
Nádorová progrese 
Invazivita a vznik metastáz 

Angiogeneze 
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Invazivita – vznik metastáz 
 
Metastázy - tvorba progresívně rostoucích sekundárních nádorových 
fokusů v místech nespojených s primárním nádorem.  
 

Metastatická kaskáda - série definovaných kroků: 

• uvolnění buňky (od okolních buněk, ECM) 

• překonání bazální membrány v epitelech (metalloproteinázy) 

• překonání bazální membrány a endotelu cév 

• přenos krevním (lymfatickým) řečištěm 

• překonání endotelu, bazálních membrán v jiné lokalitě  

• uchycení v nové tkáni (hyaluronan a jeho receptory - CD44, integriny)  

• přežívání, proliferace  

• vznik mikro- a makrometastáz - letalita onemocnění 
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Vznik a struktura metastáz 
Existuje řada genů a proteinů, které 
regulují metastatickou schopnost buněk a 
které musí být koordinovaně exprimovány.  
Ztráta funkce tzv. supresorových genů pro 
metastázy, které zabraňují tvorbě 
spontánních, makroskopických metastáz, 
aniž by ovlivňovaly růst primárního nádoru 
(prvním z objevených genů je nm23).  
 
Význam dostupnosti cév, angiogeneze - 
tvorba cév v nádoru. 
 
Nádory kůže a dalších tkání nejčastěji 
kolonizují první plíce obsahující první spád 
kapilár většiny orgánů. 
Ze střeva teče krev do jater - nádory střeva 
metastazují do jater. Nádory prostaty 
metastazují do kostí díky afinitě mezi 
receptory nádorových buněk prostaty a 
molekul v kostní tkáni. 
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Benigní versus maligní nádory 

Adenomy – benigní, morfologicky stejné jako původní tkáň, ohraničené 
od okolní tkáně, neinvazivní 
Adenokarcinomy – maligní, změněné morfologické i funkční vlastnosti, 
prorůstají do okolní tkáně, invazivní, vznik metastáz 
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Přechod z benigního do progresivního maligního stádia – průnik buněk bazální 
laminou, uvolnění buněk a průnik do cévního řečiště, putování cévami (přežívá 
cca 1 buňka z 1000), adheze na cévní stěnu, průnik cévní stěnou, zahájení 
proliferace  - tvorba metastáz ve vzdáleném orgánu 
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Proces vzniku metastáz 
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Význam buněčné adheze 
 
Pro vznik metastáz jsou důležité zejména změny v buněčné 
adhezi a komunikaci 
 
Buňky se pro předání signálu musí dotýkat - “juxtacrine 
signaling” 
 
Kontakt buňka-buňka - kadheriny (E-kadherin) na povrchu 
jsou propojeny přes katenin, vinkulin, plakoglobin 
s cytoskeletonem - geny kódující tyto proteiny označeny jako 
supresorové geny pro metastázy 
 
Kontakt buňka - extracelulární matrix (ECM) - integriny 
Anchorage dependence - závislost na podkladu 
Area code - specifická oblast bazální membrány 
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„Junctional“ a „nonjunctional“ adhezívní mechanizmy živočišných 
buněk pro vzájemnou vazbu a pro vazbu k extracelulární matrix 



Síť proteinových spojů u normálních  epiteliálních buněk 
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Adheze buněk 

Pro uvolnění buněk z nádorové 
masy i pro jejich uchycení a 
tvorbu metastáz ve vzdálené tkáni 
jsou důležité jak vzájemné 
buněčné vazby tak vazby k ECM. 
Uvolněná buňka bez příslušných 
vazeb za normálních okolností 
není schopna přežít.  
Přežití umožňují poruchy regulace 
apoptózy – anoikis („detachment-
induced apoptosis“). 
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Karcinom in situ 
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Malignita – buňky pronikají přes bazální laminu a 
stroma 
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Invaze do krevních a lymfatických cév 
- narušení endotelové bariéry  
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Adheze nádorových buněk na cévní 
stěny ve vzdálených tkáních 
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Metastatická nádorová buňka proniká  
přes endotelovou bariéru do tkáně, uchytí 
se, začne se dělit a tvoří sekundární nádor 

14 



„Docking“ 

Hypotéza „docking a locking“. Interakce nádorových buněk s cévními 
endoteliálními buňkami může být rozdělena do počáteční fáze slabé adheze 
(„docking“) a pozdější fáze pevné adheze („locking“). Je znázorněna účast 
specifických skupin adhezívních molekul v těchto dvou fázích. Přechod je 
zprostředkován širokou škálou bioaktivních mediátorů. TC = Tumor cell; EC = 
endothelial cells; ECM = extracellular matrix.  

TC 

EC 

Transition „Locking“ 

TC 

• slabé a přechodné 
vazby 
• zprostředkované 
zejména rozpoznáním 
uhlovodík - uhlovodík 

• aktivace nádorových a 
hostitelských buněk 
(platelety, leukocyty, 
endoteliální buňky atd.) 
• tvorba zánětlivých cytokinů, 
chemokinů a bioaktivních 
lipidů 
• Exprese inducibilních 
adhezívních molekul   
(selektiny, ICAM, VCAM) 

• pevnější adheze nádorových buněk    
k endoteliálním buňkám 
• zprostředkované v základu 
integrinovými receptory 
• integriny jsou hlavními přenašeči 
signálu pro následné molekulární 
děje (uvolnění od endoteliálních b., 
interakce s ECM, proteolýza, pohyb 
buněk a invaze) 
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Interakce nádorové buňky s 
endotelem 

Úloha nádorově supresorového proteinu KAI1/CD82 (tetraspanin) – blokuje 

migraci a tvorbu metastáz. Interaguje s řadou molekul (EGFR, integriny)  a 

DARC (Duffy antigen receptor for chemokines) na endotel. buňkách- indukce 

senescence. Nádorové buňky bez KAI1 úspěšně kolonizují okolní tkáň.  
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Woodward J. Cell Adhesion & Migration 2008 

Prostup (diapedeze) nádorových buněk kolonu 
endotelem 

Volné putující nádorové buňky nejdříve tvoří volné vazby s endotelem, 
pak rolují a tvoří pevné vazby zprostředkované specifickými adhezívními 
molekulami jako je E-selektin. Po vytvoření pevné vazby zahajují 
nádorové buňky diapedezu: 1) migrují mezi spoji endoteliálních buněk 
(paracelulární diapedeza), 2) tvoří mozaikovitou chimerickou vrstvu 
obou typů buněk a 3) pronikají skrz endoteliální buňky ve velké vakuole 
(transcelulární diapedeza). 
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Adherentní spoje mezi sousedními epiteliálními 
buňkami (E-kadherin), organizace a stabilita ovlivněna 
glykany (zvýšená biosyntéza koreluje s migrací a invazí) 

Rambaruth N.D.S. a Dwek M.V., Acta Histochemica 113:591, 2011 



Interakce mezi buňkami a ECM 
Vazebná místa integrinů pro složky ECM (fibronektin, laminin) 

Rambaruth N.D.S. a Dwek M.V., Acta Histochemica 113:591, 2011 



P-, E- and L-selektiny u aktivovaných endotheliálních buněk a 
leukocytů se vážou ke specifických nádorovým ligandům 

Rambaruth N.D.S. a Dwek M.V., Acta Histochemica 113:591, 2011 



Galektiny se účastní adhezí buňka-ECM, migrace, růstu, 
apoptózy a diferenciace.  
Tvoří propojení důležitá při aktivaci receptorů a indukci vnitrob. 
signálů 
Jsou změněny v patologických podmínkách 

Rambaruth N.D.S. a Dwek M.V., Acta Histochemica 113:591, 2011 



Poruchy proteolytické – antiproteolytické 
rovnováhy 
 
Kooperativní aktivita systému proteolytických enzymů: 
• Lyzozomální proteázy (aspartyl a cystein proteázy – katepsiny) 
• Serinové proteázy – plasminogen, plasminogenové aktivátory (PA) 
• Metalloproteinázy 
 
Plasminogenové aktivátory - přeměňují plasminogen na plasmin. 
Plasmin degraduje různé složky ECM včetně fibrinu, fibronektinu, lamininu 
atd. Plasmin také aktivuje několik typů metaloproteináz. 
 
Rodina metaloproteináz (MMP) - asi 16 členů,  většina jsou rozpustné 
sekretované enzymy nebo transmembránové proteiny schopné digesce 
ECM nebo komponent bazální membrány. Různé typy podle struktury a 
substrátové specifity (kolagenázy, gelatinázy, stromelysiny). PA a MMPs 
jsou sekretovány spolu se svými inhibitory (za normálních podmínek nízká 
hladina), což zajišťuje přísnou kontrolu lokální proteolytické aktivity a je 
tak zachována normální struktura tkání. 

22 



Kontrola aktivity PA a MMP 
 

Aktivita PA i MMP je kontrolována na několika úrovních: 
• exprese se zvyšuje působením angiogenních růstových faktorů a 
cytokinů 
• pro-MMP a pro-PA  mohou být proteolyticky aktivovány 
• MMP, plasmin a PA jsou regulovány tkáňovými inhibitory MMP (TIMP). 
 
Během nádorového růstu a tvorby metastáz je kontrola proteolytické 
aktivity narušena.  
 
U mnoha typů nádorů (kolorekta, prsu, žaludku, moč. měchýře, 
prostaty) byla detekována vysoká aktivita MMPs.  
Byla také nalezena dobrá korelace mezi množstvím MMPs a a agresivitou 
a invazivitou nádoru. 
 
Po proteolytické degradaci zahajují "vedoucí" endoteliální buňky migraci 
přes degradovanou matrix.  
Jsou následovány proliferujícími endoteliálními buňkami, které jsou 
stimulovány řadou faktorů, z nichž některé jsou uvolňovány z 
degradované ECM. 
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Proteázy degradující ECM a jejich inhibitory 
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Reaktivní metabolity kyslíku (ROS)  
v proteolytické – antiproteolytické rovnováze 

Oxidativní změny biologicky 
aktivních proteinů závislé na 
typu a koncentraci ROS 

Modifikace struktury proteolytických 
enzymů a jejich inhibitorů vede k 
porušení rovnováhy. Tyto změny 
zpětně podporují další produkci 
ROS granulocyty a makrofágy. 
Zvýšená proteolýza a destrukce 
ECM – invaze - metastázy 
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Význam interakce hyaluronan a CD44 
 CD44 – pleomorfní doména vážící hyaluronan a další molekuly 
Hyaluronan – důležitý pro vazbu nádorové buňky s ECM 
přenos signálu reorganizující cytoskeleton a aktivující spec. molekuly 

Misra S et al., FEBS J 278:1429, 2011 



Model interakce mezi nádorovými 
buňkami a stromatem 

Misra S et al., FEBS J 278:1429, 2011 



Metody výzkumu 
 

Metodickým základem současného výzkumu je úspěšné klonování 
předpokládaných metastatických  genů a manipulace s jejich expresí nebo funkcí 
genových produktů.  
 
3 nejobecněji používané testy metastatického procesu:  
1) test na spontánní metastázy - nádorové buňky jsou subkutánně injikovány  
do syngenních nebo imunodeficientních zvířat. Test napodobuje přirozenou 
situaci. 
  
2) test na experimentální metastázy - nádorové buňky jsou injikovány 
intravenózně. Test odhaduje schopnost buněk opustit krevní řečiště a 
kolonizovat specifické tkáně. 
  
3) test invazivity - nádorové buňky jsou umístěny na povrch matrix (tvořené 
např. z kuřecí srdeční nebo chorioalantoidní membrány či umělé membrány)   a 
sleduje se migrace tímto materiálem. 
  
Poznatky o povrchových a intracelulárních regulačních molekulách účastnících se 
metastatického procesu jsou vodítkem pro nové terapeutické přístupy - 
využití specifických monoklonálních protilátek nebo „antisense“ techniky. 
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Úloha mucinů v karcinogenezi 
 
Muciny - velké glykosylované proteiny syntetizované 
buňkami  gastrointestinálního, dýchacího a močopohlavního 
ústrojí. Chrání epitel proti mechanickému, chemickému, 
enzymatickému a mikrobiálnímu poškození. 
 
Kódovány řadou genů, tkáňově specifické 
Hlavní mucin sekretovaný gobletovými buňkami ve střevě – 
MUC2. 
 
Poruchy povrchových mucinů jsou obecnou charakteristikou 
maligní transformace. Jsou odpovědné za abnormální chování 
buněk: změny adheze nebo metastázování a uniknutí z 
imunologického dozoru. 
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Nádory využívají  
a) antiadhezívních vlastností mucinů k uvolnění z nádorové masy a okolního 
stromatu a k invazi,  
b) adhezívních vlastností mucinů k připojení k endotelu a k invazi,  
c) muciny k úniku z imunologického dohledu. 
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Antiadhezívní vlastnosti mucinů 

Normální epiteliální buňky – s membránou spojené muciny na 
apikálním konci – adheze buňka-buňka a buňka-substrát. 
Nádorové buňky – exprese mucinů po celém povrchu blokuje 
receptory a adheze s ostatními buňkami. 
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Angiogeneze – neovaskularizace 
  
Angiogeneze je proces tvorby nových krevních kapilár.  
U dospělého jedince je proliferace endoteliálních buněk velmi nízká. 
Fyziologickou vyjímku, kde je ale angiogeneze přísně regulována, tvoří 
ženský reproduktivní systém a hojení ran. 
 
Neregulovaná angiogeneze je spojena s řadou patologických stavů jako je 
revmatická artritida, psoriasis, diabetická retinopatie a nádorová 
onemocnění  
Nádorový růst a tvorba metastáz jsou závislé právě na angiogenezi. 
 
Úloha: 
• zásobování živinami a kyslíkem.  
• cesta, kudy se nádorové buňky dostávají do oběhu a mohou tak 
metastázovat v různých vzdálených orgánech. 
 
Angiogeneze je komplexní proces zahrnující širokou souhru mezi buňkami, 
rozpustnými faktory a složkami extracelulární (mimobuněčné) matrix 
(ECM). 
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Proliferace nových 
krevních  kapilár, které 
prokrvují nádor (kyslík, 
výživa) a umožňují 
rozšiřování nádorových 
buněk krevním řečištěm 
do dalších míst. 
 
Endoteliální buňky 
produkují růstové faktory 
a nádorové buňky 
produkují angiogenní 
proteiny a suprimují 
angiogenní inhibitory 
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Angiogeneze 



Hlavní endogenní induktory angiogeneze 
 
Peptidové růstové faktory a prozánětlivé mediátory 
•vaskulární endoteliální růstový faktor (rodina VEGF) a angiopoetiny 
působí specificky na endoteliální buňky. Působí přes tyrosin kinázové 
receptory a fungují protiapopticky 
 

•cytokiny a chemokiny přímo působící - aktivují řadu dalších buněčných 
typů. Prototypem je bFGF (basic fibroblast growth factor) a PDGF 
(platelet growth factor) a interleukiny (IL-8, IL-3). 
 

•nepřímo působící cytokiny (tumor necrosis factor – TNFα a tumor 
growth factor - TGFβ), které působí uvolňování dalších faktorů z 
makrofágů, endoteliálních nebo nádorových buněk. Např. TNFα 
stimuluje uvolňování VEGF, IL-8 a FGF-2 z endoteliálních buněk. 
 

•Enzymy (COX-2, angiogenin), hormony (estrogeny), oligosacharidy 
(hyaluronan), hemopoetické faktory (EPO, G-CSF, GM-CSF), adhezívní 
molekuly (VCAM-1, E-selektin), oxid dusíku atd. 
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Geny MMP transkripčně regulovány AP-1 – indukovány cytokiny (IL-

4, IL-10, TGF, bFGF – aktivace MAPK (mitogen-activated protein 

kinase). 

 

Endogenní inhibitory angiogeneze: trombospodin-1, 

interferon /, prolactin, angiostatin, endostatin, vasostatin 

atd. 

 

Zahájení nádorové angiogeneze  je výsledkem posunu 

v rovnováze stimulátorů a inhibitorů. 



Furuya M, Vacular Health and Risk Management 2005 

Patologická neovaskularizace během nádorové progrese 

Nádorová tkáň produkuje prozánětlivé faktory a vasoaktivní látky podporující 
neovaskularizaci (VEGF, cytokiny). Ta je podporována i  progenitorovými buňkami 
z kostní dřeně (EPC) a z oběhu,  hemopoetickými kmenovými buňkami (HPC) a 
dalšími diferencovanými buňkami monocytární řady (makrofágy, dendritické 
buňky). 
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Úloha buněčné adheze 
 
Proces buněčné invaze, migrace a proliferace je zprostředkován také 
adhezívními molekulami. 

 
Interakce buňka-buňka a buňka-ECM  
Buněčné adhezívní molekuly (cell adhesion molecules – CAM) 
děleny do 4 základních skupin v závislosti na jejich biochemických a 
strukturálních vlastnostech:  

• selektiny   
• imunoglobulinová supergenová rodina  
• kadheriny   
• integriny  
 

Členové každé z nich se uplatňují v angiogenezi. 
K zahájení angiogenního procesu se musí endoteliální buňky uvolnit 
od sousedních buněk.  
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Během invaze a migrace je interakce endoteliálních buněk s ECM 
zprostředkována integriny. Také konečná fáze angiogenního procesu, 
včetně konstrukce kapilárních smyček a určení polarity endoteliálních 
buněk vyžaduje buněčné kontakty a kontakty s ECM. 
 
Integriny (2 nekovalentně spojené jednotka alfa a beta) - 
heterodimerizují ve více než 20 kombinacích. Endoteliální buňky tak 
exprimují několik různých integrinů -  napojení na široké spektrum 
proteinů ECM. V aktivovaném endotelu mohou suprimovat aktivitu p-
53 a p21 a zvyšovat poměr Bcl2:Bax, což má antiapoptické účinky 
 
Další molekuly: 
•vaskulární endoteliální kadherin zprostředkovává na Ca2+ závislé 
homofilní interakce mezi endotel. buňkami. 
•členové ICAM zprostředkovávají heterofilní adheze. Jsou zvyšovány 
TNFalfa, IL-1 nebo INF-gamma. 
•P- nebo E-selektin - podporují adhezi leukocytů k cytokiny 
aktivovanému endoteliu 
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Interakce heparan sulfátu (HS) s VEGF na 
receptorech endoteliálních buněk během 
angiogeneze.  

Rambaruth N.D.S. a Dwek M.V., Acta Histochemica 113:591, 2011 

Proteoglykany podporují rozsev nádorů. HS proteoglykan bývá 

složkou ECM, váže se na VEGF a usnadňuje vazbu receptorových 
tyrozin kináz k růstovým faktorům. Je zvýšen během angiogeneze. 



V nádorových buňkách prostaglandiny (PGs) tvořené přes cyklooxygenázu-2 
(COX-2) zvyšují produkci růstových faktorů jako je VEGF, které působí přímo 
na endoteliální buňky a bFGF, který stimuluje produkci COX-2 u fibroblastů.  
PGs tvořené ve fibroblastech stimulují produkci VEGF, který působí 
parakrinním způsobem na endoteliální b.  a opět zvyšuje aktivitu COX-2 a 
usnadňuje permeabilitu cév a angiogenezi. Inhibitory COX-2 blokují produkci 
PGs a tak zabraňují angiogenezi indukované růstovými faktory. 

Model angiogeneze - interakce buněčných typů 

COX-2 

?GF 

PGs 

Neoplastická 
buňka 

bFGF 
COX-2 

Permeabilita, 
Neovaskularizace 

VEGF 

Endoteliální 
buňka 

Fibroblast 

PGs 

PGs 

COX-2 

VEGF 
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Stupeň angiogeneze jako prognostický 
faktor 
 
Úzký vztah mezi angiogenezí a tvorbou metastáz.  
Čím intenzívnější angiogeneze, tím větší riziko metastáz a horší 
prognóza nádorového onemocnění. 
 
Histologické řezy a detekce fokálních oblastí tzv. „hot spots“ pomocí 
monoklonálních protilátek proti cévnímu endotelu nebo adhezívním 
molekulám CD31 a CD34. 
 
Kvantitativní hodnocení je prognostickým faktorem např. u rakoviny 
prsu, děložního čípku, močového měchýře a melanomu. 
 
Zvýšená vaskularizace kostní dřeně – horší prognóza u akutní 
leukémie. 
 
Inhibice angiogeneze – léčebná metoda 
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Antiangiogenní terapie 
   

Výhody proti terapii mířené přímo proti nádorovým buňkám. Endoteliální buňky 
jsou geneticky stabilní, diploidní a homogenní cíl a zřídka zde dochází k mutacím.  
 
Také jejich obnova je 50 krát vyšší než v normální klidové tkáni a aktivované 
krevní cévy vykazují specifické markery jako jsou integriny a selektiny nebo VEGF 
receptory. Hustota cév uvnitř nádoru má také prognostickou hodnotu.  
 
Byla nalezena pozitivní korelace mezi nádorovou angiogenezí a rizikem vzniku 
metastáz, znovuobnovení nádoru a smrtí. 
 

•inhibitory buněčné invaze, motility a adheze (inhibitory MMP aktivity, inhibice 
buněčných adhezívních molekul) 
•inhibitory aktivovaných endoteliálních buněk (trombospodin-1 - fyziologický 
inhibitor angiogeneze, který je snížen během aktivace angiogeneze a jeho 
produkce je regulována p53, angiostatin a endostatin - zdrojem jsou samotné 
nádorové buňky,  uměle syntetizované látky (talidomid) 
•látky, které interferují s angiogenními růstovými faktory a jejich receptory 
(specifické protilátky, INF-alfa) 
•inhibitory enzymů jako je COX-2 (NSAIDs) 
•tzv. "vascular targeting" - inhibice růstu nádoru destrukcí nádorových cév  
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Endogenní inhibitory angiogeneze 



From National Cancer Institute Database (updated August 1999). 
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Inhibitory angiogeneze v klinických 
zkouškách 
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Získané vlastnosti nádoru 

Většina nádorů získává během 
vývoje stejný soubor funkčních 
vlastností, i když různými 
mechanismy. 
 
•Samostatnost s ohledem na 
růstové signály 
•Necitlivost k růstově inhibičním 
signálům 
•Neomezený proliferační potenciál 
•Poruchy apoptózy 
•Zachování angiogeneze 
•Tkáňová invaze a tvorba metastáz 

 

Hanahan D. and Weinberg R:A., Cell 100:57, 2000 



Paralelní dráhy vzniku a rozvoje nádorového 
onemocnění Obecně všechny nádory  

získávají stejných  
6 charakteristických znaků.  
 
Různé typy nádorových typů a 
subtypů  se však liší způsobem 
jak je získávají i chronologickým 
pořadím. 
 
U některých nádorů může 
genetická porucha vybudit  
několik těchto znaků současně. 
 
Např. ztráta funkce p53 usnadňuje 
jak angiogenezi tak rezistenci  
k apoptóze a vyvolává genomovou 
nestabilitu (5 krokový model). 
 
U jiného nádoru dochází k souhře 
2 a více různých genetických 
změn, čímž se zvyšuje počet kroků 
vedoucích k dokončení nádorové 
progrese (8 krokový model). 

Hanahan D. and Weinberg R:A., Cell 100:57, 2000 46 



Nádorové mikroprostředí - podpora nádorového 
stromatu 

Li H et al, J Cell Biochem 101:805, 2007 

Nádorové stroma přispívá  
ke genetické nestabilitě 
nádorových buněk.  
 
Hypoxie, nedostatečná výživa, 
snížené pH a tvorba volných 
radikálů ve stromatu jako 
důsledek nedostatečného 
přísunu krve a faktory 
uvolňované zánětlivými 
buňkami a aktivovanými 
fibroblasty podporují mutace 
DNA a tlumí reparační 
mechanismy. 
 
Mutátorový fenotyp nádorových 
buněk dovoluje tvorbu a selekci 
agresivních klonů s velkým 
metastatickým potenciálem.  
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Nádory jako komplexní tkáně 

V nádorech mutované nádorové buňky přeměňují normální buněčné 
typy tak, aby s nimi spolupracovaly v dalším rozvoji onemocnění. 
Objasnění interakce mezi nádorovými geneticky změněnými a 
normálními buňkami je zásadní pro porozumění rozvoje  nádorů a  
pro vývoj nových efektivních terapeutických přístupů.  

48 Hanahan D. and Weinberg R:A., Cell 100:57, 2000 
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