInsP) jsou fosfolipidy
fyziologicky se vyskytující v cytoplazmatické mem-
bránì. Signální aktivita tìchto malých molekul
s funkcí druhých signálních poslù závisí na stupni je-
jich fosforylace, kterou katalyzuje fosfatidylinosi-
tol-3-kináza (PI3K). PI3K je heterodimerním prote-
inem složeným z katalytické p110 podjednotky
(PIK3CA) fosforylující PtdInsP a regulaèní podjed-
notky p85 (PIK3R1), jež má funkci adaptorového
proteinu (obsahuje SH2 doménu). PI3K tak mùže být
aktivována jednak Ras proteiny, jednak pøímo recep-
torovými tyrozinkinázami. PI3K aktivuje serin/treo-
ninovou proteinkinázu PDK1 (3-phosphoinosi-
tide-dependent protein kinase-1), která následnì
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Akt ovlivòující øadu intracelulárních pochodù: Akt kináza inaktivuje protein Bad (Bcl-2 associated death promoter), pro-
kaspázu 9 a Forkhead proteiny (FOXO – regulátory exprese FasL/CD95L) èímž inhibuje apoptózu (dále kap. 1.1.2). Fos-
forylací proteinu mTOR (mammalian target of rapamycin) se podílí na regulaci translace. Fosforylace IKK (IêB kinase)
umožòuje inaktivaci IêB (inhibitor of NFêB) s následnou aktivací transkripèního faktoru NFêB. Aktivita NFêB umožòuje
prodloužené pøežívání nebo diferenciaci a inhibici apoptózy v øadì bunìèných populací. Fosforylace eNOS (endothelial
nitric oxide synthase) reguluje syntézu NO a fosforylace GSK-3â (glycogen synthase kinase-3â) se podílí na regulaci glu-
kózového metabolizmu. Negativní regulace Akt/PKB je zprostøedkována produktem tumor supresorového genu PTEN.
Fosfatáza PTEN hydrolyticky štìpí PtdIns(3,4,5)P3 za vzniku signálnì neaktivního PtdIns(4,5)P2.



fosforyluje proteinkinázu Akt (oznaèovanou též pro-
teinkináza B, PKB). Akt/PKB se vyskytuje v podobì
tøí vysoce homologních proteinù Akt1 (PKBá), Akt2
(PKBâ) a Akt3 (PKBã). Substrátem Akt kináz je pes-
trá skupina proteinù, jejichž fosforylací Akt ovlivòu-
je øadu bunìèných aktivit, pøedevším inhibici apop-
tózy, rùst a proliferaci bunìk nebo energetický
metabolizmus (obr. 1.7).

Negativním regulátorem signální cesty
PI3K/Akt(PKB) je proteinový produkt tumor supre-
sorového genu PTEN (phosphatase and tensin ho-
molog).

Aktivita signalizace PI3K/Akt(PKB) s význam-
nými mitogenními a antiapoptotickými vlivy je zvý-
šena u øady nádorù (karcinom ovaria, prsu, kolorekta,
plic). Dùvodem hyperaktivity této signální dráhy
jsou amplifikace nebo aktivaèní mutace protoonko-

genù (hlavnì PIK3CA) a inaktivující mutace v tumor
supresorovém genu PTEN.

Amplifikace PIK3CA se vyskytuje u 25–40 % ob-
vykle serózních karcinomù ovaria s vysokým gradin-
gem, ménì èasto (2–5 %) jsou u tìchto nádorù pøí-
tomny mutace genu. Amplifikace PIK3CA je v tìchto
pøípadech výraznì negativním prognostickým zna-
kem celkového pøežití. Raritnì byly zaznamenány
u tìchto nádorù i mutace v regulaèní p85 podjednot-
ce. U endometriálních karcinomù ovaria a karcinomù
ze svìtlých bunìk se mutace v PIK3CA vyskytují pøi-
bližnì ve 20 % pøípadù. Amplifikace PIK3CA jsou
nalézány u více než 80 % pøípadù karcinomù dìlož-
ního hrdla.

Exprese genù Akt je zvýšena u nìkolika typù ná-
dorù. Hyperexprese Akt1 je èastým nálezem u adeno-
karcinomù žaludku, zvýšená exprese a amplifikace
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Obr. 1.8 Schéma signální cesty Jak/STAT. Po aktivaci ligandem cytokinem fosforyluje kináza Jak molekuly cytokinových
receptorù v jejich intracytoplazmatické oblasti. Fosforylované receptorové molekuly umožòují navázání transkripèních
faktorù STAT. Molekuly STAT jsou fosforylovány Jak kinázou, následnì se uvolòují z receptorového komplexu, dimeri-
zují a po translokaci do bunìèného jádra regulují genovou expresi. Inhibice Jak/STAT signalizace spoèívá v kompetici
SOCS proteinù se STAT proteiny ve vazbì na Jak kinázy. Po fosforylaci Jak kinázou jsou aktivované receptory pro cyto-
kiny schopny prostøednictvím vazby adaptorových proteinù aktivovat i další signálnì-transdukèní cesty, jako je napø.
MAP kinázová kaskáda.



Akt2 provází nádory prsu a ovaria (5–18 % tumorù
s vysokým gradingem) a zvýšená exprese Akt3 byla
zaznamenána hlavnì u karcinomù prsu neexprimují-
cích estrogenní receptor. Pøedpokládá se, že aktivace
Akt kinázy se podílí na zvýšené chemorezistenci
ovariálních tumorù na úèinky platinových derivátù.

Dìdièné mutace v genu PTEN jsou zodpovìdné
za vznik Cowdenova syndromu. U nositelù mutací je
zvýšeno riziko vzniku karcinomu prsu. Somatické
alterace PTEN jsou èastým nálezem u nìkterých tu-
morù mozku, prostaty a u melanomu. Ménì èasto se
nacházejí u karcinomù moèového mìchýøe, plic,
prostaty a nádorù lymfatického systému. Èasto
(~50 %) se však vyskytují u endometriálních ovariál-
ních nádorù, avšak u jiných histologických typù je je-
jich nález vzácností.

� Signální transdukce zahrnující Jak/STAT
Signální cesta Jak/STAT je charakteristickou signál-
ní dráhou aktivovanou cytokinovými receptory (re-
ceptory bez vlastní tyrozinkinázové aktivity, obr.
1.8). Charakteristikou této signální dráhy je její line-
arita, kdy k rychlému pøenosu signálu z cytoplazmy
do jádra, kde nastávají cílené zmìny genové exprese,
dochází aktivací malého poètu signálních molekul.

Skupina cytokinových receptorù zahrnuje recep-
tory pro interleukiny, interferony a nìkteré další che-
mokiny (napø. erytropoetin, granulocyte colony sti-
mulating factor – G-CSF). Po navázání cytokinu tyto
receptory dimerizují a indukovaná zmìna konforma-
ce umožòuje aktivaci kinázy Jak (Janus activated ki-
nase, obr. 1.8). Kináza Jak je známa v podobì ètyø
homologních tyrozinkináz (Jak1, Jak2, Jak3 a Tyk2).
Po aktivaci fosforyluje kináza Jak cytoplazmatickou
doménu asociované receptorové molekuly, která sti-
muluje navázání transkripèních faktorù STAT (sig-
nal transducer and activator of transcription). Do
souèasnosti bylo popsáno celkem sedm STAT prote-
inù (STAT1–4, STAT5A, STAT5B, a STAT6) liší-
cích se afinitou k rùzným typùm cytokinových recep-
torù a schopností øídit expresi rùzných genù. STAT
proteiny se v cytoplazmì vyskytují v podobì mono-
merních neaktivních molekul. Po navázání na fosfo-
rylovaný receptor (prostøednictvím SH2 domény)
jsou fosforylovány Jak kinázou asociovanou s recep-
torem. Jejich fosforylovaná forma disociuje z recep-
torového komplexu a vytváøí dimerní molekuly. Ak-
tivní dimery jsou translokovány do bunìèného jádra,
kde plní úlohu transkripèních faktorù, napø. STAT1
a STAT3 jsou dùležitými regulátory exprese genù
ovlivòujících pøežívání bunìk (BC1-XL, survivin,
kaspázy) a bunìènou proliferaci (c-Myc, p21, cyklin
D1).

Negativní regulaci Jak/STAT signalizace zajišťu-
jí proteiny SOCS (suppressors of cytokine signa-
ling).

S ohledem na prioritní cytokinovou signalizaci
v regulaci imunitní odpovìdi a regulaci bunìk he-
matopoetického systému byly mutace v Jak/STAT
signální kaskádì studovány pøedevším u lymfoproli-
ferativních onemocnìní. Nejèastìjší poruchou je ak-
tivaèní mutace V617F v Jak2 kináze vyskytující se
pøevážnì (>50 %) u nemocných s leukemiemi bez
pøestavby BCR/ABL.

Nedávné studie však ukazují, že poruchy regulace
Jak/STAT signální kaskády se nacházejí i u solidních
nádorù. Cytokiny (napø. prolaktin nebo IL-6) jsou
známými regulátory rùstu a diferenciace bunìk prsní
žlázy a ovaria. Ve vzorcích karcinomu ovaria bylo
zjištìno, že aktivace a translokace STAT3 do bunìè-
ného jádra je známkou nepøíznivé prognózy onemoc-
nìní a výskyt fosforylované formy STAT3 koreluje
s expresí HER2/neu, EGFR, a Ki-67. Ve studii analy-
zující hypermetylace SOCS (negativních regulátorù
Jak/STAT kaskády) ve vzorcích karcinomu ovaria
a prsu byla hypermetylace a snížená exprese SOCS1
a SOCS2 (ale nikoliv SOCS3) nalezena u 23 % karci-
nomù prsu a 14 % karcinomù ovaria. Izolovaná hy-
permetylace SOCS1 byla zaznamenána u 9 % karci-
nomù prsu. V normálních tkáních se hypermetylace
SOCS genù nevyskytují. Pøedpokládá se, že hyper-
metylacemi snížená exprese SOCS genù se mùže po-
dílet na zvýšené citlivosti transformovaných bunìk
prsu a ovaria na proonkogenní úèinky cytokinù.

� Dùsledky promitotické signalizace
a zahájení bunìèného cyklu

V pøedchozím textu jsme ukázali, že popsané signál-
ní cesty aktivují øadu transkripèních faktorù ovlivòu-
jících genovou expresi v bunìèném jádøe. Prvotními
geny exprimovanými v dùsledku mitogenní stimula-
ce na poèátku bunìèného cyklu v èasné G1 fázi jsou
tzv. geny èasné odpovìdi. Tyto geny kódují speci-
fické transkripèní faktory sloužící pro následné øíze-
ní genové exprese vlastních regulátorù bunìèného
cyklu (oznaèované jako tzv. geny s oddálenou od-
povìdí). Typickým pøíkladem transkripèních faktorù
ze skupiny genù èasné odpovìdi jsou proteiny z rodi-
ny E2F, které øídí genovou expresi klíèových regulá-
torù bunìèného cyklu – cyklinù.

Cykliny jsou transientnì exprimované regulaèní
proteiny vytváøející katalyticky aktivní komplexy
s cyklin dependentními kinázami (Cdk). Bez navá-
zaného cyklinu je samostatná Cdk neaktivní. Plné ki-
názové aktivity dosahují komplexy cyklin-Cdk po
aktivaèní fosforylaci zprostøedkované cyklin akti-
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vaèními kinázami (CAK). Komplexy cyklinù s cyk-
lin dependentními kinázami se v prùbìhu bunìèného
cyklu mohou vyskytovat ve dvou stavech (aktivní
a neaktivní) v závislosti na fosforylaci. Ovlivnìní
aktivity komplexù cyklinù a Cdk fosforylací/defos-
forylací zprostøedkovanou kinázami/fosfatázami má
zásadní vliv na regulaci bunìèného cyklu (tab. 1.1).
Cykliny se jako regulaèní podjednotky podílejí na
rozpoznávání cílových substrátù, jež jsou fosforylo-
vány serin-treonin kinázovou aktivitou komplexù
cyklin-Cdk. Substrátem tìchto komplexù je øada
proteinù podílejících se na øízení bunìèného cyklu,
replikaci genomové DNA a rùstu buòky v prùbìhu
bunìèného cyklu. Fosforylace proteinù katalyzovaná
komplexy cyklin-Cdk ovlivòuje jejich aktivitu obou-
smìrnì (ve smyslu aktivace i inaktivace).

Kromì transkripèní aktivace genù pro cykliny je
intracelulární koncentrace cyklinù (a tím i aktivita
komplexù cyklin-Cdk) regulována díky rychlému
odbourávání cyklinù zprostøedkovanému jejich
ubikvitinizací a následnou degradací v proteazomech.
Øízená exprese a následná degradace cyklinù v jed-
notlivých fázích bunìèného cyklu je základním bio-
chemickým regulaèním mechanizmem jeho øízení.

Negativní regulaci katalyticky aktivních komple-
xù cyklinù-Cdk zajišťují inhibitory komplexù
cyklinù-Cdk (CKI). Proteinové produkty tìchto
tumor supresorových genù spadají do dvou proteino-
vých rodin: INK4A (p15INK4B, p16INK4A, p18INK4C,
p19INK4D) a KIP/CIP (p21WAF1/CIP1, p27KIP1, p57KIP2).
Exprese tìchto inhibitorù je indukována øadou dìjù
interferujících s bunìèným cyklem v jeho prùbìhu

(porušení genomové DNA, selhání replikace DNA,
hyperaktivace promitotických signálù, nedostatek
substrátù nebo kontaktní inhibice; obr. 1.9). Moleku-
ly CKI jsou v dùsledku tìchto negativních vlivù akti-
vovány zvýšením genové exprese øízené transkripè-
ními faktory p53 a SMAD (SMA- and MAD-related
proteins). Inhibice komplexù cyklin-Cdk zpùsobuje
rychlou zástavu bunìèného cyklu umožòující repara-
ci vzniklých defektù. Pøi selhání reparaèních pocho-
dù jsou aktivovány apoptotické mechanizmy iniciu-
jící øízenou destrukci poškozené buòky (kap. 1.2).

Zatímco poruchy exprese a mutace v genech pro
Cdk se vyskytují pomìrnì zøídka, u øady nádorových
onemocnìní nacházíme hyperexpresi cyklinù a poru-
chy aktivace CKI.

1.1.2 G1 fáze bunìèného cyklu
a její restrikèní bod

V úvodní èásti G1 fáze bunìèného cyklu dochází vli-
vem zvýšené exprese transkripèních faktorù E2F
k zahájení syntézy cyklinù D (D1–D3). Cykliny D
vytváøejí komplexy s Cdk4 nebo Cdk6. Dùležitým
substrátem tìchto komplexù je produkt tumor supre-
sorového genu – protein Rb (retinoblastomový pro-
tein). Rb protein je silný negativní regulátor bunìè-
ného cyklu, jehož aktivita spoèívá v navázání øady
intracelulárních bílkovin, pøedevším transkripèních
faktorù z rodiny E2F. Dokud není Rb protein inakti-
vován fosforylací, váže transkripèní faktory E2F,
èímž znemožòuje jejich plné uplatnìní v pozitivní re-
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Tab. 1.1 Pøehled komplexù cyklinù a Cdk, které øídí prùbìh jednotlivých fází bunìèného cyklu. Celkem bylo cha-
rakterizováno 10 Cdk a osm typù cyklinù (A–H). Nìkteré z nich se podílejí pøímo na øízení bunìèného cyklu, jiné
usmìròují øadu dalších dìjù.

komplex cyklin-Cdk regulace fáze bunìèného cyklu
(poznámka)katalytická

podjednotka
regulaèní

podjednotka

Cdk4 cyklin D G1
Cdk6 cyklin D G1
Cdk2 cyklin E G1-S
Cdk2 cyklin A S
Cdk1 cyklin A G2
Cdk1 cyklin B M
Cdk7 cyklin H CAK
Cdk3 ? podobná aktivita jako Cdk2 v nìkterých tkáních
Cdk8 cyklin C regulace RNA polymerázy II
Cdk5 ? alternativa Cdk2 v nervovém systému; fosforylace strukturálních proteinù
Cdk9 ? patrnì regulace transkripce

Cdk10 ? kontrola pøechodu G2-M; exprese v plnì maturovaných buòkách; tumor
supresorová funkce?



gulaci genové exprese cyklinù. Úèinkem kinázové
aktivity komplexu cyklinu D-Cdk4/6 dochází k fos-
forylaci Rb, v jejímž dùsledku fosforylovaný Rb pro-
tein (pRb) uvolòuje navázané transkripèní faktory
E2F. Uvolnìné E2F proteiny iniciují masivní expresi
cyklinu D a následnì i cyklinu E, který v komplexu
s Cdk2 dále hyperfosforyluje pRb (obr. 1.9).

Transkripèní faktory E2F øídí expresi i dalších ge-
nù nezbytných pro normální prùbìh bunìèného cyk-
lu (DNA polymerázy, geny pro enzymy katalyzující
syntézu nukleotidù (napø. dihydrofolátreduktáza, ty-
midylátsyntetáza, tymidinkináza).

Fosforylace Rb je tedy nezbytným krokem pro
další prùbìh bunìèného cyklu a je i biochemickou
podstatou restrikèního bodu v G1 fázi. Po uvolnìní
E2F a pøekonání kontrolního bodu ve fázi G1 dochá-
zí k syntéze regulaèních faktorù a enzymù zodpovìd-
ných za syntézu deoxynukleosidtrifosfátù (dNTPs)
a replikaci DNA v S fázi, do které vstupuje buòka
pod vlivem komplexu cyklinu E-Cdk2. Restrikèní

bod v G1 fázi je mimoøádnì dùležitým místem bu-
nìèného cyklu. Do okamžiku jeho pøekonání mùže
v buòce dojít k zastavení bunìèného cyklu a buòka se
mùže vrátit zpìt do klidového stadia G0. Po pøekoná-
ní restrikèního bodu v G1 fázi však návrat do G0 fáze
již není možný a v cílové buòce se buï dokonèí bu-
nìèné dìlení, nebo v pøípadì jeho neúspìchu buòka
zanikne procesem apoptózy.

Rozhodující postavení restrikèního bodu v G1 fá-
zi je patrné i z toho, že u nádorových onemocnìní
jsou velmi èasto alterovány geny jeho regulátorù.
Mezi nejèastìjší poruchy patøí mutace a hyperexprese
protoonkogenù pro cykliny D (geny CCND1-3)
a E (geny CCNE1-2) a inaktivace tumor supresoro-
vých genù p53, Rb, genù pro inhibitory komplexù
cyklin-Cdk CIP/KIP a ARF. Tyto genetické alterace
umožòují v cílových buòkách proliferaci relativnì
nezávislou na pøítomnosti mitogenních faktorù.

Zvýšená exprese transkripèního faktoru E2F-1
byla v jedné ze studií zaznamenána u 33/72 (46 %)
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Obr. 1.9 Schéma iniciální fáze bunìèného cyklu a pøekonání restrikèního bodu (R) v G1 fázi. Biochemickou podstatou
pøekonání restrikèního bodu v G1 fázi, která umožní další prùbìh bunìèného cyklu, je inaktivace Rb proteinu fosforylací
katalyzovanou komplexy cyklin D-Cdk4/6 a cyklin E-Cdk2. Tyto komplexy mohou být negativnì regulovány CKI aktivo-
vanými pøi poškození genomové DNA (obr. 1.12), v dùsledku kontaktní inhibice, nebo stimulací TGFâ (transforming
growth factor â). TGFâ je negativní rùstový faktor a stimulací jeho receptoru dochází k aktivaci transkripèního faktoru
SMAD. SMAD aktivuje expresi CKI (p15, p16 a p27), které inhibují komplexy cyklin D-Cdk4/6 a cyklin E-Cdk2.



epiteliálních karcinomù ovaria, kde overexprese
E2F-1 korelovala se stadiem podle FIGO, histologic-
kým gradingem a mitotickým indexem. Stanovení
exprese E2F-1 tak mùže být užiteèným prognostic-
kým znakem.

Cykliny skupiny D (D1–D3) jsou exprimovány
rùznì v jednotlivých tkáních. Zvýšení exprese cykli-
nu D1 je jednou z nejèastìjších charakteristik bunìk
karcinomu prsu, kde k nìmu dochází nejèastìji v dù-
sledku amplifikace genu pro cyklin D. Amplifikace
CCND1 koreluje s negativitou exprese estrogenního
receptoru a pozitivitou HER2/neu a je negativním
prognostickým faktorem. U nemocných s karcino-
mem ovaria byla doposud zvýšená exprese cyklinu
D1 studována spíše okrajovì, i když pilotní práce
ukazují, že je pøítomna u více než 40 % nemocných
s epiteliálními ovariálními karcinomy. Nižší èetnosti
(kolem 24 %) dosahuje hyperexprese cyklinu D1
u pacientek s karcinomem dìložního hrdla.

Zvýšení exprese cyklinu E je nezávislou negativ-
ní prognostickou známkou celkového pøežití u pa-
cientek s karcinomem prsu. U pacientek s karcino-
mem prsu i ovaria je amplifikace genu cyklinu E
èastou genetickou alterací. Její detekce u pacientek
s karcinomem ovaria pomocí kvantitativní PCR byla

s úspìchem použita pro èasnou diagnostiku intraperi-
toneální diseminace. Ve srovnání s klasickou cytolo-
gickou diagnostikou dosahovalo stanovení cyklinu E
pomocí kvantitativní PCR výraznì vyšší senzitivity
(95,6 % v. 73,9 %).

Nejèastìjší alterací proteinu Rb u gynekologic-
kých malignit je jeho inaktivace proteinem E7 lid-
ského papilomaviru (HPV) u karcinomù dìložního
hrdla, kde se tato infekce vyskytuje témìø ve všech
pøípadech onemocnìní (kap. 2.2.3).

1.1.3 S fáze: replikace DNA

Vstup do S fáze bunìèného cyklu øídí komplex cyk-
lin E-Cdk2. Zásadním úkolem S fáze je replikace
genomové DNA. S ohledem na vznik dvou rovno-
cenných plnì funkèních dceøiných bunìk je podstat-
né i intenzivní zvyšování poètu bunìèných struktur
i organel a duplikace centriolù jako kotvicích bodù
mitotického vøeténka.

Pøevážná èást S fáze je tedy spojena se vznikem
a regulací replikaèního komplexu a regulací DNA
reparaèních dìjù. Zatímco S fáze konèí kompletní re-
plikací genomové DNA, reparaèní pochody pokraèu-
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rù CDC, Cdt1, které na poèátku S fáze doplòuje protein MCM exprimovaný pod vlivem transkripèního faktoru E2F-1. Na
pre-replikaèní komplex nasedá DNA-dependentní DNA polymeráza za souèasného uvolnìní licenèních faktorù. Uvolnì-
né licenèní faktory jsou bezprostøednì inaktivovány, aby se pøedešlo rereplikaci již replikovaných úsekù DNA: aktivita
Cdt1 je inhibována gemininem syntetizovaným v prùbìhu S fáze, zatímco CDC6 a MCM jsou inhibovány fosforylací
komplexem cyklinu A/Cdk2 a následnì translokovány do cytoplazmy. Inhibice komplexu cyklinu A-Cdk2 proteinem
p21WAF1/CIP1 je dùležitým nástrojem regulace oprav chyb DNA vzniklých v prùbìhu replikace.



jí i v následující G2 fázi. Na genomové instabilitì ná-
dorových bunìk se podílejí jak poruchy v regulaci re-
plikace, tak selhání reparace genomové DNA.
S ohledem na rozsáhlost genomu (3 × 109 bp) a rych-
lost replikace (1–3 × 103 bází za sekundu) probíhá
syntéza DNA z mnoha míst souèasnì. Pro vznik
dvou genomovì identických bunìk je však nezbytné,
aby replikace probìhla ve všech èástech genomu prá-
vì jednou (pøesné zdvojení genetické informace).
Tento problém je v buòce vyøešen oznaèením míst
poèátku replikace specifickými proteinovými kom-
plexy, které jen jedenkrát „licencují“ navázání repli-
kaèního aparátu DNA polymerázy.

Replikaèní poèátky jsou vymezeny komplexem
proteinù asociujících k DNA v prùbìhu G1 fáze.

Komplex vytváøí proteiny ORC (origin recognition
complex) asociující s DNA, spoleènì s tzv. licenèní-
mi faktory – proteinem CDC6 (cell cycle controler
6, též CDC18L), Cdt1 a MCM (minichromosome
maintenance). Takto vzniklý tzv. prereplikaèní kom-
plex umožòuje navázání DNA polymerázy (obr.
1.10). DNA polymeráza vstupuje do replikaèního
komplexu výmìnou za uvolòující se licenèní faktory
a zahajuje replikaci DNA. Schopnost vazby licenè-
ních faktorù na ORC je po jejich uvolnìní pøi replika-
ci inhibována do konce probíhajícího bunìèného
cyklu, aby nemohlo dojít k oznaèení již replikované-
ho úseku DNA.
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Obr. 1.11 Schéma reparaèních mechanismù dvouøetìzcových zlomù DNA v prùbìhu bunìèného cyklu. V G1/S fázi se
uplatòuje pøedevším reparace na základì nehomologního spojení pøerušených øetìzcù (non homologous end joining;
NHEJ), zatímco v G2 fázi je hlavním reparaèním postupem homologní rekombinace (HR). V obou procesech se uplatòu-
je enzym PARP (poly(ADP-ribose) polymerase), který pøenáší ribozylové zbytky na øadu proteinù, pøedevším proteiny
chromatinu (histony H1, H2Ax) a topoizomerázy. Polyribosylace tìchto proteinù ovlivòuje jejich aktivitu v reparaèních dì-
jích. Katalytické centrum NHEJ tvoøí XRCC4, DNA ligáza IV a DNA dependentní proteinkinázový komplex složený z he-
terodimeru proteinù Ku70 (XRCC6)/Ku80 (XRCC5) vázajících se na pøerušené vlákno DNA a katalytická podjednotka
DNA dependentní serin/treoninové proteinkinázy (DNA-PKcs). Na zahájení HR má kritický vliv autofosforylace kinázy
ATM, která následnì fosforyluje MRN komplex (MRE11, Rad50,NBS1) vytváøející základ reparaèní multiproteinové plat-
formy, na jejímž uspoøádání se podílejí i proteiny BRCA1 a BRCA2. Vlastní reparaèní mechanizmus zahrnující syntézu
vlákna DNA podle templátu sesterské chromatidy je zprostøedkován asociací skupiny Rad proteinù (Rad1, 2, 9, 17,
HUS1) (podle Lavin et al., 2002)



1.1.4 G2 fáze: kontrola integrity
DNA a pøíprava na M fázi

Po dokonèení replikace DNA v S fázi vstupuje buòka
do G2 fáze. V prùbìhu G2 fáze pokraèuje kontrola
integrity genomové DNA. Pøi pøítomnosti poruch
DNA, pøedevším dvouøetìzcových zlomù DNA, do-
chází k aktivaci reparaèních enzymù a zástavì bu-
nìèného cyklu v G2 restrikèním bodì.

Do dnešního dne byla již charakterizována øada
onemocnìní zpùsobených alteracemi reparaèních ge-
nù, které u nositelù mutací predisponují dìdiènì ke
vzniku (hereditárních) nádorù (kap. 3). Rozpoznání
poruch v DNA je umožnìno díky proteinu ATM
(ataxia-telangiectasia mutated) a jeho homologu
ATR (ataxia-telangiectasia and Rad3 related).
ATM/ATR kinázy pøímo, nebo prostøednictvím akti-
vace kináz CHEK1 a CHEK2 (check point kinase)
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Obr. 1.12 Schéma p53-dependentní inhibice bunìèného cyklu v kontrolním bodì G2 fáze. A. Protein p53 je trvale expri-
mován, avšak jeho biologický poloèas je velmi krátký v dùsledku zpìtnovazebné inaktivace mdm2 proteinem. Mdm2
s ubikvitinligázovou aktivitou navazuje molekuly ubikvitinu na p53, který je následnì degradován v proteazomu. Vzhle-
dem k tomu, že p53 je transkripèním faktorem – mimo jiné zvyšujícím expresi mdm2 – je pomìr mezi mdm2 a p53 za fy-
ziologických podmínek vyrovnaný. B. Pøi poškození genomové DNA kinázy ATM i CHEK2 fosforylují proteiny mdm2
i p53. Tato fosforylace inhibuje ubikvitinylaci p53 zprostøedkovanou mdm2. V dùsledku toho dochází k rychlé akumulaci
p53, který transaktivuje geny pro p21WAF1/CIP1, GADD45 (growth arrest and DNA damage inducible gene) a 14-3-3 protei-
ny. Všechny tyto proteiny se rùznými mechanizmy podílejí na zástavì bunìèného cyklu v restrikèním bodu G2 fáze:
CHEK2 kinázou fosforylovaná CDC25 fosfatáza je inhibována asociací s 14-3-3 proteinem (indukovaným p53). CDC25
tak nemùže aktivovat komplex cyklinu B-Cdk2 (MPF) nezbytný pro regulaci úvodní èásti mitózy (kap. 1.1.5). Tento kom-
plex je navíc pøímo inhibován p21. Protein GADD45 zpùsobuje separaci cyklinu B z komplexu s Cdk1. Zástava bunìèné-
ho cyklu dovoluje reparaèním mechanizmùm opravit poškození v DNA. Pøi jejich selhání protein p53 aktivuje proces
apoptózy – je negativním regulátorem exprese Bcl-2 a transaktivuje proapoptotické proteiny Bax a PUMA (kap. 1.2.4) .



fosforylují øadu proteinù, které se podílejí na zástavì
bunìèného cyklu a reparaci DNA (obr. 1.11).

Hlavním substrátem kinázy ATM, integrujícím
reparaci DNA se zástavou bunìèného cyklu, je tumor
supresorový protein p53. Protein p53 je transkripèní
faktor, který aktivuje expresi øady genù, jejichž ge-
nové produkty zpùsobují zástavu bunìèného cyklu
(napø. p21WAF1/CIP1, GADD45, 14-3-3ó, obr. 1.12) a pøi
selhání DNA reparaèních dìjù aktivují apoptózu
(napø. Bax, PUMA; kap. 1.2.3).

V prùbìhu G2 fáze dochází ke zvýšení exprese
cyklinu B a vytvoøení komplexu s Cdk1. Komplex
cyklin B-Cdk1 je fosforylován (v rùzných bunìè-
ných kompartmentech kinázami, napø. wee1, CAK)
a do konce G2 fáze je v neaktivním (hyperfosforylo-
vaném) stavu zadržován v cytoplazmì.

Dìdièné mutace obou alel tumor supresorového
genu ATM jsou pøíèinou onemocnìní oznaèovaného
jako syndrom ataxie-telangietázie (A-T) u nositelù
mutací, které je charakterizované mozeèkovou ataxií
a výrazným sklonem ke vzniku nádorových onemoc-
nìní v èasné dospìlosti. Podobný fenotypový projev
mají tzv. A-T-like syndromy vyvolané dìdiènými
mutacemi v dalších reparaèních genech (napø.
Mre11). Mezi typické A-T nádory patøí i karcinom
prsu. Podíl nositelství monoalelické mutace v ATM
na vzniku karcinomu prsu a hyperradiosenzitivitu
je však doposud sporný. Hereditární mutace v ge-
nech BRCA1 a BRCA2 jsou zodpovìdné za syndrom
hereditárních karcinomù prsu a ovarií (kap. 3.2).
Dìdièné alterace v NBS1 (nibrin) jsou pøíèinou Nij-
megen breakage syndromu charakterizovaného
chromozomální instabilitou, mikrocefalií, rùstovou
retardací, imunodeficiencí a také predispozicí ke
vzniku nádorù.

Reparaèní pochody DNA zahrnují i rozsáhlou
skupinu genù, jejichž proteinové produkty katalyzují
opravy nesprávného párování bází v DNA (mis-
match repair system; geny MLH1, MSH2, MSH6
a PMS2). Dìdièné mutace tìchto genù se vyskytují
u pacientù s hereditárním nepolypózním karcino-
mem kolorekta (HNPCC). Toto onemocnìní s typic-
kým vysokým rizikem vzniku kolorektálních nádorù
se rovnìž vyznaèuje významným zvýšením rizika
vzniku karcinomu endometria (kap. 3.3).

Porucha genu p53 je pravdìpodobnì nejèastìjší
molekulárnìbiologickou událostí v maligních nádo-
rech. S jeho mutacemi se setkáváme pøibližnì u polo-
viny všech nádorových onemocnìní. Pøítomnost he-
reditární mutace p53 – Li-Fraumeni syndrom – je
vzácné dìdièné nádorové onemocnìní s výrazným
sklonem ke vzniku nádorù v èasném vìku u nositelù

mutace (sarkomy, lymfomy, leukemie, nádory nad-
ledvin, karcinomy prsu; kap. 3.1).

1.1.5 Mitóza (M fáze)

Mitóza je morfologicky nejpestøejší èástí bunìèného
cyklu. Probíhá ve ètyøech fázích (profázi, metafázi,
anafázi a telofázi) charakterizovaných pøesuny gene-
tického materiálu. Na poèátku mitózy dochází k vý-
razné kondenzaci chromatinu, jejímž výsledkem je
vznik pentlicovitých útvarù chromatid nezbytných
pro symetrické rozdìlení genomové DNA do dceøi-
ných bunìk.

Na biochemické signální úrovni mùžeme charak-
terizovat dvì hlavní èásti mitózy: první zahrnuje øí-
zení profáze a metafáze, druhá je zodpovìdná za re-
gulaci anafáze s telofází. Kritickým bodem je tedy
rozhraní mezi metafází a anafází. Øídícími jednotka-
mi obou tìchto èástí mitózy jsou multiproteinové
komplexy. První èást (profáze a metafáze) je pod vli-
vem fosforylaèní aktivity MPF (mitosis promoting
factor), který je aktivní podobou komplexu cyklin
B-Cdk1. Aktivita MPF je ukonèena na pøechodu me-
zi metafází a anafází proteolytickou degradací cykli-
nu B v proteazomu. Proteazomální destrukce MPF je
zprostøedkována ubikvitinligázovou aktivitou APC
(anaphase-promoting complex), nazývaným též cyk-
lozom.

Poèátek M fáze je charakterizován pøesunem
komplexu cyklin B-Cdk1 do bunìèného jádra.
K translokaci tohoto komplexu dochází v dùsledku
jeho defosforylace úèinkem fosfatázy CDC25. Ak-
tivní MPF v prùbìhu profáze a metafáze fosforyluje
øadu substrátù, mezi které patøí napøíklad komponen-
ty mikrotubulárního aparátu zodpovìdné za tvorbu
dìlicího vøeténka nebo molekuly laminu tvoøící ja-
dernou laminu, po jejichž fosforylaci dochází k roz-
padu jaderného obalu. První polovina mitózy konèí
ukotvením mikrotubulù dìlicího vøeténka do oblastí
centromer sesterských chromatid všech chromozo-
mù uspoøádaných v rovníkové oblasti buòky. Pro
tento pochod je dùležitá fosforylace centromerních
proteinù (CENP) aurora kinázami (AURKA/STK15
a AURKB/STK12), jejichž aberantní exprese je dete-
kovatelná u øady nádorových onemocnìní a podílí se
na vzniku aneuploidií v nádorových buòkách. Po-
dobnì jako jaderný obal se na poèátku mitózy v dù-
sledku fosforylací MPF rozpadají i cisternální systé-
my Golgiho aparátu a endoplazmatického retikula.

Zahájení druhé poloviny mitózy je podmínìno
aktivací dalšího proteinového komplexu APC. APC
je multiproteinový komplex s E3 ubikvitinligázovou
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aktivitou. Jeho hlavní funkcí je degradace inhibitorù
anafáze, mezi které patøí MPF. Kritickými substráty,
které jsou degradovány v dùsledku ubikvitinylace
zprostøedkované APC, jsou komplexy cyklin-Cdk.
Proto se APC oznaèuje rovnìž jako cyklozom.

Rozpadem komplexù kohezinù, proteinù spojují-
cích sesterské chromatidy, dochází k separaci chro-
matid a následná depolymerace vláken dìlících vøeté-
nek pùsobí tažení chromatid k pólùm buòky. Teprve
po segregaci sesterských chromatid a jejich transportu
k bunìèným pólùm mùže být aktivována závìreèná
fáze mitózy – cytokineze. K vlastnímu rozdìlení buò-
ky dochází za situace, kdy se genetický materiál na-
chází v polárních oblastech dìlící se buòky a je již
obalen jadernou membránou a zpìtnì se regeneruje
endoplazmatické retikulum a Golgiho aparát.

V rámci koneèných fází mitózy dochází rovnìž
k aktivaci specifických fosfatáz, jejichž úèinkem je

defosforylován protein Rb (kap. 1.1.2). Defosforylo-
vaná (aktivní) forma Rb proteinu rychle asociuje se
zbývajícími transkripèními faktory E2F, a tím se po-
dílí na inhibici okamžitého vstupu do dalšího bunìè-
ného cyklu v novì vzniklých dceøiných buòkách.

Licenèní faktory a jejich regulátory (kap. 1.1.3)
a aurora kinázy mají dùležitý vliv na udržení geno-
mové stability. Ve studii u pacientek s karcinomem
ovaria byla sledována exprese proliferaèního marke-
ru Ki67, a proteinù MCM2, gemininu a aurora kináz
A a B s ohledem na DNA ploiditu nádorových bunìk
a klinický obraz. Všechny hodnocené faktory signifi-
kantnì korelovaly s gradingem onemocnìní, exprese
aurorakinázy A predikovala interval bez onemocnìní
(DFS) (p = 0,03).

V souèasnosti je ve fázi klinických testù pro léèbu
nádorových onemocnìní øada inhibitorù aurora kináz
(napø. VX-680, PHA-680632).

1.2 Apoptóza

Apoptóza (programovaná bunìèná smrt) je aktivní
forma zániku jednotlivých bunìk nebo bunìèných
populací. Spoleènì s mitózou, jako svým protipólem,
je apoptóza fyziologickým dìjem nutným pro udrže-
ní tkáòové homeostázy. Její aktivita je nepostradatel-
ná pro formování tkání a orgánù v období embryoge-
neze. V postnatálním vývoji spoèívá zásadní úloha
apoptózy v regulaci populací imunokompetentních
bunìk, eliminaci virovì infikovaných a nádorovì
transformovaných bunìk a likvidaci bunìk nepotøeb-
ných. Snížená schopnost indukce apoptózy je cha-
rakteristickou známkou všech nádorových onemoc-
nìní. Vzhledem k tomu, že úèinek vìtšiny typù
protinádorové terapie je zprostøedkován aktivací
apoptózy v nádorových buòkách, odráží schopnost
její aktivace i senzitivitu k protinádorové léèbì.

1.2.1 Prùbìh

Prùbìh apoptózy charakterizuje jednotný morfolo-
gický obraz, pøi nìmž postupnì dochází ke ztrátì me-
zibunìèných kontaktù, zmìnám bunìèného jádra
a mìchýøkovitému „puèení“ cytoplazmatické mem-
brány vyúsťujícímu v koneèný rozpad buòky za
vzniku apoptotických tìlísek. Na rozdíl od nekrózy,
pøi které dochází k edematóznímu zduøení buòky se
vznikem defektù v cytoplazmatické membránì, kte-
rými se do intersticiálního prostoru dostává cytoplaz-
matický obsah buòky indukující zánìtlivou odpo-

vìï, pøi prosté apoptóze jsou apoptotická tìlíska
(fragmenty zaniknuvší buòky obalené cytoplazma-
tickou membránou) endocytována okolními buòka-
mi tkánì a nezpùsobují tak rozvoj imunitní reakce.
Pøi rozsáhlé apoptóze (napø. vlivem ionizujícího
záøení) však mùže dojít k pøekroèení fagocytární ka-
pacity a apoptotická tìlíska se rozpadají a indukují
zánìt.

Apoptóza vyžaduje pøítomnost øady specializo-
vaných výkonných a regulaèních molekul zúèastnì-
ných na tøech úrovních prùbìhu apoptózy: v iniciaè-
ní, kontrolní a exekutivní fázi (obr. 1.13). Iniciaèní
fáze apoptózy, v jejímž prùbìhu vznikají iniciaèní
apoptotické signální komplexy, je velmi heterogenní.
V kontrolní fázi dochází k integraci proapoptotických
a protiapoptotických signálù, které jsou ovlivòovány
i dalšími intracelulárními signálními cestami. V pøí-
padì pøevahy proapoptotické signalizace vstupuje
apoptóza do poslední – exekutivní fáze. Pøechodem
do exekutivní fáze se apoptóza stává nevratným dì-
jem konèícím rozpadem buòky.

Biochemickou podstatou apoptózy je série regu-
lovaných proteolytických štìpení intracelulárních
proteinù zprostøedkovaná výkonnými apoptotickými
proteolytickými enzymy – kaspázami.

Pøestože apoptóza je vyvolávána øadou podnìtù,
aktivaèní dìje probíhají dvìma hlavními smìry:
1. Extrinzickou (zevní) cestou, zahajovanou vy-

tvoøením apoptotického aktivaèního komplexu ze
stimulovaných receptorù na cytoplazmatické
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membránì cílové buòky (tzv. death receptors).
Tyto receptory jsou stimulovány imunokompe-
tentními buòkami. Extrinzická cesta apoptózy je
dominantním zpùsobem iniciace bunìèné smrti
u nádorovì transformovaných a viry napadených
bunìk.

2. Nevratné poškození genomové DNA, významné
alterace v regulaci bunìèného cyklu nebo insufi-
cientní energetický a substrátový metabolizmus
buòky vyvolává iniciaci apoptózy intrinzickou
(vnitøní) cestou, ve které dominantní roli sehrává
vznik apoptotických aktivaèních komplexù na
povrchu zevní membrány mitochondrií. Rozho-
dující vliv na indukci tìchto apoptotických akti-
vaèních komplexù mají proteiny rodiny Bcl-2.

Extrinzická a intrinzická cesta aktivace apoptózy
vyúsťují ve spoleènou exekutivní fázi probíhající za
mohutné aktivace kaspáz. Kaspázy jsou proteolytic-
ké enzymy, které jsou v buòce trvale exprimovány

v podobì neaktivních zymogenù – prokaspáz.
Kaspázy aktivované proapoptotickými komplexy
v úvodní èásti apoptózy (kaspáza 8, 9) následnì akti-
vují exekutivní kaspázy (napø. kaspáza 3, 6) hydroly-
ticky štìpící strukturní a regulaèní bunìèné proteiny.
Na konci apoptózy je genomová DNA štìpena
kaspázami aktivovanou endonukleázou CAD (cas-
pase-activated DNase).

1.2.2 Extrinzická cesta aktivace

Extrinzická cesta aktivace apoptózy slouží pro inici-
aci bunìèné sebedestrukce zprostøedkované efekto-
rovými buòkami imunitního systému. Tyto buòky
(cytotoxické T lymfocyty nebo NK buòky) exprimují
na svém povrchu membránovì vázané ligandy „re-
ceptorù smrti“ (death ligands). Zatímco ligandy smrti
(death ligands) jsou molekuly exprimované pouze
efektorovými buòkami imunitního systému, jejich
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Obr. 1.13 Schéma hlavních aktivaèních cest a fází apoptózy. Extrinzickou cestou je indukována apoptóza pùsobením
imunokompetentních bunìk prostøednictvím stimulace death receptorù. Pro aktivaci intrinzické cesty apoptózy je rozho-
dující permeabilita zevní mitochondriální membrány, kterou ovlivòuje pøítomnost proteinù Bcl-2 rodiny. Obì cesty vedou
k aktivaci kaspáz úvodní èásti apoptózy, jejichž spoleènými substráty jsou exekutivní kaspázy. Exekutivní kaspázy pro-
teolyticky štìpí intracelulární proteiny, v dùsledku èehož nastává rozpad buòky. Pøi aktivaci apoptózy extrinzickou cestou
je v øadì pøípadù nezbytné zesílení apoptotického signálu indukcí intrinzické cesty aktivace apoptózy.



receptory jsou trvale exprimovány v cytoplazmatic-
ké membránì bunìk všech tkání (vèetnì bunìk imu-
nitního systému). Death receptory patøí do skupiny
receptorù pro tumor nekrotizující faktor (TNFR).
Spolu s ním je CD95 receptor (CD95R, nazývaný
též FasR, Apo-1) hlavním proapoptotickým zástup-
cem této proteinové rodiny.

Po stimulaci svými ligandy (napø. FASL/CDSL,
TNFá) receptory smrti asociují na povrchové mem-
bránì za vzniku trimerních komplexù. V této podobì
dochází ke zmìnì jejich konformace, která v intrace-
lulární doménì receptorù umožòuje navázání adap-
torových proteinù (napø. TRAF-2, FADD) urèujících
smìøování další signalizace (obr. 1.14).

Navázáním prokaspázy 8 vzniká plnì funkèní
apoptotický aktivaèní komplex DISC (death indu-
cing signaling complex). Lokalizace prokaspázy 8

v DISC umožòuje její autokatalytickou aktivaci pro-
teolýzou prokaspázové molekuly za vzniku aktivní,
volné kaspázy 8, jejímž hlavním substrátem je pro-
kaspáza 3 v exekutivní èásti apoptózy.

Bylo popsáno, že exprese FasR/CD95R se u kar-
cinomu ovaria snižuje s narùstajícím gradingem one-
mocnìní. Exprese ligandu FasL/CD95L není èastým
nálezem u karcinomu endometria, dìložního hrdla
ani ovaria, avšak vyskytuje se pomìrnì hojnì u ne-
mocných s pokroèilým karcinomem prsu.

U nemocných s epiteliálním karcinomem ovaria
se èasto nacházejí i defekty v regulaci exprese dal-
ších death receptorù a jejich regulátorù. Snížená ex-
prese DR4 (death receptor 4) nebo DR5 byla naleze-
na ve více než 20 % vzorkù, zatímco zvýšená exprese
CLEAR (FLIP) témìø u 40 %.
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Obr. 1.14 Schematické znázornìní procesu apoptózy. Na poèátku aktivace apoptózy vznikají proapoptotické signální
komplexy – DISC v extrinzické cestì a apoptozóm v intrinzické. Jejich výsledkem je uvolnìní kaspáz 8 a 9 v úvodní èásti
aktivace apoptózy. Tyto kaspázy aktivují exekutivní kaspázy apoptózy (kaspáza 3), jejichž substrátem jsou strukturní
a regulaèní intracelulární proteiny. Jejich degradace vede k zániku bunìk apoptózou. Regulace apoptózy (šedé linky)
probíhá na øadì úrovní. V extrinzické cestì apoptózy je aktivace prokaspázy 9 inhibována její kompeticí s CFLAR (FLIP)
ve vazbì do DISC. Spojení mezi extrinzickou a intrinzickou cestou apoptózy zprostøedkovává Bid proteolyticky štìpený
kaspázou 8. Hlavní aktivaèní krok intrinzické cesty apoptózy – uvolnìní cytochromu c z mitochondrie – regulují proteiny
rodiny Bcl-2 (inhibice Bcl-2, aktivace Bax). Kaspáza 9 vznikající z apoptozómu je negativnì regulována BIRC-5 (survivi-
nem), který je inhibován proteinem SMAC/DIABLO uvolòovaným z poškozených mitochondrií.



1.2.3 Intrinzická cesta aktivace

Aktivací intrinzické cesty apoptózy zanikají buòky
poškozené, staré nebo nepotøebné, u kterých se
funkèní porucha projeví porušením mitochondriální-
ho transmembránového potenciálu zpùsobujícího ne-
dostateènou tvorbou ATP. V buòkách s výraznou al-
terací genomové DNA v dùsledku jejího poškození
fyzikálními a chemickými vlivy (napø. chemoterapií
nebo radioterapií) nebo poruchou replikace genomo-
vé DNA je aktivace intrinzické cesty apoptózy indu-
kována aktivní permeabilizací zevní mitochondriální
membrány. V jejím dùsledku dochází k uvolnìní cy-
tochromu c – hlavního iniciaèního faktoru intrinzic-
ké cesty apoptózy. Cytochrom c je malý protein
obsahující hem, normálnì pøítomný ve vnitøní mito-
chondriální membránì, kde slouží k pøenosu elektro-
nù v dýchacím øetìzci. Z mitochondrie uvolnìný
cytochrom c aktivuje protein APAF1 (apoptotic pro-
moting activating factor 1), který zmìnou konforma-
ce ve své molekule je schopen následnì vázat pro-
kaspázu 9. Navázáním prokaspázy 9 se vytváøí
apoptotický signální komplex intrinzické cesty akti-
vace apoptózy, nazývaný apoptozom. Apoptozom
umožòuje autokatalytickou aktivaci prokaspázy 9
(obr. 1.14) za vzniku aktivní volné kaspázy 9, jejímž
hlavním substrátem je prokaspáza 3 v exekutivní èás-
ti apoptózy (kap. 1.2).

1.2.4 Kontrolní fáze

Kontrolní fáze apoptózy se úèastní øada proteinù
ovlivòujících nejen apoptotickou kaskádu pøímo, ale
sloužících k integraci další intracelulární signalizace
v rámci regulace apoptózy.

Zásadními regulátory ovlivòujícími uvolòování
cytochromu c z mitochondrie je skupina bílkovin
patøící do rozsáhlé (>20 zástupcù) rodiny proteinu
Bcl-2. Jednotlivé proteiny Bcl-2 rodiny patøí jak me-
zi inhibitory (Bcl-2, Bcl-XL), tak aktivátory (Bax,
Bad, Bid) apoptózy. Jejich charakteristickou vlast-
ností je asociace se zevní mitochondriální membrá-
nou a schopnost vytváøet vzájemnì homodimery
i heterodimery. Proapoptotiètí zástupci Bcl-2 rodiny
mají schopnost vytváøet v zevní mitochondriální
membránì kanály zpùsobující uvolnìní cytochromu
c, který je rychle rozpoznáván molekulami APAF1
asociovanými se zevní mitochondriální membránou.
Naproti tomu protiapoptoticky pùsobící zástupci
Bcl-2 rodiny vedou ke stabilizaci mitochondriální

membrány a zabraòují unikání cytochromu c z mito-
chondrie.

Mezi inhibitory aktivace prokaspáz patøí napø.
protein CFLAR (CASP8- and FADD-like apoptosis
regulator, nazývaný též FLIP, CASPER), který kom-
petuje s prokaspázou 8 o vstup do DISC. Pøímými in-
hibitory již aktivovaných kaspáz jsou proteiny ze
skupiny proteinù IAP – inhibitorù apoptózy. Jedním
z IAP proteinù èasto zvýšenì exprimovaných u øady
nádorù, vèetnì karcinomu ovaria, je BIRC5 (baculo-
virus IAP repeat-containing protein 5, survivin). Je-
ho negativním regulátorem je mitochondriální pro-
tein SMAC/DIABLO (second mitochondria-deri-
ved activator of caspase/direct IAP-binding protein
with low pI) uvolòovaný z mitochondrie pøi porušení
její zevní membrány (obr. 1.14).

Schopnost buòky indukovat apoptózu urèuje mi-
mo jiné i pomìr intracelulárních koncentrací mezi
skupinami proapoptotických, respektive protiapo-
ptotických zástupcù rodiny Bcl-2, obvykle vyjadøo-
vaných jako pomìr jejích dvou zástupcù Bcl2/Bax.
S overexpresí proteinu Bcl-2 (obvykle zpùsobenou
amplifikací genu) se setkáváme u 40 % karcinomù
prsu. Zvýšená exprese Bcl-2 je negativním prognos-
tickým znakem, na druhou stranu rovnìž možným cí-
lem protinádorové léèby pomocí Bcl-2 antisense oli-
gonukleotidù. V souèasné dobì probíhají studie kli-
nické fáze II–III s oblimersenem, modifikovaným
antisense oligonukleotidem cíleným proti prvním
šesti kodonùm Bcl-2 mRNA u pacientù s pokroèilý-
mi nádory (melanom, karcinom ledviny a nìkterá
lymfoproliferativní onemocnìní).

Podobnì jako i u vìtšiny ostatních nádorù, sníže-
ná exprese Bax je negativním prognostickým zna-
kem karcinomu ovaria.

Tumor supresorový protein p53 je transkripèní
faktor, který aktivuje genovou expresi negativních
regulátorù bunìèného cyklu a aktivátoru apoptózy
(kap. 1.1.1, obr. 1.12). Nìkteré práce uvádìjí, že mu-
tace v genu p53 jsou negativním prognostickým fak-
torem odpovìdi na léèbu deriváty cisplatiny u pa-
cientù s ovariálním karcinomem, avšak øada dalších
výsledkù tyto nálezy zpochybòuje. Oproti tomu ex-
perimentální i klinická data naznaèují, že odpovìï
na léèbu taxany indukuje apoptózu zprostøedkova-
nou proteinem Bax nezávisle na úèasti p53. Z tohoto
dùvodu by kombinace derivátù cisplatiny a paklita-
xelu mohla vést ke zlepšení výsledkù protinádorové
léèby u pacientek s ovariálním karcinomem s mutací
v genu p53.
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1.2.5 Exekutivní èást apoptotické
kaskády

Postupná aktivace prokaspáz aktivními kaspázami
indukovanými v úvodní èásti apoptózy amplifikuje
apoptotický signál. Aktivní kaspázy 8 a 9 mají pøe-
krývající se substrátové cíle, mezi které patøí pøe-
devším exekutivní prokaspázy (3, 6, 7). Substráty
exekutivních kaspáz jsou strukturní a funkèní intra-
celulární proteiny nezbytné pro normální existenci
buòky. Mezi tyto proteiny napøíklad patøí aktin (sou-
èást cytoskeletu), lamin (souèást nukleárního skele-
tu), proteiny regulující sestøih mRNA (tím dochází
k zastavení genové exprese) nebo reparaèní proteiny

(napø. PARP; obr. 1.11). Na vrcholu exekutivní fáze
apoptózy poèíná degradace genomové DNA aktivací
endonukleázy CAD, která hydrolyticky štìpí geno-
movou DNA (obr. 1.15).

Jakmile dojde v buòce k aktivaci kaspáz exeku-
tivní èásti apoptózy, stává se tento dìj již nevratným
a takováto buòka vždy zaniká. Kaspázami degrado-
vané strukturní proteiny zpùsobí kolaps cytoskeletár-
ního a nukleoskeletárního aparátu, který spoleènì se
štìpením genomové DNA vede k fragmentaci bunìè-
ného jádra a následnì i k rozpadu buòky na apopto-
tická tìlíska. Charakteristické projevy apoptózy jsou
tak morfologickým korelátem již pokroèilé a irever-
zibilní fáze exekutivní èásti apoptózy.

46 Onkogynekologie

CAD

CAD

ICAD

I C
A D

kaspáza 3

PARP

reparace DNA

DNA

fragmentace DNA

nukleozom

Obr. 1.15 Schéma degradace genomové DNA v exekutivní èásti apoptózy. Úèinkem exekutivních kaspáz (kaspáza 3)
dochází k proteolytické degradaci ICAD. Volná endonukleáza CAD s vysokou úèinností štìpí genomovou DNA v mís-
tech mezi jednotlivými nukleozomy. Mezi substráty kaspázy 3 patøí i PARP, èímž je znemožnìna reparace genomové
DNA.



1.3 Význam znalosti bunìèného cyklu
a apoptózy pro klinickou praxi

Znalost základních principù øízení bunìèného dìlení
a apoptózy – jako dvou klíèových dìjù ovlivòujících
fyziologickou regulaci homeostázy ve tkáních – je
základem pro pochopení jejich alterací, které jsou
pøítomny u všech nádorových onemocnìní. Charak-
terizace poruch bunìèného cyklu a apoptózy umož-
òuje pøípravu nových specificky cílených léèiv. Øada
z nich je již v souèasnosti dostupná pro klinické po-

užití a øádovì vìtší poèet prochází klinickými zkouš-
kami. Cesta individualizované a biologicky cílené
léèby je nadìjí pro budoucí pacienty, avšak pro její
plné využití budou nezbytní erudovaní lékaøi se
schopností racionální aplikace cílených preparátù na
základì znalostí o specifických molekulárních poru-
chách u konkrétních pacientù.
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Molekulární biologie v klinické praxi

2.1 Molekulární principy tumorogeneze

Vznik nádoru je proces mnohastupòový. Zahrnuje
zmìny genetické, tedy pøímé zmìny sledu nukleotidù
v DNA, zmìny epigenetické, nemìnící genetický
kód, ale ovlivòující jeho vyjádøení, expresi – metyla-
ce nìkterých bází DNA nebo acetylace histonù –
a zmìny funkèní na úrovni regulace metabolizmu
buòky a na úrovni kontroly genové exprese a dìlení
buòky.

Normální, nenádorová buòka se øídí podnìty, kte-
ré dostává zvenèí, i reakcemi a interakcemi probíha-

jícími v ní samé. Tyto podnìty mohou být zprostøed-
kovány ionty, malými molekulami i makromolekula-
mi, prostøednictvím receptorù, zmìnou elektrických
potenciálù nebo napø. i pøímým ovlivnìním aktivity
jednotlivých enzymù (ionty jako koenzymy). Velmi
dùležitý je také pøímý kontakt bunìk, který se ve vìt-
šinì tkání podílí na inhibici a regulaci rùstu a množe-
ní bunìk.

Buòka nádorová naproti tomu v dùsledku regu-
laèních, genetických a epigenetických zmìn ztrácí
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kontrolu nad svým dìlením a pøestává reagovat na in-
hibièní podnìty z okolí. Nadmìrnì se dìlí a mùže zís-
kat vlastnosti, v jejichž dùsledku destruuje okolní
tkáò nebo se uvolní z vazby k okolním buòkám a me-
tastázuje – stává se buòkou maligního nádoru.

Každý zhoubný nádor je smìsí bunìk s rùznými
vlastnostmi, neboť v prùbìhu nadmìrného a vìtšinou
chaotického, nepøesného dìlení dochází ke kumulaci
dalších zmìn a získání nových vlastností. Proto
v buòkách metastáz mùžeme najít jiné genetické
zmìny než v buòkách pùvodního nádoru. Všechny
tyto buòky však vznikly dìlením jedné pùvodnì ma-
lignizované buòky, a nádor je tak oznaèován jako
monoklonální.

Zde budeme hovoøit o zmìnách somatických, te-
dy poruchách konkrétní buòky tìla. O zmìnách záro-
deèných, které se pøenášejí do všech bunìk jedince,
pojednává kapitola 3. Tyto somatické zmìny – mutace
– postihují dva typy genù: protoonkogeny a tumor
supresory.

2.1.1 Protoonkogeny a onkogeny

Jako protoonkogeny jsou oznaèovány geny kódující
funkèní proteiny, které v pøípadì defektu struktury
nebo absolutního èi relativního nadbytku stimulují
bunìèné dìlení.

Poruchou – mutací – protoonkogenu vzniká on-
kogen, poškozený gen, který kóduje protein, jenž,
vyskytuje-li se v abnormální formì nebo množství,
mùže zpùsobit nádorovou transformaci buòky, èasto
s vysokým rùstovým potenciálem (obr. 2.1). Hovoøí
se také o aktivaci protoonkogenu. Pøíkladem mùže
být gen oznaèovaný jako HER2/neu (c-ErbB-2), kte-
rý kóduje receptor pro nìkteré rùstové faktory (EGF,

TGFá). Dojde-li k mutaci tohoto genu, je jím kódo-
vaný receptor trvale aktivní nebo reaguje i na jiné
molekuly (gain of function). Známe i onkogeny
virové – napø. geny E6 a E7 jsou souèástí genomu
lidského papilomaviru (HPV) a vytváøejí komplexy
s produkty tumor supresorových genù p53 a Rb
a inaktivují je (tab. 2.1).

Onkogeny kódují proteiny, které pùsobí:
– jako transkripèní regulaèní faktory (v bunìèném

jádru se váží na regulaèní sekvence DNA a ovliv-
òují expresi dalších genù regulujících proliferaci
a diferenciaci, nìkteré mají schopnost buòku
imortalizovat),

– jako proteinkinázy a receptory rùstových faktorù
(podílejí se na pøenosu rùstových signálù do buò-
ky nebo na amplifikaci signálu uvnitø bunìk),

– jako rùstové faktory (pøímo stimulují dìlení bu-
nìk – spouštìjí kaskádu dìjù vedoucích k dìlení
buòky),

– jako signální transduktory (zprostøedkovávají
pøenos signálu do buòky a uvnitø buòky),

– jako faktory blokující apoptózu.
Zcela zvláštní postavení s velkým klinickým

významem pro onkogynekologii pak mají onkogeny,
jejichž produkty inaktivují produkty tumor supreso-
rových genù. Jedná se napø. o onkogeny E6 a E7 lid-
ského papilomaviru.

Alterací aktivující protoonkogen v onkogen mùže
být:
– bodová mutace (delece, inzerce, substituce),
– amplifikace (zmnožení) genu (stav, kdy vznikne

nìkolik dalších kopií genu v buòce, èímž vzroste
i tvorba, byť normálního, proteinu),

– velká genomická pøestavba v podobì chromozo-
mální translokace, tj. pøenesení èásti chromozo-
mu na chromozom jiný, kdy mùže dojít k pøene-
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Tab. 2.1 Nìkteré onkogeny, jejich funkce a nádory, u nichž jsou nejèastìji inaktivovány

onkogen funkce nádor

c-K-ras membránový pøenos signálu karcinom endometria, ovarií

c-myc regulace transkripce karcinom endometria, ovarií

v-E6 inhibice p53 karcinom dìložního hrdla

v-E7 inhibice pRb karcinom dìložního hrdla

c-ErbB2 (HER2/neu) receptor rùstových faktorù karcinom prsu, ovarií

c-fos regulace transkripce sarkomy

c-jun regulace transkripce sarkomy

c-sis rùstový faktor sarkomy (karcinom prsu?)

c-abl proteinkináza leukemie

c-bcl2 inhibice apoptózy karcinom ovarií

c-mdm2 inhibice p53 sarkomy, gliální tumory

c – celulární onkogen, v – virový onkogen



sení genù pod vliv silného promotoru nebo
k vytvoøení zcela nového genu produkujícího no-
vý onkoprotein,

– inzerce virového (nejèastìji retrovirového) pro-
motoru.

2.1.2 Tumor supresory

Tumor supresorové geny (nazývané také antionko-
geny) hrají dùležitou úlohu v kontrole bunìèného dì-

lení. Jejich proteinové produkty kontrolují správnost
a pøesnost dìlení a dokáží vzniklé chyby buï opravit
(tzv. „care takers“, napø. BRCA1, BRCA2), nebo buò-
ku nepustit do další fáze dìlení (tzv. „gate keepers“)
èi dokonce vyvolat bunìènou smrt, apoptózu (napø.
p53, ATM, Rb).

Jejich porucha zpùsobí, že buòka s chybou ve
struktuøe DNA postoupí do další fáze bunìèného dì-
lení a v dùsledku selhání mechanizmù opravujících
DNA umožní vznik dalších mutací (tab. 2.2).

Molekulární biologie v klinické praxi 51

2

Tab. 2.2 Nìkteré tumor supresory, jejich funkce a nádory, u nichž jsou nejèastìji inaktivovány

tumor supresor funkce nádor

p53 transkripèní faktor témìø všechny nádory

BRCA1 oprava DNA karcinom prsu, ovarií

BRCA2 oprava DNA karcinom prsu, ovarií

PTEN regulátor transkripce karcinom endometria, prsu

MSH2, MLH1, MSH6 oprava DNA (mismatch repair) karcinom tlustého støeva, endometria

WT1 transkripèní faktor Wilmsùv tumor

p16 inhibitor CDK melanoblastom, karcinom pankreatu

pRb regulátor transkripce retinoblastom, osteosarkom

NF-1 protein aktivující GTPázu neurofibrom, gliální nádory

NF-2 cytoskeletální spoj k membránì neurinom, meningeom

APC suspektní regulátor â-kateninu karcinom tlustého støeva

wild type
(alela bez mutace)

DNA ··· T G G C G C T A C ···

··· U G G C G C U A C ···

normální sekvence
syntetizovaného

proteinu

do sekvence proteinu
zaøazena jiná
aminokyselina

do sekvence proteinu
zaøazena stejná
aminokyselina

protein je pøedèasnì
ukonèen na kodónu
signalizujícím konec

syntézy (UAA)

··· U G G C G C U A U ··· ··· U G G C G C U A A ······ U G G C G C C A C ···

··· T G G C G C T A T ······ T G G C G C C A C ··· ··· T G G C G C T A A ···

mRNA

protein

missence mutace silent mutace nonsense mutace

TrpTrp TyrTyrArgArg Trp TyrArg Trp ArgTrp Arg His

Obr. 2.2 Efekt jednotlivých typù bodových mutací na koneèný proteinový produkt genu. Tzv. missense mutace vede ve
svém dùsledku ke vložení jiné aminokyseliny do syntetizovaného proteinového øetìzce. To mùže vést ke zmìnì konfor-
mace proteinu a ke ztrátì (tumor supresory), nebo naopak získání nové fukce (onkogeny). Mutace tichá, silent, neovlivní
strukturu proteinu. Na úrovni DNA a pøedevším mRNA však mùže ovlivòovat nìkteré regulaèní a sestøihové mechaniz-
my. Nonsense typ mutace vede k ukonèení syntézy proteinu v místì mutace, neboť dojde k vytvoøení tzv. terminaèního
kodonu – kombinace tøi nukleotidù (kodónu), které nekódují žádnou aminokyselinu, ale signalizují ukonèení translace.



2.1.3 Mechanizmy mutageneze

U onkogenu je dostaèující, aby byla poškozena jedna
jeho kopie, alela, a na templátu takto modifikované-
ho genu vzniká patologický protein. Tumor supreso-
rový gen musí být naopak inaktivován, a to obì jeho
kopie, alely (tzv. Knudsonova teorie dvojího zásahu
– two hits theory). Inaktivujícím zásahem mùže být
bodová mutace, výpadek celého genu nebo velkého
chromozomálního úseku, ale i zmìna epigenetická.

� Bodové mutace
Formy poruchy genu mohou být rùzné. Bodová mu-
tace znamená, že jeden, nebo nìkolik málo nukleoti-
dù, „písmen“, DNA vypadne (delece), je naopak na-
víc vloženo (inzerce, duplikace), nebo zamìnìno
beze zmìny poètu nukleotidù (substituce – mùže být
missense, tzn. že do sekvence proteinu je zaøazena ji-
ná aminokyselina, nebo nonsense, tzn. že mutace vy-
tvoøí stop kodon, triplet, na nìmž tvorba proteinu
konèí). Syntetizovaný protein je pak kratší (v dùsled-
ku posunové, frameshift, nebo nonsense mutace) ne-
bo jsou v jeho struktuøe jiné aminokyseliny, což vede
buï ke ztrátì jeho funkce (u tumor supresorù), nebo
naopak k trvalé aktivaci èi získání nové funkce (u on-
kogenù). Vzhledem k tomu, že støednì velký gen
(napø. BRCA1) má nìkolik set tisíc nukleotidù, jedná
se o zmìny subtilní, odhalitelné složitými metodami
molekulární genetiky (obr. 2.2).

� Translokace
Poruchy struktury genù však mohou postihovat dale-
ko vìtší úseky. Celý chromozom mùže být v jednom
místì zlomen a pak napojen na chromozom jiný –
translokace (typická napø. pro krevní malignity).
Èásti rùzných genù tak mohou vytvoøit zcela nový
fúzní gen, který mùže pùsobit jako onkogen. Nebo se
takto protoonkogen mùže dostat pod vliv cizího sil-
ného promotoru (sekvence, která rozhoduje, v jakém
množství bude daný gen exprimován, tj. kolik protei-
nu se vytvoøí) a jeho proteinový produkt se tvoøí
v nadmìrném množství (obr. 2.3).

� Amplifikace
V prùbìhu nepøesného bunìèného dìlení mùže být
do dceøiné buòky pøeneseno více homologních chro-
mozomù nebo jejich fragmentù. Geny na nich lokali-
zované jsou tak v buòce pøítomny ve více kopiích,
což mùže vést k jejich vìtší expresi.

� Ztráta heterozygozity
(LOH – loss of heterozygosity)

V DNA se nacházejí úseky s vysokou interindividu-
ální variabilitou sekvence. Kombinace variability
v mnoha úsecích vytváøí pro daného jedince zcela je-
dineèný vzorec, nìkdy hovoøíme o tzv. DNA finger-
printingu. Tato variabilita je využívána v nìkterých
molekulárnì biologických aplikacích. Pøíkladem je
analýza ztráty heterozygozity, která využívá variabi-
lity v tzv. mikrosatelitárních markerech.
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nepøesné spárování
homologních
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Obr. 2.3 Pøíklad vzniku velkých genových amplifikací a delecí, které vedou k amplifikaci protoonkogenù a výpadku tumor
supresorù. Po nepøesném spárování homologních chromozómù a následné nerovnomìrné výmìnì genetického mate-
riálu mezi chromatidami v dceøiných buòkách pøebývá, nebo se naopak nedostává genetický materiál.



Jako mikrosatelitární markery (také STRs – short
tandem repeats) jsou oznaèovány úseky DNA,
v nichž se opakovanì tandemovì za sebou uspoøádán
vyskytuje jedno- až šestibázový motiv. Celková dél-
ka takové sekvence je do nìkolika set párù bází. Jsou
velmi frekventní, jeden mikrosatelitární marker pøi-
padá na 6 kb genomické sekvence.

Heterozygozita je vyjádøena rùznou délkou mik-
rosatelitárních markerù na obou alelách (tj. na mateø-
ském a otcovském chromozomu).

U tumor supresorových genù mùže dojít ke ztrátì
celého genu nebo i ještì vìtší èásti chromozomu. Pøi
analýze nádoru se takový genový výpadek projeví ja-
ko tzv. ztráta heterozygozity (LOH) (obr. 2.4). Za-
tímco v nenádorové tkáni vidíme obraz dvou (rozdíl-
ných) alel, ve tkáni nádorové najednou jedna z alel
chybí (v nìkterých studiích je tento typ inaktivace
tumor supresorového genu oznaèován jednoduše
„loss“, oproti amplifikaci oznaèované jako „gain“).

Nìkdy mùžeme pøi analýze nádoru vidìt místo
pùvodních dvou alel alely tøi nebo alely jiné délky
než pùvodní. V takovém pøípadì hovoøíme o mikro-
satelitární instabilitì. Ta vzniká v dùsledku poruchy
genù, tzv. mismatch repair system, které mají za úkol
opravovat drobné chyby v sekvenci DNA. Pøi jejich
dysfunkci se chyby hromadí a v nìkterých, repetitiv-
ních, úsecích DNA, kde se opakuje mnohokrát za se-

bou stejný dvou- nebo nìkolikabázový motiv, vedou
ke generování „nových“ alel.

2.1.4 Epigenetické zmìny

Pouze genetické alterace nejsou dostateèným vysvìt-
lením všech zmìn doprovázejících nádorovou trans-
formaci buòky, pøedevším zmìn exprese jednotli-
vých genù, zvláštì když žádnou mutaci (ať již
bodovou èi velkou chromozomální) v DNA nenachá-
zíme. Proto bylo zvýšené úsilí vìnováno odhalení
faktorù ležících mimo samotný sled nukleotidù. Tyto
zmìny jsou nazývány epigenetické, neboť nemìní
samotnou sekvenci DNA, ale modifikují buï jednot-
livé nukleotidy (aniž by mìnily smysl genetického
kódu), nebo bílkoviny komplexu nukleoproteinù,
které mají zásadní vliv na genovou expresi. Mezi tyto
zmìny patøí pøedevším metylace cytozinù v promo-
torových sekvencích a acetylace histonù.

Promotory nìkterých genù, sekvence sloužící
k vazbì transkripèních faktorù na DNA, jsou bohaté
na tzv. CpG islands, sledy dinukleotidù CG. Cytozin
v této pozici mùže být enzymy metylázami (a deme-
tylázami) metylován (èi demetylován) za vzniku tzv.
5-metylcytozinu. Gen s hypermetylovaným pro-
motorem je exprimován ménì, s hypometylovaným
promotorem více. Metylaèní vzorec se pøenáší do
dceøiných bunìk. V germinální (zárodeèné) podobì
je pak podstatou tzv. imprintingu, tj. rozdílného feno-
typického projevu, v závislosti na tom, zda se alela
dìdí od otce, nebo od matky (Praderùv Williùv/An-
gelmanùv syndrom).

Acetylaci histonù øídí enzymy acetylázy/deacety-
lázy. Snížení exprese je nejèastìji spojeno s deacety-
lací histonù.

2.1.5 Význam molekulární genetiky
pro klinickou praxi

Pro efektivní léèbu malignit je nezbytná èasná a pøes-
ná diagnóza s možností optimalizace terapie a mini-
malizace nežádoucích úèinkù. Èasná diagnóza nádo-
rového onemocnìní spolu s individuální terapií „na
míru“ mohou snížit úmrtnost a zlepšit perspektivu
a kvalitu života pacienta. Gynekologické zhoubné
nádory pøedstavují skupinu chorob, u kterých je pro-
gnóza závislá na subtilních genomických, epigene-
tických a proteomických zmìnách. Užití molekulár-
nì biologických technik, vèetnì analýzy metylací
a acetylací a technik proteomických, se stává dùle-
žitým nástrojem nejen v základním výzkumu, ale
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Obr. 2.4 Ztráta heterozygozity (loss of heterozygozity –
LOH) pøi fragmentaèní analýze fluorescenènì znaèených
produktù PCR na pøístroji Abi Prism 310. Analyzován je
mikrosatelitární úsek na chromozomu 17 oznaèovaný jako
D17S855. Èísla na vrcholech køivky popisují plochu pod
køivkou. Horní køivka – analýza DNA izolované z krve, dol-
ní køivka – analýza DNA z nádoru.



i v rozhodování o vhodné terapii. Epigenetika a pro-
teomika v souèasné dobì nabízejí nové a velmi slibné
pøístupy nejen pro identifikaci specifických biomar-

kerù a jejich následné využití ve screeningu, ale také
pro pøesnou charakterizaci a typizaci tkání, vèetnì
tkání nádorových.

2.2 Molekulární genetika nìkterých
gynekologických malignit

2.2.1 Molekulární genetika
ovariálního karcinomu

� Etiologie
V souèasnosti existují dvì starší a rozšíøené hypotézy
popisující pøíèiny vzniku epiteliálního ovariálního
karcinomu. Ovulaèní hypotéza pøedpokládá, že ná-
dor vzniká v dùsledku opakovaných mikrotraumat
povrchového epitelu vajeèníku pøi ovulaci. Po každé
ovulaci poškozený epitel proliferuje a hojí se. Èím
èetnìjší je proliferace epitelu, tím vìtší je možnost
chybné replikace a nádorové transformace postižené
buòky. Podle této teorie je riziko vzniku maligního
epiteliálního nádoru funkcí poètu ovulaèních cyklù
v životì ženy. Každý faktor redukující poèet ovulaè-
ních cyklù pùsobí protektivnì.

Gonatropinová hypotéza naproti tomu pøedpoklá-
dá, že zvýšené hladiny cirkulujících gonadotropinù
(folikuly stimulující hormon a luteinizaèní hormon)
stimulují produkci ovariálních estrogenù a jejich pre-
kurzorù. To vede ke vzniku inkluzních cyst a takto
„uvìznìné“ (entrapped) epiteliální buòky mohutnì
proliferují, což mùže opìt vést k replikaèním chybám
a nádorové transformaci. Riziko vzniku karcinomu
ovaria je podle této teorie funkcí délky expozice va-
jeèníkù gonadotropinùm. Faktory redukující hladiny
cirkulujících hormonù by pak mìly snižovat riziko
ovariálního karcinomu.

Obì uvedené hypotézy mohou vysvìtlit protek-
tivní efekt užívání hormonální kontracepce a tìho-
tenství na vznik ovariálního karcinomu. Existuje
však stále ještì mnoho kontroverzí.

Pøedpokládáme-li platnost gonadotropinové teo-
rie, pak by hormonální substituèní terapie (HRT),
která snižuje hladinu cirkulujících gonadotropinù,
mìla snižovat riziko ovariální malignity. Recentní
data však ukazují, že HRT na vznik nádoru vliv nemá,
nebo dokonce že riziko vzniku karcinomu zvyšuje.

Podobnì, pokud platí ovulaèní teorie, mìly by mít
ženy s ovulaèní infertilitou snížené riziko vzniku ná-
doru. Souèasné práce však uvádìjí, že ženy s ovu-
laèní infertilitou mají toto riziko nezmìnìné, nebo
vyšší. Porody dvojèat, kde bychom u matky pøedpo-
kládali vìtší poèet ovulací, jsou spojeny se snížením

rizika ovariálního karcinomu. Pokud navíc koreluje-
me užívání hormonální kontracepce s délkou období
ovulací (ovulatory life), zjistíme, že dochází k vìtší-
mu snížení rizika vzniku karcinomu, než by odpoví-
dalo mechanizmu pouhé inhibice ovulace.

Je zøejmé, že uvedené dvì rozšíøené hypotézy ne-
mohou vysvìtlit všechny pozorované aspekty vzniku
ovariálního karcinomu. Proto v souèasné dobì vzni-
kají hypotézy další, které se snaží pøedchozí teorie
doplnit.

Další teorie, androgenová/progesteronová, pøed-
pokládá zapojení tìchto hormonù do procesu vzniku
karcinomu vajeèníkù. Androgeny jsou produkovány
tekálními buòkami, jsou pøítomny ve folikulární te-
kutinì a jsou základními steroidy rostoucího foliku-
lu. V postmenopauze byla zaznamenána vyšší pro-
dukce androgenù a výskyt androgenních receptorù
v ovariální tkáni. Úlohu androgenù v ovariální karci-
nogenezi podporují i epidemiologická data. Hormo-
nální kontracepce snižuje produkci testosteronu
v ovariích o 35–70 %. V prospektivní studii byly po-
zorovány vyšší hladiny sérového androstendionu
u pacientek s karcinomem ovaria ve srovnání s kon-
trolami. V jiné studii bylo ve skupinì pacientek sig-
nifikantnì vyšší zastoupení žen s polycystickými
ovarii, a tedy s vyššími hladinami androgenù než
v kontrolní skupinì zdravých žen. V rozsáhlé pro-
spektivní studii sledující 31 000 pùvodnì zdravých
žen po dobu 7 let vzrùstalo riziko ovariálního karci-
nomu signifikantnì se vzestupem pomìru pas-boky
(waist-to-hip ratio), který je markerem centrální obe-
zity. Centrální obezita pozitivnì koreluje s hladinou
androgenù u žen. Progesteron má oproti tomu zøejmì
pøi vzniku ovariálního karcinomu roli protektivního
faktoru.

Ve snaze vysvìtlit vztah mezi pánevním zánìtem,
endometriózou a ovariálním karcinomem vznikla
tzv. teorie zánìtu pøedpokládající, že právì zánìt hra-
je kauzální roli pøi vzniku nádoru. Tubální ligace
a hysterektomie, které pøeruší cestu možné infekce
do abdominální dutiny, vedou v nìkterých pracích ke
snížení rizika ovariálního karcinomu. Užívání neste-
roidních antiflogistik také pùsobí protektivnì.
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Všechny uvedené hypotézy jsou podpoøeny daty
získanými v experimentálních a populaèních studi-
ích. Pøesto však žádná nevysvìtluje dokonale všech-
na získaná data. Odhalují ale potenciální synergické
protektivní a rizikové mechanizmy podílející se na
vzniku epiteliálního ovariálního karcinomu a upo-
zoròují na jevy, které je nutno blíže zkoumat. Úko-
lem studia molekulárních mechanizmù karcinogene-
ze je integrovat, vysvìtlit a využít základní bunìèné
a subcelulární procesy vedoucí v dùsledku k maligní
transformaci buòky.

� Typ I a typ II ovariálního karcinomu
Sled molekulárních zmìn vedoucích ke vzniku epite-
liálního ovariálního karcinomu není v souèasné dobì
tak dobøe znám jako u jiných solidních nádorù. Je to
pøedevším proto, že jsme donedávna neznali pøesnì
stadia vývoje ovariálního tumoru od benigního po
maligní. V posledních nìkolika letech bylo vynalo-
ženo velké úsilí na studium vlastností neinvazivních
a invazivních ovariálních tumorù všech histologic-
kých typù ve snaze poznat jejich patogenezi a pøed-
povìdìt biologické chování.

Epiteliální ovariální nádory jsou tradiènì dìleny
do skupin podle histologických charakteristik (seróz-
ní, mucinózní, endometriální, nádor z jasných bunìk
a Brennerùv tumor) a každý typ se mùže vyskytovat
ve formì benigní, hranièní (borderline) a maligní
(karcinom). Mucinózní a endometriální borderline
nádory jsou èasto spojovány s rozvojem invazivních
nádorù, zatímco serózní borderline nádory pouze
vzácnì se vznikem serózního invazivního karcino-
mu. To také vedlo k názoru, že se jedná o dvì odlišné
entity a ne pouze dvì stadia vývoje téhož nádoru.

Èetné studie rozlišují podskupinu low-grade
serózních nádorù, kterou nazývají mikropapilární
serózní karcinom (micropapillary serous carcinoma
– MPSC). Kromì definované morfologie má tato jed-
notka nízkou proliferaèní aktivitu a pøíznivé biolo-
gické chování. Takové nádory ostøe kontrastují
s konvenèním typem serózních karcinomù, které na-
opak pøedstavují agresivní, málo diferencované ná-
dory s vysokou proliferaèní aktivitou.

Termín MPSC popisuje neinvazivní nádor nízké-
ho maligního potenciálu, který je však již odlišný od
èastìjšího typu, tzv. „atypicky proliferujícího seróz-
ního tumoru“, který spadá do skupiny borderline ná-
dorù. MPSC je tak považován za prekurzor, in situ
stadium, low-grade serózních karcinomù (je proto
èastìji nazýván intraepiteliálním low-grade serózním
karcinomem).

Výsledky molekulárnìgenetických analýz umož-
nily v souèasné dobì podrobnìjší charakterizaci

benigních, borderline i maligních ovariálních epiteli-
álních nádorù a dovolují odlišit dva základní typy
ovariálních epiteliálních karcinomù, které mají do
jisté míry odlišný vzorec genových zmìn a také od-
lišné biologické chování. Spíše než vazbu k typické-
mu histotypu popisuje tato kategorizace odlišné mo-
lekulární cesty karcinogeneze (tab. 2.3).

Epiteliální ovariální karcinom typu I
Nádory typu I jsou oznaèovány jako „low-grade“.
Vyznaèují se postupným vývojem z benigních a bor-
derline nádorù (sekvence cystadenom, eventuálnì
adenofibrom – borderline – karcinom). Patøí sem tzv.
low-grade serózní karcinomy (cca 25 % všech seróz-
ních karcinomù), mucinózní karcinomy, endometri-
ální karcinomy, maligní Brennerùv tumor a clear cell
karcinomy. Serózní a mucinózní nádory vznikají pøí-
mo z povrchového epitelu èi z inkluzních cyst, nádo-
ry endometriální a svìtlobunìèné pak z ložisek endo-
metriózy.

U tìchto nádorù nacházíme velmi èasto mutace
onkogenù BRAF a K-ras. Produkty obou genù pùsobí
jako poèáteèní regulátory transdukèní bunìèné cesty
RAS/RAF/MEK/ERK/MAP, která zprostøedkovává
pøenos rùstových signálù do bunìèného jádra. Onko-
genní mutace BRAF a K-ras vedou k trvalé, konstitu-
tivní aktivaci této cesty a podporují tak procesy ve-
doucí k nádorové transformaci buòky. Tyto mutace
vznikají velice èasnì v procesu karcinogeneze, prav-
dìpodobnì pøedcházejí vzniku borderline nádorù.
Ani jeden z tìchto genù není mutován u high-grade
karcinomù (typ II).

U endometriálních karcinomù nacházíme navíc
i mutace tumor supresorového genu PTEN (nalezené
i v ložiscích endometriózy obklopující karcinom),
ztrátu heterozygozity èi mikrosatelitární instabilitu.
MSI je èasto pozorována i u clear cell karcinomù. Je
pravdìpodobné, že endometriální a clear cell karci-
nomy vznikají ze stejných prekurzorù (nìkterými au-
tory je clear cell karcinom považován za nediferen-
covanou formu endometriálního karcinomu).

Low-grade tumory jsou charakterizovány pomalejší
progresí a vyšším pìtiletým pøežitím (55 % v. 33 %
u typu II).

Epiteliální ovariální karcinom typu II
Nádory typu II jsou oznaèovány jako „high-grade“.
U tìchto karcinomù neznáme vývojová stadia, pøed-
pokládáme, že vznikají rychle, pøímo z ovariálního
epitelu nebo z inkluzních cyst na základì mutací vý-
znamnì ovlivòujících mitotickou stabilitu buòky
a jsou charakteristické vyšším gradingem a horší pro-
gnózou. Patøí sem high-grade serózní karcinomy (cca
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75 % všech serózních karcinomù), nediferencované
karcinomy a maligní smíšený mezodermální nádor
(karcinosarkom). Nìkteré nádory této skupiny jsou
oznaèovány jako clear cell (jasnobunìèné, svìtlebu-
nìèné), neboť jejich buòky – alespoò nìkteré – mají
svìtlou (jasnou) cytoplazmu. Geneticky se však odli-
šují od „klasických“ clear cell karcinomù typu I.
U tohoto typu nádorù nacházíme v naprosté vìtši-
nì pøípadù mutace tumor supresorového genu p53
(u karcinosarkomu stejné mutace v epiteliální i me-
zenchymální komponentì, což je jedním z dokladù
monoklonálního pùvodu tohoto nádoru). V této sku-
pinì je pozorována také vysoká frekvence amplifika-
ce a overexprese HER2/neu (20–67 %), inaktivace
tumor supresoru p16 (zèásti v dùsledku hypermetyla-
ce promotoru), amplifikace genu pro serin/treonino-
vou kinázu AKT2, amplifikace genu Rsf-1, jehož
produkt se podílí na remodelaci chromatinu. Tyto ge-
netické zmìny jsou velmi vzácné u benigních, bor-
derline a low-grade nádorù.

High-grade nádory se liší i svým expresním vzor-
cem. Pøedevším je nadmìrnì exprimován apolipo-
protein E (apo-E) a lidský leukocytární antigen G
(HLA-G). Podobná korelace exprese HLA-G s hor-
ším biologickým chováním nádoru byla pozorována
i u nemalobunìèného karcinomu plic. Vysvìtlení ta-

kové korelace je možné najít v ochranì nádorových
bunìk pøed lýzou buòkami imunitního systému (pøe-
devším NK buòkami).

� Prognostické a prediktivní molekulární
markery u karcinomu ovaria

Ovariální karcinom je onemocnìní se širokou varia-
bilitou klinické odpovìdi. Proto jsou intenzivnì stu-
dovány parametry, pøedevším molekulární markery,
které by mohly pøesnìji než klasické markery jako
grading nádoru nebo stadium onemocnìní urèit pro-
gnózu (a tím zaøadit pacientku do skupiny s vìtším
nebo menším rizikem) nebo predikovat odpovìï na
léèbu.

Regulace bunìèného cyklu
Vznik zhoubného nádoru je charakterizován chyb-
nou proliferací, která je výsledkem poruch regulaè-
ních mechanizmù bunìèného cyklu. Úloha mnoha
onkogenù a tumor supresorù v molekulárních ces-
tách, regulujících ať již pozitivnì, nebo negativnì
bunìèný cyklus, je známá. Konkrétní prognostický
a prediktivní význam jednotlivých genových pro-
duktù je však stále pøedmìtem studia.
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Tab. 2.3 Molekulární zmìny u obou typù epiteliálních ovariálních karcinomù

typ I (low-grade) prekurzor molekulární zmìny

low-grade serózní karcinom serózní cystadenom/cystadenofibrom
serózní borderline tumor

mutace BRAF, K-ras (~67 %)

mucinózní karcinom mucinózní cystadenom
mucinózní borderline tumor
intraepiteliální karcinom

mutace K-ras (>60 %)

endometriální karcinom endometrióza
endometriální adenofibrom
endometriální borderline tumor
intraepiteliální karcinom

LOH, mutace PTEN (20 %)
mutace â-kateninu (16–54 %)
mutace K-ras (4–5 %)
MSI (13–50 %)

clear cell karcinom endometrióza
clear cell adenofibrom
clear cell borderline tumor
intraepiteliální karcinom

mutace K-ras (5–16 %)
MSI (~13 %)
mutace TGFâ RII (66 %)

maligní Brennerùv nádor Brennerùv nádor
borderline tumor typu Brennerova
nádoru

zatím neznámé

typ II (high-grade) prekurzor molekulární zmìny

high-grade serózní karcinom neznámý mutace p53 (50–80 %)
amplifikace/overexprese HER2/neu
(10–20 %); mutace AKT2 (12–18 %)

nediferencovaný karcinom neznámý zatím neznámé

maligní smíšený mezodermální nádor
(karcinosarkom)

neznámý mutace p53 (>90 %)



Gen p53 � Kóduje nukleární fosfoprotein, který se
váže na specifické sekvence DNA a funguje jako
transkripèní faktor – ovlivòuje pozitivnì, nebo nega-
tivnì expresi dalších genù regulujících rùst a dìlení
buòky. Protein p53 se v buòce (v jejím jádøe) úèastní
procesù kontroly bunìèného cyklu, odpovìdi na po-
škození DNA a udržování genomické stability, odpo-
vìdi na stres, bunìèného stárnutí a apoptózy.

Gen p53 je jedním z nejèastìji mutovaných genù
v liniích lidských karcinomù, jeho somatické alterace
nacházíme u zhruba 50 % všech epiteliálních zhoub-
ných nádorù. Vìtšina missense mutací mìní konfor-
maci proteinu p53, což vede ke ztrátì jeho funkce,
zároveò však zvyšuje jeho stabilitu, a tím zvyšuje
i jeho bunìènou hladinu. Proto je pozorována korela-
ce mezi zvýšenou imunoreaktivitou p53 a mutací to-
hoto genu.

Ve shodì s pozorováním u øady jiných nádorù je
i u karcinomu vajeèníkù detekována mutace nebo
overexprese p53 u zhruba 50 % nádorù bez závislosti
na stadiu onemocnìní. Øada analýz udává možnou
prognostickou hodnotu tìchto alterací ve vztahu
k celkovému pøežití. Multivariatní studie však nepo-
tvrzují jejich nezávislou prognostickou hodnotu.
Nejasný je také význam prediktivní (predikce odpo-
vìdi na léèbu).

I když není význam samotné inaktivace genu p53
ve vztahu k prognóze èi predikci definitivnì vyjas-
nìn, mùže p53 fungovat jako pomocný faktor v kom-
binaci s dalšími molekulárními charakteristikami
(napø. pozitivní prognostický význam p21 pouze
u tumorù bez alterace p53).

p21 (gen CDKN1A) �Kóduje potentní inhibitor cyk-
lin dependentní kinázy. Protein p21 se váže na kom-
plexy cyklin-CDK2 a cyklin-CDK4 a funguje tak ja-
ko regulátor progrese bunìèného cyklu ve fázi G1.
Exprese p21 je pod kontrolou tumor supresoru p53.
Protein p21 je tak mediátorem odpovìdi p53 na bu-
nìèný stres a zprostøedkovává p53 dependentní zá-
stavu bunìèného cyklu ve fázi G1.

Nìkteré studie uvádìjí v multivariantní analýze
horší celkové pøežití u pacientek s nádory s nižší ex-
presí genu CDKN1A, pøedevším u p53 negativních
nádorù (tj. nádorù s normální, nezvýšenou, expresí
genu p53). Jedna studie uvádí pozitivní korelaci ex-
prese p21 k odpovìdi na chemoterapii na bázi pla-
tiny.

p27 (gen CDKN1B) � Kóduje další inhibitor cyklin
dependentní kinázy. Stejnì jako p21 inhibuje kom-
plexy cyklin-CDK2 a cyklin-CDK4. Nižší exprese
CDKN1B je spojena s horší prognózou.

p16 (gen CDKN2A) � Metylace promotoru a delece
genu CDKN2A je spojena s horší prognózou a pro-
gresí onemocnìní. Studovány byly i další inhibitory
cyklin dependentních kináz p14 a p57 (Kip2), avšak
bez jasného prognostického nebo prediktivního vý-
znamu.

Cykliny �Cyklin D1 tvoøí komplex s CDK4 a CDK6
a tvoøí jejich regulaèní podjednotku. Aktivita tohoto
komplexu je nutná pro pøechod bunìèného cyklu
z fáze G1 do fáze S. Mnoho studií poukazuje na nezá-
vislý prognostický význam cyklinu D1 – zvýšená ex-
prese je spojena s horší prognózou.

pRb � Produkt genu Rb je dùležitý pro øízení trans-
kripèních mechanizmù v èasné fázi G1 bunìèného
cyklu. Protein pRb potlaèuje expresi tranksripèních
faktorù, pøedevším E2F, dùležitých pro produkci dal-
ších faktorù stimulujících bunìèný cyklus. Protein
pRb je fosforylován komplexy cyklin D1-CDK4
a cyklin E-CDK2. Fosforylace vede k reverzibilní
inaktivaci proteinu, a buòka tak mùže postoupit do
další fáze bunìèného cyklu. Hypofosforylace naopak
vede k zástavì bunìèného cyklu v èasné G1 fázi. Nì-
které studie uvádìjí vztah exprese pRb k prognóze
onemocnìní.

Apoptóza
Apoptóza je dùležitým mechanizmem uplatòujícím
se nejen v procesu karcinogeneze, ale také v odpovì-
di na chemoterapii, neboť øada chemoterapeutik
(napø. taxany) pùsobí v buòce zmìny, které ve svém
dùsledku vedou v pøípadì nepoškozených bunìè-
ných mechanizmù k apoptóze.

Rodina Bcl-2 � Èleny této rodiny jsou geny s pro-
apoptoticky (napø. Bax, Bcl-x) a antiapoptoticky
(napø. Bcl-2) pùsobícími funkèními proteinovými
produkty.

Proteinový produkt protoonkogenu Bcl-2 pùsobí
jako inhibitor apoptózy. Další èlenové této rodiny,
Bax a Bcl-x, pùsobí proti této inhibici, možným me-
chanizmem je i pøímá heterodimerizace s Bcl-2.

Zvýšená exprese Bcl-2 vede k ochranì nádorové
buòky pøed apoptózou, tedy i pøed úèinkem cytosta-
tik. Pøedpokládá se, že protein Bcl-2 je klíèovým fak-
torem pøi vzniku mnohoèetné lékové rezistence.
Nadbytek proapoptotických proteinù této rodiny na-
opak zvyšuje senzitivitu k cytostatické léèbì.

Survivin � Survivin je inhibitor apoptózy. Inhibuje
proteolytickou aktivitu kaspázy 3 a v dùsledku svého
pùsobení vede k imortalizaci buòky. Podobnì jako
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u Bcl-2 je zvýšená exprese tohoto genu spojena s hor-
ší prognózou.

CA125/MUC16
Protilátka OC125 reagující s ovariálním karcinomo-
vým antigenem CA125 byla objevena již pøed 20 le-
ty. CA125 je glykoprotein detekovaný v supernatan-
tu z tkáòových kultur ovariálního karcinomu
a detekovatelný i v séru. Jedná se o diferenciaèní an-
tigen fetálního i dospìlého coelomového, ale i bron-
chiálního epitelu. Gen kódující CA125 byl klonován
v roce 2001, sekvenènì je pøíbuzný s genem pro mu-
cin, proto byl nazván MUC16.

U 99 % zdravých žen je plazmatická hladina
CA125 nižší než 35 kIU/l, zatímco u 82 % pacientek
s karcinomem ovaria je vyšší. V 90 % koresponduje
longitudinálnì sledovaná hladina CA125 s masou
nádoru. Zvýšená hladina však mùže být pøítomna
i u nìkterých benigních afekcí – endometriózy, ja-
terní cirhózy, pøi pøítomnosti folikulárních cyst, pøi
menstruaci a v tìhotenství. Hodnoty vyšší než v plaz-
mì jsou nalézány v plodové vodì, mateøském mléce
a v cervikálním sekretu.

U pacientek se vstupní pozitivitou CA125 mùže
být tento marker použit k monitorování nemoci.

c-ErbB2 (HER2/neu)
Gen pro tento lidský homolog pùvodního myšího on-
kogenu neu leží na dlouhém raménku 17. chromozo-
mu (17q21-22). Kóduje 185kDa transmembránový
glykoprotein s tyrozinkinázovou aktivitou. HER2/neu
je èlenem rodiny receptorù rùstových faktorù. Patøí
sem i EGF-R (ErbB1), Her3 (ErbB3) a Her4 (ErbB4).

HER2/neu se skládá z extracelulární domény
vázající ligand a intracelulární domény s tyrozinki-
názovou aktivitou. Mùže vytváøet heterodimery
s dalšími èleny EGF-R rodiny. Fosforylaèní kaskáda
spuštìná onkoproteinem HER2/neu vede prostøed-
nictvím aktivace signálních proteinù (fosfolipáza Cg,
fosfatidylinositol-3-kináza, nebo ras-GTP kaskáda)
ke stimulaci bunìèné proliferace a diferenciace.

Nemutovaný HER2/neu je zvýšenì exprimován
nebo amplifikován s vysokou frekvencí u øady ma-
ligních solidních tumorù. Zatím nebyly uveøejnìny
práce popisující alteraci kódující sekvence tohoto ge-
nu. Zvýšená exprese HER2/neu vede ke zvýšené ak-
tivaci genù øídících bunìèný rùst a dìlení.

Ve zdravé ovariální tkáni je exprese HER2/neu
nízká. Zvýšenì se tento onkogen exprimuje asi u tøe-
tiny epiteliálních ovariálních karcinomù (rùzné práce
uvádìjí výskyt overexprese u 19–59 % nádorù).
Prognostický význam amplifikace nebo overexprese
HER2/neu zùstává u ovariálního karcinomu nejasný.

Pouze jedna práce uvádí nezávislou korelaci mezi
zvýšenou expresí HER2/neu a kratším celkovým pøe-
žitím. Dosud nebyl pozorován vztah mezi expresí
HER2/neu a stadiem podle FIGO, gradingem nádoru
ani histologickým typem nádoru.

Intenzivnì se také studuje otázka chemorezis-
tence nádorových bunìk se zvýšenou expresí
HER2/neu. Felip et al. (1995) pozorovali, že mezi ná-
dory nereagujícími na chemoterapii založené na pla-
tinových derivátech bylo 75 % nádorù s overexpresí
HER2/neu, ve srovnání s 18,6 % ve skupinì na léèbu
reagující.

c-myc
c-myc je èlenem rodiny myc genù, která zahrnuje ge-
ny B-myc, L-myc, N-myc a s-myc. Leží na dlouhém
raménku osmého chromozomu (8q24) a jeho kódují-
cí sekvence je tvoøena pouze tøemi exony. V dùsled-
ku pøítomnosti alternativního iniciaèního kodonu
jsou na templátu mRNA tohoto genu syntetizovány
dva proteiny (p64 a p67) lišící se v délce o 15 amino-
kyselin. Produkt genu c-myc je DNA vázající pro-
tein. Na N-konci obsahuje transaktivaèní transkripèní
doménu, jeho karboxylový konec pak tvoøí dimeri-
zaèní doménu struktury leucinového zipu. Úèastní se
regulace bunìèné proliferace, potlaèuje nebo stimu-
luje expresi mnoha genù, vèetnì cyklinù A, D a E
a genu p53. Deregulovanou expresi genu c-myc na-
cházíme u mnoha zhoubných nádorù. Z gynekologic-
kých malignit kromì ovariálního karcinomu také
u karcinomu prsu a karcinomu dìložního hrdla. Akti-
vace tohoto onkogenu je nejèastìji zpùsobena chro-
mozomální translokací nebo amplifikací.

Amplifikaci a/nebo zvýšenou expresi nacházíme
u 26–37 % všech ovariálních karcinomù. Podíl akti-
vace tohoto protoonkogenu je u serózních adenokar-
cinomù až 63 %. Nìkolik studií nepotvrdilo vztah
mezi overexpresí genu c-myc a celkovým pøežitím.
Jen jedna studie popisuje signifikantní korelaci, pou-
ze však je-li overexprese c-myc spojena s aktivací
onkogenù HER2/neu a K-ras. Aktivace c-myc je èas-
tým nálezem u pokroèilých stadií ovariálních karci-
nomù, což mùže být známkou toho, že c-myc hraje
dùležitou roli pøi progresi onemocnìní. Vztah aktiva-
ce c-myc k odpovìdi na chemoterapii nebyl ještì do-
stateènì prozkoumán.

K-ras
Èlenové rodiny genù ras, c-H-ras (Harvey), c-K-ras
(Kirsten) a c-N-ras (neuroblastoma), jsou onkogeny
nejèastìji spojovanými se vznikem lidských malig-
ních nádorù (pankreas, kolorektum, plíce). c-K-ras
byl lokalizován již v roce 1985 na krátkém raménku

58 Onkogynekologie



12. chromozomu (12p12.1). Aèkoli se tøi rùzné ras
geny liší svou sekvencí, všechny kódují 21 kDa
protein, oznaèovaný také p21ras. Ras proteiny jsou
souèástí bunìèné membrány a mají GTPázovou akti-
vitu. Úèastní se spouštìní rùstu a dìlení bunìk pro-
støednictvím aktivace kaskády serinových a treoni-
nových proteinkináz, jako RAF-1 nebo MAP kinázy
(mitogen activated protein kinases). Ras proteiny
mohou být aktivovány širokou øadou podnìtù. Patøí
mezi nì pøedevším rùstové a diferenciaèní faktory.
Mutovaný K-ras protein ztrácí schopnost spontánní
inaktivace a jako trvale aktivní stimuluje autonomnì
rùst a diferenciaci buòky.

Alterace onkogenu K-ras jsou pozorovány u kar-
cinomu ovaria pomìrnì èasto. Jsou to pøedevším bo-
dové mutace v kodonech 12, 13 a 61 (stejnì jako
u všech ostatních malignit). Øada studií nachází ko-
relaci mezi alteracemi K-ras a histologickým typem
nádoru; jsou èastìjší u mucinózních nádorù, benig-
ních, borderline i maligních (11–75 % oproti 5–36 %
u nemucinózních nádorù). Tyto nálezy podporují hy-
potézu, že mutaèní aktivace onkogenu K-ras je èas-
nou událostí v procesu vzniku ovariálního mucinóz-
ního karcinomu. Pouze nìkolik studií se zabývalo
vztahem alterace K-ras k prognóze onemocnìní. Zá-
vìry jsou kontroverzní, nìkteré studie však uvádìjí
prognosticky nepøíznivý efekt tìchto alterací. Stejnì
jako u onkogenu c-myc i u K-ras není význam aktiva-
ce genu pro odpovìï na chemoterapii dosud jasnì
dokumentován. Pouze jedna studie se zabývala od-
povìdí na terapii platinovými deriváty a nenalezla
žádný signifikantní vztah.

Kalikreiny
Kalikreiny tvoøí skupinu proteinù s alterovanou ex-
presí v mnoha lidských malignitách. Mnohé z nich
byly u karcinomu ovaria popsány jako nezávislé
prognostické nebo prediktivní faktory. Zajímavá je

pøedevším asociace exprese hK4 s rezistencí k taxa-
nùm.

2.2.2 Molekulární genetika
karcinomu endometria

Na základì histologických, biologických a moleku-
lárnìgenetických charakteristik mùžeme odlišit dva
typy endometriálního karcinomu. Tyto dva typy ne-
lze chápat zcela dogmaticky, napø. nìkteré non-
-endometroidní karcinomy zøejmì vznikají na pod-
kladì preexistujícího endometroidního karcinomu
(tab. 2.4).

� Typ I karcinomu endometria
Typ I pøedstavuje cca 80 % všech zhoubných nádorù
dìložní sliznice. Vzniká na základì atypické hy-
perplazie endometria a je podmínìn estrogenní
stimulací. Maximum výskytu je u žen v pre- a peri-
menopauze. Je doprovázen obezitou, hyperlipidemií,
anovulaèní sterilitou a pozdním nástupem menopau-
zy. Typicky je takový nádor omezen na dìlohu a má
pøíznivou prognózu.

V buòkách tìchto nádorù èasto nacházíme mikro-
satelitární instabilitu (MSI, 25–30 %) s pøedpokladem
pùvodní inaktivace (vèetnì hypermetylace promoto-
rù) genù mismatch repair systému (MLH1, MSH2,
MSH3, PMS2, MSH6). Dále jsou èasté pøedevším tøi
alterace: intragenové mutace genù PTEN (37–61 %),
K-ras (10–30 %) a â-kateninu (25–38 %).V menší
míøe jsou nacházeny i mutace genù pro TGFâ, Bax
a IGF-RII.

Gen PTEN je lokalizován na 10. chromozomu
(10q23.3). Tento region podléhá ztrátì heterozygozi-
ty u 20–30 % karcinomù, intragenové mutace jsou
pøítomny u 30–80 % nádorù. Mutace genu PTEN
jsou navíc nacházeny až u 20 % hyperplazií s atypie-

Molekulární biologie v klinické praxi 59

2

Tab. 2.4 Klinické, patologické a molekulární charakteristiky obou typù karcinomu endometria

typ I typ II

histotyp endometroidní non-endometroidní (serózní papilární)

vìk nižší (pre-, perimenopauzální) vyšší (postmenopauzální)

pøedcházející hyperplazie ano ne

estrogenní dependence ano ne

grade nízký vysoký

myometriální invaze minimální hluboká

biologické chování pomalu progredující rychle progredující

MSI ano ne

LOH ne ano

genové alterace PTEN, â-katenin p53



mi i bez nich, lze tedy pøedpokládat, že se jedná
o èasnou událost v procesu karcinogeneze (obr. 2.5).
To kontrastuje se zjištìními u jiných nádorù, kde jsou
alterace PTEN èasté (karcinom prostaty, maligní me-
lanom, gliomy) a vznikají v procesu karcinogeneze
velmi pozdnì.

Protein PTEN má fosfatázovou aktivitu na lipido-
vých substrátech, pøedevším fosfatidylinositolu. Ten
je velmi dùležitou molekulou, druhým poslem (se-
cond messenger) v signální transdukci a reguluje
fosforylaci proteinkinázy B. Cílem pùsobení fosfory-
lované proteinkinázy B jsou produkty tumor supre-
sorových genù pøímo ovlivòující bunìèný cyklus
(p21, p27) a apoptózu (BAD, MDM2, FKHR). Ztráta
funkce PTEN tak vede k proliferaci buòky a úniku
z kontrolních mechanizmù vedoucích k apoptóze.

Spektrum mutací nacházených v genu PTEN je
široké a zahrnuje všechny tradièní bodové alterace
(missense, nonsense, frameshift). Mutace jsou nej-
èastìji detekovány v exonech 3–5, 7 a 8, ovlivòují ve
svém dùsledku nejen samotnou pøítomnost fosfatá-
zové aktivity, ale také její míru, stabilitu proteinu
a jeho subcelulární lokalizaci.

I u 10–20 % endometriálního karcinomu typu
I byly pozorovány alterace genu p53, vìtšina u nádo-
rù ménì diferencovaných. Až polovina nádorù G3
má mutace genu p53, vzácnì jsou nacházeny u nádo-
rù G2 a nebyly popsány u dobøe diferencovaných
(G1) nádorù ani u hyperplazie. Zvýšená exprese
a mutace p53 jsou spojeny s horší prognózou. Nìkte-

rými autory jsou dokonce nediferencované (G3) en-
dometriální karcinomy øazeny pod typ II.

� Typ II karcinomu endometria
Typ II pøedstavuje cca 10 % endometriálních malig-
nit. Histologicky jde zpravidla o papilární serózní
karcinomy vyvíjející se z endometriálních polypù
nebo prekanceróz v atrofickém endometriu. Nevzni-
ká na podkladì hyperplazie a není závislý na estro-
genní stimulaci. Prognóza je horší, èastìji pozoru-
jeme hlubokou myometriální a lymfovaskulární
invazi. Molekulárnì je typický mutacemi genu p53
a èetnými ztrátami heterozygozity (LOH).

Serózní papilární karcinomy endometria byly stu-
dovány ménì intenzivnì než karcinomy endometri-
ální, což odráží pøedevším jejich nižší výskyt. Aèko-
liv byl výzkum zamìøen na mnoho potenciálních
kauzálních genových zmìn, pouze alterace genu p53
byly detekovány ve vìtšinì nádorù. Nìkteré práce
uvádìjí, že gen p53 je alterován až u 90 % tìchto kar-
cinomù. Typ II karcinomu endometria má tak pomìr-
nì výsadní postavení mezi solidními lidskými malig-
nitami, neboť jen zøídka je to pouze jeden gen s tak
zásadním významem pro karcinogenezi. Zároveò se
zdá, že je to právì chybìjící funkce tumor supresoru
p53, která dává tìmto nádorùm vysoký maligní po-
tenciál. U endometriálních intraepiteliálních karci-
nomù, prekurzorù endometriálního karcinomu typu
II, nacházíme alterace genu p53 v 75 %. Zdá se tedy,
že k inaktivaci dochází èasnì v procesu karcinogene-
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Obr. 2.5 Schéma genových alterací v procesu karcinogeneze jednotlivých typù karcinomu endometria



ze. Tím se nádory typu II také odlišují od typu I, kde
nacházíme výpadky funkce genu p53 až v pozdních
fázích, pøedevším u nediferencovaných nádorù.

Na rozdíl od typu I jsou u typu II velmi vzácné
mutace genù PTEN nebo K-ras. Mikrosatelitární in-
stabilita nebyla dosud u nádorù typu II popsána. Zdá
se, že èetnìjší jsou u typu II alterace genù c-myc
a HER2/neu, dosud však není jasný význam jejich
porušené funkce.

� Ménì èasté typy karcinomu endometria –
nádor z jasných bunìk

Clear cell karcinom je pomìrnì vzácnou variantou
karcinomu endometria. V klinicko-patologickém
hodnocení nacházíme urèité kontroverze ohlednì
biologického chování tohoto nádoru, pìtileté pøežití
se pohybuje v širokém rozmezí 21–75 %. Karcinom
z jasných bunìk se mùže vyskytovat ve své èisté po-
dobì, jasnobunìèná diferenciace však mùže být pøí-
tomna i v nádorech s endometriální, nebo naopak se-
rózní komponentou. I když je jasnobunìèný
karcinom øazen do typu II, urèitá diskrepance v posu-
zování jeho biologického chování, molekulární cha-
rakteristiky a pøítomnost zároveò s endometriální ne-
bo serózní složkou naznaèují, že tento typ nádoru
zcela nezapadá do tradièního dualistického schématu
a mùže tvoøit samostatnou svébytnou jednotku.

Imunohistochemicky, pøi zamìøení na p53, Ki67,
estrogenové a progesteronové receptory, jsou jasno-
bunìèné nádory ve své èisté formì odlišné od typu
I i typu II. Vìtšina jich nenese alterace genù PTEN
ani p53, typické pro jeden z klasických typù. Naopak
nádory, které vykazují pouze v èásti jasnobunìè-
nou diferenciaci a jejichž základní komponentou je
endometriální nebo serózní karcinom, mají vzorec
genových alterací typický pro typ I, nebo II. To pod-
poruje, podobnì jako u karcinomu vajeèníkù, mono-
klonální pùvod obou komponent tìchto nádorù a pøí-
slušnost takového karcinomu k jednomu z obou
klasických typù.

2.2.3 Molekulární genetika
karcinomu dìložního hrdla

Nejvìtší pozornost je u tohoto nádoru vìnována in-
terakci lidského papilomaviru s epiteliální buòkou.
HPV je relativnì malý neobalený DNA virus veli-
kosti cca 55 nm v prùmìru. Jeho genom se skládá
z jedné cirkulární dvouvláknové molekuly DNA ob-
sahující pøibližnì 7900 párù bází.

Kódující je pouze jedno vlákno. Funkènì se ge-
nom dìlí do tøí èástí: prvních 400–1000 párù bází

zaujímá nekódující sekvence (long control region –
LCR). LCR obsahuje tzv. p97 promotor s enhance-
rem a silencerem, tedy sekvencemi, které ovlivòují
úroveò exprese. Tento komplex øídí replikaci DNA
a reguluje transkripci virového genomu. Tato oblast
je podobná tzv. glukocorticoid responsive element –
sekvenci DNA, na kterou se váže komplex
receptor-steroidní hormon (i progesteron) a indukuje
expresi. V nìkterých pracích se tímto efektem vy-
svìtluje zvýšení rizika cervikálního karcinomu
u dlouhodobých uživatelek kombinované orální kon-
tracepce.

Druhou èást tvoøí sekvence èasných genù E1, E2,
E4, E5, E6 a E7, které se úèastní virové replikace
a zasahují do tumorogeneze. Tøetí èást je tvoøena
pozdními geny kódujícími kapsidové strukturální
proteiny L1 a L2.

K infekci HPV jsou citlivé pøedevším buòky
bazální vrstvy skvamocelulárního epitelu. Je pravdì-
podobné, že k infekci je nutné mikrotrauma epitelu.
Pokusy o pasážování HPV v prostých tkáòových kul-
turách selhaly, neboť pro replikaci viru je nutné, aby
probìhl proces diferenciace epiteliálních bunìk.
Množení HPV se tak daøí pouze v biologických mo-
delech (xenografty) nebo v pevných kulturách (raft
culture systems) umožòujících stratifikaci bunìk.

Genom HPV kóduje pouze 8–10 proteinù. Ty
však dokáží zmìnit a „ochoèit“ replikaèní aparát
buòky ve prospìch viru. Pro tumorogenezi jsou klí-
èové dva produkty virových genù – E6 a E7, které in-
teragují s bunìènými tumor supresory, cykliny a cyk-
lin dependentními kinázami, tedy klíèovými faktory
regulace bunìèného cyklu.

� Virový onkoprotein E6
Vazba proteinu E6 high-risk typu HPV na protein
p53 spouští modifikaci tohoto komplexu bunìènými
ubikvitin-ligázami a jeho následnou degradaci. Zá-
sadnì je poté alterována regulaèní funkce p53 v G1
fázi, spuštìní apoptózy a oprav DNA. Inaktivace pro-
teinu p53 vede k nadmìrné tvorbì cyklinu B, který
ovlivòuje pøechod z G2 do M fáze mitózy. E6 mùže
navíc aktivovat telomerázu nezávisle na pøítomnosti
p53.

Protein E6 low-risk typu HPV neváže p53 na de-
tekovatelné úrovni a ani v in vitro studiích neovliv-
òuje stabilitu proteinu p53.

� Virový onkoprotein E7
Protein E7 high-risk typu HPV se váže na hypofos-
forylovanou formu proteinù z rodiny produktù Rb
genù. Vazba vede k rozpojení komplexù pRb a trans-
kripèního faktoru E2F-1. Uvolnìný E2F-1 spouští
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transkripci genù nutných pro pøechod z G1 fáze mitó-
zy do S fáze. Navíc mùže protein E7 interagovat
s dalšími promitotickými faktory, napø. cyklinem E.
Dùsledkem je stimulace syntézy bunìèné DNA
a proliferace buòky. E7 nezávisle na pRb indukuje
abnormální centrozomální duplikaci.

Protein E7 low-risk typù HPV váže protein pRb
s nižší intenzitou.

� Integrace virového genomu do genomu
hostitelské buòky

V low-grade intraepiteliálních lézích se virová DNA
nachází jako extrachromozomální element, zatímco
v high-grade lézích se virová DNA integruje do ge-
nomu hostitelské buòky. To vede nejèastìji k naruše-
ní sekvence genu pro virový protein E2, který potla-
èuje transkripci genù E6 a E7. Dùsledkem je zvýšená
exprese tìchto dvou genù.

Integrace virového genomu do genomu hostitel-
ské buòky je pøímým dùsledkem papilomavirem in-
dukované chromozomální instability a je dùležitým
faktorem v progresi pøednádorových lézí. Integrace
do hostitelského genomu vede k narušení nebo dys-
regulaci mnoha dùležitých bunìèných genù v dùsled-
ku inzerèní mutageneze.

� Predispozièní polymorfizmus genu p53
V roce 1998 byl popsán možný vliv polymorfizmu
v kodonu 72 genu p53 na riziko HPV indukované
karcinogeneze v cervikálním epitelu. Pøedpoklad
zvýšení rizika byl založen na pozorování, že protein
p53 je efektivnìji inaktivován virovým proteinem
E6, pokud má v pozici 72 aminokyselinu arginin – ve
srovnání s formou, kdy je na pozici 72 prolin. V brit-
ské populaci je pro homozygoty arginin/arginin po-
psáno 7× vyšší riziko HPV asociovaného karcinomu
dìložního hrdla ve srovnání s heterozygoty argi-
nin/prolin. V èeské populaci jediná práce toto zvýše-
ní rizika neprokazuje a ani v jiných populacích není
dosud význam tohoto polymorfizmu zcela jasný.

� Molekulární cíle v procesu vzniku
karcinomu dìložního hrdla

I když je více než 99 % karcinomù dìložního hrdla
spojeno s HPV infekcí, ne všechny HPV pozitivní
ženy karcinomem onemocní. Vývoj zhoubného ná-
doru dìložního hrdla je tedy mnohostupòovým pro-
cesem, v nìmž HPV hraje významnou iniciaèní úlo-
hu. Velká pozornost je vìnována identifikaci dalších
subcelulárních pochodù, jejichž defekty vznikají
v prùbìhu karcinogeneze. Mezi tyto cíle patøí geny
p16, Ki67, EGFR, COX-2 a geny pro keratiny a ma-
trixmetaloproteinázy.

2.3 Metody molekulární genetiky s významem
pro klinickou praxi

2.3.1 Polymerázová øetìzová reakce

Polymerázová øetìzová reakce (PCR – polymerase
chain reaction) byla vyvinuta v 80. letech minulého
století a je široce používanou metodou, která slouží
pøedevším k získání dostateèného množství materiá-
lu k následným analýzám nebo vytváøí dostateèné
množství cílové sekvence k pøímé nebo nepøímé de-
tekci.

V izolované DNA je cílová sekvence, tedy místo
v DNA, které chceme zkoumat, v pomìru k ostatním
sekvencím zastoupena ve velmi malém množství, jež
nám vìtšinou neumožòuje detekovat napø. zmìny
v základní struktuøe (sekvenci) zkoumaného úseku.
PCR nám umožòuje cílenì si tento a pouze tento úsek
namnožit – amplifikovat tak, aby ve výsledném roz-
toku pøedstavoval naprostou vìtšinu genetického
materiálu. Ten lze pak použít k dalším experimen-
tùm (napø. restrikci nebo sekvenování) nebo pøímo
detekovat (napø. elektroforézou, denaturaèní kapali-

novou chromatografií/denature high performance li-
quid chromatography – DHPLC, fragmentaèní
analýzou apod.).

Samotná reakce probíhá v mikrozkumavce, která
je umístìna v termostatu schopném mìnit velmi
rychle a preciznì teplotu (cykler). V reakèní smìsi je
obsaženo:
– templátová DNA (základní materiál, jehož urèitý

úsek chceme namnožit, amplifikovat),
– primery – krátké (obvykle 20–30bázové) úseky

jednovláknové DNA; primery jsou dva (oznaèo-
vané jako forward a revers), každý komplemen-
tární k jinému vláknu DNA a ohranièují ampli-
fikovanou oblast; jejich 3´ konce slouží jako
„oèko“ (místo, od nìhož lze zaèít syntézu) pro
DNA polymerázu,

– DNA polymeráza – enzym, který napojuje kom-
plementárnì deoxynukleosidtrifosfáty (základní
stavební kameny DNA) podle templátu stávající-
ho vlákna DNA na 3´OH skupinu pøedchozího
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