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EDITORIAL

Editorial

Nadorova onemocnéni se stale vyznacuji vysokou umrtnosti. K vétsiné imrti dochazi v dlisledku pozdni diagnézy a nedostup-
nosti specifické 1é¢by. U velkého poctu pacientd je nicméné nadorové onemocnéni stale diagnostikovano az v pokrocilém sta-
diu, protoze v klinické praxi je k dispozici zatim pouze nékolik dostatecné citlivych a specifickych biomarkerd. Moznym feSenim
tohoto problému je identifikace biomarker( vyuZitelnych pro ¢asnou diagnézu onemocnéni a pro vybér optimalni Iécebné stra-
tegie. Hlavnim problémem je pfilis zdlouhavy proces prevadéni poznatkl zakladniho vyzkumu na Gcinné léky a diagnostické po-
stupy v praxi.

Regiondlni centrum aplikované molekuldrni onkologie (RECAMO) bylo zaloZeno Masarykovym onkologickym dstavem, dlouho-
dobym ¢lenem OECI (Organisation of European Cancer Institutes). Masaryk(v onkologicky Ustav je instituci zaujimajici jiz po pét
desetileti predni misto v komplexnilé¢bé rakoviny a ve vyzkumu tohoto onemocnéni.V soucasné dobé predstavuje nejvétsi kom-
plexni onkologické centrum v Ceské republice. RECAMO od svého vzniku na konci roku 2010 vytvofilo multidisciplinarni skupinu
vyzkumnych pracovnik( a lékaiskych specialistli za ucelem klinické aplikace informaci ziskanych studiem definovanych oblasti
nadorového vyzkumu. V roce 2015 projekt RECAMO pfresel v novy navazujici projekt RECAMO2020 (€. projektu LO1413) podpo-
feny Narodnim programem udrzitelnosti | (NPU I) o celkové finan¢ni podpore ve vysi 114,47 mil.K¢, s cerpanim poskytnuté pod-
pory ze statniho rozpo¢tu do 31.12.2019.

Hlavnim cilem projektu RECAMO2020 je dalsi rozvoj udrzitelného, inovativniho a vysoce kvalitniho pdvodniho vyzkumu v ob-
lasti molekularni onkologie, jehoZ vysledky budou aplikovany v oblasti nové se rozvijejici personalizované onkologické 1écby.
Projekt je zaméfen na moderni onkologicky vyzkum provédény s vyuzitim nové vybudované vyzkumné infrastruktury RECAMO
(www.recamo.cz). Cilem projektu je ziskat vysoce kvalitni vysledky v rdmci medicinského vyzkumu a zpfistupnit je pro praktické
vyuziti v oblasti komplexni onkologické péce.

V souhrnu je projekt RECAMO2020 navrzen tak, aby podpofil a) transparentni onkologicky vyzkum zaméfeny na kvalitu s po-
tencialem praktické aplikace, b) sou¢innost vyzkumnych infrastruktur, jako jsou banky biologického materialu BBMRI a akade-
micka klinickd hodnoceni CZECRIN s vyzkumnymi aktivitami zaméfenymi na feSeni konkrétnich problému a c) mezinarodni
konkurenceschopnost centra RECAMO, které jiz nyni pfitahuje zdjem zna¢ného mnozstvi domacich i zahrani¢nich védeckych pra-
covnikl nejvyssi Grovné.
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PREHLED

Nadorove bunky jako dynamicky systéem —
molekularni a fenotypové zmeény v prubéhu

vzniku, progrese a Sifeni nadoru

Cancer Cells as Dynamic System — Molecular and Phenotypic
Changes During Tumor Formation, Progression and Dissemination

Sommerova L., Ondrouskova E., Hrstka R.

Regiondlnf centrum aplikované molekuldrni onkologie, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno

Souhrn

Dobfe nac¢asovang, pfesna a dokonale koordinovand reakce buriky na vnitini i vnéjsi podnéty
predstavuje zakladni predpoklad pro Uspésnou adaptaci savcich bunék na viechny zmény,
které se déji za fyziologickych podminek v priibéhu bunécného vyvoje. Zneuzit téchto schop-
nosti umi pravé nadorové buriky, které jsou tak schopné se pfizplsobit stresovym podminkam,
které predstavuji dllezity predpoklad pro vznik a vyvoj nadoru. Zménou klicovych mechani-
zm( se nddorovym burikdm podafi vyhnout bunécné smrti, a tak je umoznén vyvoj a Sifeni
nadoru. Zmény na genetické Urovni se manifestuji celou fadou fenotypovych projevd, diky
kterym jsou nadorové bunky schopny uniknout obrannym mechanizmdm organizmu, ziskat
rezistenci k 1é¢bé, invadovat, zakladat dormantni loZiska ¢i vytvaret sekundarni nddory. Mezi
jednu ze zakladnich vlastnosti studovanych v poslednich letech patfi zména energetického
metabolizmu, kdy si nddorové burka cilené reguluje pfeprogramovani hlavnich metabolic-
kych drah k vlastnimu prospéchu a uspokojeni zvysenych narokl nejen na energii, ale také
na stavebni materidly, které jsou nutné pro zajisténi zvysené bunécné proliferace. PrizpUso-
beni se okolnim podminkam je nutné i na morfologické urovni, kdy zména tvaru bunék po-
moci reorganizace cytoskeletalnich vldken umozni nadorovym bunkdm zvysit jejich agresivitu
a invazivni vlastnosti. Pochopeni téchto zmén spolu s porozuménim prepinani genetického
programu v nadorovych bunkach umoznujiciho jejich pfechod mezi rliznymi diferencia¢nimi
stadii od nadorovych kmenovych bunék az po plné diferencované burky by tak mohl vést
k odhaleni ,slabych mist” nadorovych bunék a prispét tak k efektivité 1é¢by nadorovych one-
mocnéni. Schopnost nddorovych bunék ménit pravidla vlastniho organizmu tak predstavuje
obrovskou vyzvu pro onkologicky vyzkum.

Klicova slova
preprogramovani bunék - plasticita nadorovych bunék - nddorovy metabolizmus - heteroge-
nita nddoru - remodelace cytoskeletu — metastazy — onkogeneze
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NADOROVE BUNKY JAKO DYNAMICKY SYSTEM — MOLEKULARNI A FENOTYPOVE ZMENY

Summary

Dynamic, punctual and perfectly coordinated cellular response to internal and external stimuli is a crucial prerequisite for adaptation of mam-
malian cells to all changes that occur during cellular development under physiological conditions. Hijacking this ability is characteristic for tumor
cells that are capable to adapt to unfavorable conditions which contribute to the formation and development of cancer during the process of
tumor formation and progression. By changing key mechanisms, malignant cells can avoid cell death and thus allow development and spread of
the tumor. The changes at the genetic level are manifested by various phenotypic characteristics, through which tumor cells are able to escape
defense mechanisms, to acquire resistance to treatment, to invade and to create secondary tumors. In recent years, one of the most studied
properties include changes in energy metabolism, when tumor cells specifically control reprogramming of the main metabolic pathways for their
own benefit and to satisfy their increased needs not only for energy, but also for building materials required for increased proliferation. To adapt
to extracellular conditions, it is necessary that cells undergo morphological changes, where modifications in the cell shape through reorganiza-
tion of cytoskeletal filaments allow tumor cells to increase their invasiveness and other aggressive features. Clarifying these changes together
with understanding of the switch in the genetic program within cancer cells, which allows them to overcome different stages of differentiation
from cancer stem cells to fully differentiated cells, would be an important prerequisite for identification of the cancer cell “weaknesses” and may
lead to improved cancer treatment. The ability of tumor cells to alter the rules of their own organism thus represents an important challenge for

oncological research.

Key words

cellular reprogramming - cancer cell plasticity - cancer metabolism — tumor heterogeneity - cytoskeleton remodeling — metastasis — oncogenesis

Uvod

Transformace normalnich bunék na buriky
nadorové sestava z mnoha krokd spole¢né
vedoucich ke zméné bunécéné struktury
a funkce. V roce 2000 bylo popsano Sest
zakladnich vlastnosti nadorovych bunék:
1. nezdvislost na tvorbé rlistovych fak-
tor(, 2. neomezeny replikacni potencial,
3. zvy3end proliferace, 4. rezistence k bu-
néc¢né smrti, 5. schopnost indukovat an-
giogenezi, 6. zvysend invazivita a tvorba
metastaz [1]. Nedavno k nim pfibylo né-
kolik dalSich, jako je zména energetického
metabolizmu, Unik pfed imunitnim sys-
témem, nadorem vyvolany zanét ¢i geno-
mova nestabilita. Projevem téchto vlast-
nosti tak nadorové burnky ziskavaji svQj
agresivni az devastujici fenotyp. Dalsi vy-
znamnou vlastnosti nadorovych bunék je
schopnost rychle se pfizpUsobit zménam
okolniho prostfedi [2]. Pfikladem je pro-
ces epitelidlné-mezenchymalni tranzice
(EMT), v rdmci kterého dochdazi ke zméné
epitelidIniho typu bunék na mezenchy-
malni, ¢imz se nejen zvysuje migracni po-
tencidl, ale i bunécna plasticita nadoro-
vych bunék [3].V nddorovych burikach téz
dochazi k metabolickym zménam smé-
rem k energeticky méné vyhodné anae-
robni glykolyze [4]. Popsané vlastnosti
jsou spojené se zménami v expresi onko-
gend a nadorovych supresorovych gend.

Zmény v bunécném metabolizmu
Nadorové bunky jsou charakterizo-
vané schopnosti nekontrolovaného bu-

nécného déleni, k ¢emuz je zapotiebi
dostatecné mnozstvi Zivin a energie.
Vybalancovani zvysenych bunéc-
nych pozadavkl je dosazeno transfor-
maci buné¢ného metabolizmu. Prvni
popis metabolickych zmén v pribéhu
tvorby nddoru pochdzi z 30. let 20. sto-
leti, kdy Otto Warburg pozoroval, Ze na
rozdil od normdlnich je v nddorovych
bunkach posilen glukézovy metaboliz-
mus [5]. Deregulace metabolizmu glu-
kézy dle nékterych védcl predstavuje
hlavni predpoklad vzniku nddoru a vy-
znam nadorového metabolizmu do-
klada i skutecnost, ze metabolické bu-
nécné preprogramovani bylo zafazeno
mezi 10 zakladnich vlastnosti nddoro-
vych bunék [6]. Warburglv efekt pied-
stavuje zménu v metabolizmu bunék
charakterizovanou zvysenym pfijmem
glukdzy, kterd je proménéna na pyruvat
a misto nasledného vstupu do Krebsova
cyklu je konvertovéna na laktat. Tento
metabolicky proces je béZné uplatriovén
pfi hypoxickych podminkach, kdy ma
burnka nedostatek kysliku, nicméné na-
dorové bunky preferuji zpracovéni glu-
kézy na laktat i za pfitomnosti kysliku.
Aerobni glykolyza, jak se tento jev na-
zyva, probiha v cytozolu bez Gcasti mi-
tochondrii. Jedna se o rychly zdroj ener-
gie v podobé ATP. Proces je vSiak méné
ucinny, a nadorové buriky se tedy sta-
vaji silné zavislé na zvyseném pfijmu
glukézy [7]. Této vlastnosti se vyuziva
k diagnostickym uceltim, kdy se znaceny

analog glukézy, 2-deoxy-2-"8fluoro-D-
-glukoza, aplikuje pacientovi pfi vyset-
feni pozitronovou emisni tomografii
("®F-FDG-PET) k hledani rychle proliferu-
jicich primarnich nador( a metastaz [8].

Pro nddorovou burku je nutné pod-
stoupit metabolické pfeprogramovani,
aby si udrzela selektivni vyhodu spo-
¢ivajici v bunécném rastu a proliferaci.
Musi v3ak najit zpUsob, jakym ziskavat
nejen energii, ale také stavebni material
pro biosyntézu nukleovych kyselin, pro-
teinq, lipidd a kofaktord, které umozni
udrzet buné¢nou homeostazu v pod-
minkach zvyseného bunécéného stresu
(obr. 1) [9].

Po pfijeti bunkami maze glukéza
vstoupit do procesu glykolyzy vedou-
ciho k produkci ATP nebo mize byt pre-
smérovana do tzv. pentézofosfatové
drahy (PPP). Béhem tohoto procesu je
produkovan rib6za-5-fosfat, ktery pred-
stavuje substrat pro syntézu nukleotidd,
nukleovych kyselin a NADPH (reduko-
vany nikotinamidadenindinukleotid fos-
fat) [10]. Vlivem zrychleného metaboli-
zmu a zvysenou proliferaci v porovnani
s normalnimi burikami dochazi v nado-
rovych bunkach casto k navozeni oxi-
dativniho stresu vyvolaného pfitom-
nosti radikald. Pokud nejsou radikaly
véas odstranény, dochazi k poskozeni
mitochondrialni i jaderné DNA, k oxi-
daci proteint a lipid@ a tim k naruseni je-
jich funkénosti. NADPH slouzi burice ke
zmirnéni a k ochrané pred oxidativnim
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457




NADOROVE BUNKY JAKO DYNAMICKY SYSTEM — MOLEKULARNI A FENOTYPOVE ZMENY

ol

ol PI3K
r-- { :I_.I p53
energie

GLUTAMIN

U S~ aerobni glykolyza

GLUKOzZA

m

' . 5|—pep
Iy HIF1—3 ¢

NADPH

A )~ ochrana pred
Tt oxidativnim stresem

C Y

; - ‘| ," -

. {
/Akt / —>SERIN RIBOZA'S'FOSFAT"Q syntézanukleotidi
7\ /P YRUVAT \ .s.yntéza aminokyselin

c-Myc

WSS

2\ Krebstvcyklus | |

VWIS

syntéza aminokyselin
syntéza lipida
energie

Obr. 1. Schematické znazornéni zakladnich metabolickych drah, k jejichz pireprogramovani dochazi v nadorovych bunkach.

Cervenymi sipkami je oznacen metabolizmus glukdzy, jejiz zvyseny piijem je charakteristicky pro nadorové buriky a metabolizmus glutaminu.
Modfe je zndzornén inhibi¢ni vliv nddorového supresoru p53 a zelené jsou oznaceny efekty jednotlivych drah na burku. Klicové mechanizmy
spojené s preprogramovanim metabolizmu jsou podrobnéji popsané v textu.

stresem a zvysena syntéza tohoto kofak-
toru pomoci PPP je tedy pro nddorovou
bunku zasadni [11].

Meziprodukty glykolyzy se dale uplat-
nuji pfi metabolizmu serinu, ktery je ne-
zbytny pro syntézu nukleotidd, lipidd
a jinych aminokyselin. Zvysena exprese
enzymu PHGDH (fosfoglycerat dehyd-
rogendza), ktery katalyzuje pfeménu
3-fosfoglyceratu ziskaného glykolyzou
na serinovy prekurzor, byla prokdzana
u karcinomu mlécné Zlazy [12] a mela-
nomu [12,13]. Kromé glukdzy jsou na-
dorové bunky zavislé na glutaminu, jenz
se podili na zrychlené proliferaci. Tato
aminokyselina tedy musi byt silné za-
stoupena v kultivacnim médiu pfi stu-
diu nddorovych bunék in vitro. Glutamin
predstavuje alternativni zdroj pro Kreb-
stv cyklus, kdy po vstupu do buriky je
postupné pfeménén na glutamat a na-
sledné na acetyl-CoA, ktery se uplat-
nuje v biosyntéze lipidG a je téz zdro-
jem energie. Navic se jednad o donor
dusiku pro biosyntézu nukleotidd a bil-
kovin [14]. Metabolizmus glutaminu je
spojen se zvysenou expresi transkrip¢-
niho faktoru c-Myc. c-Myc reguluje
membranové transportéry pro gluta-

min a zaroven indukuje expresi enzymu
glutaminazy 1 nutného pro lepsi pfi-
jem a zpracovani glutaminu a vyraznéjsi
tvorbu prekurzorli nezbytnych k syntéze
biomolekul [15,16].

Mezi klicové signalni drahy, které
se podileji na regulaci metabolic-
kych zmén, patii fosfoinositid-3-kinaza
(PI3K)/Akt signalizace [17]. Aktivaci
PI3K/Akt dochazi ke zvyseni glukézo-
vého pfijmu diky zvysené expresi po-
vrchovych receptort GLUT1 a aktivaci
hlavnich enzymu Ucastnicich se degra-
dace glukézy (hexokinaza a fosfofrukto-
kindza 1) [15]. Aktivace PI3K/Akt signali-
zace v pribéhu nadorového procesu tak
predstavuje zdsadni stimul vedouci ke
zménénému energetickému metaboli-
zmu nadorové bunky.

Rozsifujici se poznatky o nadoro-
vém metabolizmu vedou k odhaleni no-
vych funkci klicovych a dobfe prostudo-
vanych onkoproteinl (c-Myc, proteiny
uplatnujici se pfi PI3K/Akt signalizaci)
a nadorovych supresor(l. Nejvyznamnéj-
$im inhibitorem karcinogeneze je pro-
tein p53, casto oznacovany jako ,strazce
genomu” [18]. Pomérné neddvno byla
zjisténa jeho nova uloha, a to v regu-

laci metabolizmu. Na Urovni transkripce
p53 reprimuje expresi glukdzovych trans-
portérd a snizuje tak prijem glukdzy [19].
Soucasné p53 snizuje i intraceluldrni
koncentraci frukt6za-2,6-bisfosfatu, ¢imz
dochazi nejen k redukci glykolyzy, ale
i k inhibici PI3K/Akt signalizace a potla-
¢eni metabolizmu glukézy [20]. Protein
p53 negativné ovliviiuje i PPP, ¢imz redu-
kuje produkci rib6za-5-fosfatu a NADPH,
klicovych faktord podporujicich rlst
a déleni nddorovych bunék [21].

Preprogramovani metabolizmu je re-
gulovano také hypoxii, kdy dochazi
ke stabilizaci jedné z podjednotek
HIF-1 (hypoxii inducibilni faktor 1) kom-
plexu. HIF-1 zvy3uje expresi GLUT-1 (glu-
kézovych transportérli 1) na bunécném
povrchu, enzymu hexokinazy a laktatde-
hydrogendzy, ¢imz stimuluje pfeménu
glukézy na laktéat [22]. Inhibici konverze
pyruvatu na acetyl-CoA pomoci pyruvat-
dehydrogendza kindzy 1 [23] HIF-1 blo-
kuje Krebsdv cyklus v metabolizmu
glukézy [23].

Bunécny metabolicky prevrat mlze
byt zpUsoben celou fadou faktor(, v¢. ak-
tivace onkogend, represe nadorovych
supresorovych gend, dysfunkce mito-

4S8
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chondridlni DNA (mtDNA) a deregulace
fady signalnich drah [24]. Navzdory zvy-
sené snaze porozumét pozménénému
metabolizmu v nadorové bunce viak
stale zGstava otazkou, zdali je pficinou,
¢i pouhym nésledkem nadorového pro-
cesu. Je viak védecky dolozZeno, ze me-
tabolické pfeprogramovani je nutné pro
Uspésny vyvoj nadorové buriky. Zesileni
glykolyzy, pentézové fosfatové drahy,
metabolizmu glutaminu a dalSich me-
tabolickych pochodl poskytne bunce
nejen energii, ale také dllezZité stavebni
materidly pro biosyntézu aminokyselin,
nukleotid{ a lipidd, a tim je transformo-
vané burice umoznéno rychleji prolifero-
vat a navozovat svij nadorovy charakter.
Metabolické zmény v nddorovych bun-
kach predstavuji nejen atraktivni cil pro
vyvoj novych diagnostickych ptistupa,
ale poskytuji i nové moznosti v souvis-
losti s cilenou terapii.

Remodelace cytoskeletu
v prubéhu nadorové progrese
Metastazy predstavuji hlavni pfic¢inu
umrti na nddorova onemocnéni [25].
Dulezity krok pfi metastazovani predsta-
vuje proces epitelidlné-mezenchymalini
tranzice, kdy spolu se zménou adheziv-
nich a migrac¢nich vlastnosti nddorové
bunky podstupuji morfologickou pro-
ménu. EpitelidIni buriky primarniho na-
doru, které maji apiko-bazalni polaritu,
se pfi EMT morfologicky méni, pficemz
ziskavaji mezenchymalni fenotyp ty-
picky pro fibroblasty. Prechod bunék
z jednoho mista na druhé a tvorba me-
tastaz tak vyzaduje komplexni a drama-
tickou reverzibilni zménu bunéc¢ného
cytoskeletu. BEhem progrese a Sifeni
nadoru musi nadorové burnky dyna-
micky reagovat na extracelularni i intra-
celuldrni stimuly a v nadoru tak dochazi
ke zméndm v expresi a organizaci pro-
teinl, které jsou vyznamnou soucasti
buné¢ného cytoskeletu. Konkrétné se
jedna o 1. mikrofilamenta (aktin), 2. in-
termediarni filamenta a 3. mikrotubuly.
Alterace cytoskeletu zvy3uji bunécnou
pohyblivost, kontraktilnost a spolu s ak-
tivaci rGznych signélnich kaskad pfispi-
vaji ke zvysené agresivité nadorovych
bunék.

| kdyz jednotlivé slozky cytoskeletu
ucinkuji synergicky, aktin byva charakte-

rizovan jako ,motor” (driving force) bu-
né¢né migrace [26]. Aktinova mikrofila-
menta reguluji morfologii bunék, jejich
kompartmentarizaci a udrzuji buné¢nou
polaritu. Zaroven se podileji na regulaci
bunécné signalizace. Aktinova filamenta
prestavuji pfepina¢ mechanickych sti-
mull prijatych bunkou pomoci inte-
grinG (mechanoreceptor() z vnéjsiho
prostiedi a pfevadi je na biochemické
signdly aktivaci napt. Erk a Akt signali-
zace [27]. Pro epitelidlni burnky je charak-
teristicka kortikalni aktinova struktura,
zatimco pro mezenchymalni bunky je ty-
picka organizace aktinovych filament do
stresovych vldken. Aktin ovliviiuje mezi-
bunécné pevné spoje, kde se adherentni
protein E-cadherin vaze na cytoskelet.
Rozrusenim adherentnich spoji dochazi
k translokaci -kateninu, ktery nasledné
spusti WNT signalizaci a remodelaci cy-
toskeletu, jenz potencuje metastaticky
proces [28]. Zména v cytoskeletu tak
umozni burikdm uniknout z pdvodniho
mista a vede ke vzniku metastaz. Aktin
se v burikdch vyskytuje ve dvou izofor-
mach - 3 a 'y, pficemz jejich funkce a dis-
tribuce se lisi [29]. B-aktin zajistuje bu-
nécné spoje a kontrakce, zatimco y-aktin
je zodpovédny za tvorbu lameldrnich,
kortikalnich a lamelipodnich struktur
v migrujicich bunkach. V neoplasticky
transformovanych bunkéch jsou hladiny
[B-aktinu snizené. V podstaté plati pravi-
dlo, Ze ¢im je transformacni potencidl sil-
néjsi, tim intenzivnéji vznikaji disperzni
struktury, které se rozprostiraji po celé
bunce, zatimco v netransformovanych
tvofi shluky v oblasti mezibunéénych
spojl [29]. Co do organizace existuji
v burice dva typy aktinu: 1. monomerni
globularni G-aktin a 2. polymerni fila-
mentarni F-aktin. Proces polymerizace
a rozpadu aktinovych vldken zavisi na
koncentraci aktinu v bunce. Pro zménu
morfologie a zvy$enou migraci a invazi
nadorovych bunék je klicovou pravé dy-
namicka zména aktinovych vlaken, kdy
se G-protein méni na stresova vldkna
F-aktinu a dochézi k formaci tzv. vedou-
ciho konce (leading edge) [30].

K vytvoreni komplexnéjsi architek-
tury se aktinova filamenta vazou s aktin
asociovanymi proteiny, napf. actin-
nucleating factors (ANFs) a/nebo nuclea-
tion promoting factors (NPFs), které re-

guluji polymerizaci aktinu a umoznuji
vytvaret komplexni struktury, jako jsou
filopodia, lamelipodia a invadopodia.
Tyto tfi struktury predstavuji vybézky
cytoplazmatické membrany a jsou ne-
zbytné k zajisténi adhezivity, migrace
a invazivity nadorovych bunék [31-33].

Intermediarni filamenta (IF) udr-
Zuji funkénost plazmatické membrany
a spravny bunécny tvar. Rozezndvame
Sest rdznych typl. Hlavnim typem fila-
ment epitelidlnich bunék jsou keratinova
filamenta, tzv. IF typu I. V endotelil-
nich, mezenchymalnich a hematopoe-
tickych bunkach prevladaji IF typu Ill,
tzv. vimentinova filamenta, ktera za-
roven slouzi jako diagnosticky marker
pro epitelidIni buriky, které prosly EMT.
V pribéhu EMT totiz dochazi ke snizeni
exprese keratinu, ktery je nahrazen vi-
mentinem, a tato zména je spojena s in-
dukci migrac¢nich schopnosti bunék [34].
Vazba keratinu na desmozomy (adhe-
zivni mezibunécnd spojeni) umoznuje
silnou mezibunéc¢nou adhezi a udrzuje
tak epitelialni strukturu, kterd predsta-
vuje bariéru pro indukci EMT. | kdyz sa-
motna ztrata keratinu neni dostatecna
pro vyvolani zmén spojenych s EMT, sni-
zend hladina keratinu 8 a 18 predstavuje
vyznamny diagnosticky marker spojeny
se zvySenou migraci a invazivitou en-
dometridlnich a hepatoceluldrnich kar-
cinomU [35,36]. Pfi zméné exprese pro-
teind intermediarnich filament smérem
ke zvySené expresi vimentinu bunky
ziskavaji mezenchymalni bunécny tvar
a zvyseny migracni potencidl [37].

Treti slozkou cytoskeletu jsou mikro-
tubuly (a a B tubulin), které se podileji
na udrzeni polarity bunky. Buné¢na po-
larita je klicovou vlastnosti, kterd urcuje
tvar buriky, asymetrickou lokalizaci pro-
teinU a organel, reguluje déleni bunék
a vede k udrzeni integrity tkani. Ztrata
polarity je povaZovana za jeden ze znakU
maligni transformace bunék, nebot po-
larni usporadani bunky slouzi jako ba-
riéra proti vzniku metastdz a potlacuje
nekontrolovanou proliferaci bunék. Epi-
telidIni bunky jsou charakterizované
svoji apiko-bazalni polaritou, ktera je
dand mikrotubuly a pfi proméné epite-
lidlnich bunék v buriky mezenchymalni
schopné migrovat pak dochazi k prosto-
rové reorganizaci. Ve viech epitelidlnich
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bunkach vychazeji mikrotubuly tvofené
z polymer( a a 3 tubulinu z centrozom(l
umisténych tésné pod apikalni stranou
bunécné membrany a sméruji k bazalni
strané bunék, zatimco v mezenchymil-
nich bunikach jsou mikrotubuly orga-
nizované od bunécéného jadra radidlné
smérem k povrchu ve sméru pohybu
bunky [38,39]. Mnohé nadorové supre-
sory indukuji stabilizaci mikrotubuld
a regulaci epitelidlniho fenotypu. Jed-
nim z nasledkd inaktivace nddorového
supresoru v priibéhu vyvoje a progrese
nadoru je tedy i naruseni epitelidlni po-
larizace, ¢imz je umoznén vznik agresiv-
néjsich nadorl. Mezi pét takovych nej-
Iépe popsanych nadorovych supresort
patii APC (adenomatous polyposis coli),
RASSF1A (Ras associated domain family
1A), VHL (von Hippel-Lindau), E-cadherin
a merlin. Jejich inaktivace ma za nésle-
dek destabilizaci mikrotubuld vedouci
ke zménam v cytoskeletu, kterd vede
ke zvyseni migracnich vlastnosti burnky
a rovnéz k intracelularnim translokacim
onkogennich molekul [39].

Bunécéna migrace je obvykle spousténa
riznymi chemoatraktanty, které se vazou
na membranové receptory a indukuji
signalizaci, kterd se projevuje cytoske-
letédlnimi zménami. Mezi nejvice prostu-
dované signalni proteiny, které spoustéji
cytoskeletalni remodelaci v nddorovych
bunkach, patfi proteiny WASP (Wiskott-
-Aldrich syndrome protein)/Arp2/3, LIM-
-kindzy/kofilin a kontraktin. Zvysena ak-
tivace téchto signalizaci byla popsana
u fady nador( - napft. u karcinomu prsu,
kolorektalniho a hepatoceluldrniho kar-
cinomu a Uzce souvisi s fenotypem na-
dorovych bunék [32,40].

Bunécné preprogramovani -
nadorova plasticita

Bunécna plasticita prfedstavuje schop-
nost nékterych bunék zménit svij fe-
notyp. Prvni experimentdlni dikaz pre-
mény bunécného fenotypu byl ziskan
v roce 1971, kdy Pierce et al pomoci své-
telné a elektronové mikroskopie v kom-
binaci s radioaktivnim znacenim proka-
zali zménu nediferencovanych bunék
na buriky diferencované [41]. Navozeni
zmény fenotypu umozni nadorovym
burikdm rychle reagovat na rtizné pod-
néty, které by mohly ovlivnit bunécné

chovani. Mezi vnitfni stimuly, které
mohou vést k indukci zmény fenotypu,
patfi zména genové exprese vyvolana
radioterapii nebo chemoterapii. Pfikla-
dem terapii vyvolané plasticity u nado-
rovych bunék jsou leukemické buriky,
které se vlivem ozafeni proménily na
bunky s podobnymi charakteristikami,
jako maji leukemické kmenové buriky,
jez jsou odolné vici 1é¢bé [42], nebo
bunky karcinomu prsu, které se fenoty-
pové méni z diferencovanych na bunky
mezenchymalni s vlastnostmi nadoro-
vych kmenovych bunék v rdmci odpo-
védi na chemoterapii [43,44]. Na zméné
fenotypu a prechodu mezi riznymi typy
bunék se viak podileji i vnéjsi podnéty.
Nejvyznamnéjsi stimuly z vnéjsiho pro-
stredi predstavuji vzajemna interakce
mezi burikou a extracelularni matrix [45]
a pfitomnost rozdilnych typd bunék
v nddorovém stromatu.

Nejbéznéjsim prikladem bunécné
plasticity je embryogeneze, pfi niz epi-
telialni bunky podstoupi transformaci
na bunky mezenchymalni. Tyto zmény
v adhezivité a bunécném chovéni
umozni bunkam vycestovat a vytvorit
ostatni organy [46]. Po dosaZeni mista
urceni buriky pfejdou zpét k plvodnimu
fenotypu, ktery jim umozni usadit se
a vytvofit nové organy. Analogicky pro-
ces jako bunky embryondini adoptovaly
i nddorové bunky. Nazyva se epitelidlné-
-mezenchymalni tranzice, resp. mezen-
chymalné-epiteliadlni tranzice a je pova-
zovan za klicovy pfi vzniku nddorovych
metastaz [47].

Bunécna plasticita predstavuje nastroj,
kterym buriky méni vlastni identitu a zis-
kavaji vlastnosti, které odpovidaji jinym
bunécnym typlm. Nadorovym burikdm
pomdaha ziskat vyhodu v metastazovani,
agresivnéjsim prtbéhu onemocnéni
a v uniku pfi cilené |é¢bé. Proces tumori-
geneze, kdy se normalni buriky proméni
na nadorové, je stejné tak mozny pouze
v pfipadé, pokud bunky iniciujici vznik
nadorl maji plastické schopnosti, a tedy
schopnost pfeprogramovat svou vlastni
identitu. Jako pfiklad Uplné transdife-
renciace nadorovych bunék na jiny typ
bunék slouzi vytvoreni vaskuldrnich mi-
miker. Bylo prokazano, ze vlivem hypo-
xie doslo u glioblastomt ke zméné na-
dorovych bunék na buriky endotelidlni,

které byly rezistentni k anti-VEGF tera-
pii, a pfispivaly tak ke zvyseni agresivity
onemocnéni [48].

Zaveér
Bunéc¢na a molekularni plasticita pred-
stavuje klicovou vlastnost bunék i pfi
rozvoji mnohobunécného organizmu.
Nadorové buriky si tuto vlastnost zacho-
vavaji a stavaji se tak nejen agresivnéjsi,
ale posiluji i svou odolnost vici 1é¢bé.
Tradi¢né se predpoklada, ze dcefiné
bunky kmenovych bunék projdou pro-
gresivnimi a jednosmérnymi zménami
v genové expresi a tim dochazi k je-
jich buné¢né diferenciaci. Avsak tento
koncept byl zavrzen v dUsledku nedav-
ného objevu, ktery prokazal, Ze staci
pouze zména v expresi ¢tyf klicovych
transkripcnich faktord (mezi které patfi
Oct-3/4, Sox2, KLF4 a c-Myc) [49,50],
ktera spusti kaskadu zmén vedoucich
k rychlejsimu preprogramovani tisice
gen(, coZ ma za nasledek zménu buné¢-
ného fenotypu, kdy se bunky diferenco-
vané transformuji na buriky podobné
kmenovym bunkam, nazvanym induko-
vané pluripotentni kmenové bunky [51].
Dediferenciace a nasledna rediferen-
ciace nddorovych bunék potencuje rdst
nadoru a zvysuje jeho agresivitu vzhle-
dem k jiz existujicim genetickym mo-
difikacim. Bylo ziskano nékolik dikazl
o pozitivnim vlivu nddorové plasticity
na nador, napf. ztrata citlivosti leukemic-
kych bunék k imatinibu [52], nebo kdyz
vlivem hypoxie doslo k vytvoreni dedi-
ferencovanych bunék, které néasledné
vykazovaly vys$si tumorigenicitu [53].
Nicméné bunécné preprogramovani ne-
musi nutné vést jen ke zvyseni nado-
rového potencialu. Nékteré studie na-
opak dokazuji, ze sprdvnou kombinaci
aktivace a represe genll mize byt pre-
programovatelnost vyuzita i k terapeu-
tickym uceldim [54]. Porozuméni piepro-
gramovavacimu procesu nadorovych
bunék tudiz predstavuje znacné per-
spektivni tkol na poli nddorové biologie
a mohlo by vytvofit zaklad pro nové te-
rapeutické strategie v boji s nddorovymi
onemocnénimi.
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PREHLED

Vicestupnovy proces vzniku vzdalenych

metastaz u karcinomu

Multistep Process of Establishing Carcinoma Metastases

Ondrouskova E., Sommerova L., Hrstka R.

Regiondlnf centrum aplikované molekuldrni onkologie, Masaryk(v onkologicky Ustav, Brno

Souhrn

Vychodiska: Diseminace nddorovych bunék z loziska primérniho nddoru a zaklddani vzdale-
nych metastdz, u nichz je Uspésnost terapie jiz velmi omezeng, je nejcastéjsi pficinou umrti
onkologickych pacient. Samotny primarni nador je tvofen heterogenni populaci bunék, na
néz plsobi rdzné selek¢ni tlaky v podobé aktivity imunitniho systému, snizeného pfisunu
Zivin a kysliku, chemoterapie, radioterapie atd., které vedou k postupnému prevlddnuti rezis-
tentnich, pfizpusobivych nadorovych bunék. Dalsi selekce nastava pfi metastatickém procesu
a diky ni prezivaji ve vzdalenych loziscich, zakladanych v riiznych tkéanich, jen buriky schopné
se na nové prostiedi Uspésné adaptovat a proliferovat v ném. Cil: Cilem tohoto prehledového
¢lanku je predstavit jednotlivé kroky metastatické kaskady, které musi invazivni burika preko-
nat, a mechanizmy a signalni drahy, které k tomu vyuziva. Metastazovani je v podstaté velmi
neefektivni proces a jen velmi maly zlomek bunék z téch, které opustily primarni nador, v ném
uspéji. Dllezitou podporu jim pii tom poskytuji nejen pro-metastatické mutace, které se v nich
diky selekénimu tlaku hromadi, ale také ,spolupracujici” nenddorové burky z jejich okoli a jimi
sekretované podpUrné faktory. Zdvér: Soucasné pokroky ve vyzkumu vedou k hlubsimu po-
rozuméni komplexnich procest vedoucich ke vzniku a Sifeni nadorovych bunék. Poznani kli-
¢ovych bodd metastatické kaskady a principy jeji requlace snad v budoucnu vyusti ve vyvoj
ucinnych chemoterapeutik cilenych na metastazujici buriky.

Klicova slova
metastdzy - karcinom - vaskuldrni endotelidIni rstovy faktor A - epitelidlné-mezenchymalni
tranzice

Summary

Background: Dissemination of cancer cells from the primary tumor and establishment of ther-
apy-resistant distant metastases is the most common cause of human cancer deaths. The
primary tumor consists of a heterogeneous population of cancer cells that have to overcome
activity of the immune system, insufficient delivery of nutrients and oxygen, chemotherapy,
radiotherapy etc. that lead to the selection of resistant and plastic cancer cells. Another selec-
tion pressure during metastatic spread gives rise to resistant subpopulations of cells, capable
of surviving and proliferating in the hostile microenvironment of distant tissues. Aim: In this
article, individual steps of the metastatic cascade are described as well as the mechanisms and
signaling pathways that cancer cells use to deal with them. Metastatic process is generally inef-
ficient and only very few cells released from the primary tumor develop into metastases. This
success is enabled by pro-metastatic mutations, accumulated due to the selection pressure
and also by cooperation of non-transformed cells that secrete supporting factors. Conclusion:
Recent advances in research provide deeper insights into the complex processes that lead to
formation and dissemination of cancer cells. Deciphering the key points of metastatic cascade
and principles of its regulation will perhaps lead to development of efficient therapeutics tar-
geting metastatic cells.

Key words
metastasis — carcinoma - vascular endothelial growth factor A — epithelial-mesenchymal
transition
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Uvod

Nelécitelné rozsifeni metastaz, niko-
liv samotny primarni nador, je pfici-
nou vice nez 90 % umrti onkologickych
pacientC [1]. Metastazovani predstavuje
proces premisténi nddorovych bunék
z mista primarniho néadoru, davajici
vznik novym loziskiim na vzdalenych
mistech. Jednd se o vicestupnovy pro-
ces, jehoz jednotlivé kroky zahrnuji uvol-
néni bunék z primarniho nadoru, intra-
vazaci do krevniho nebo lymfatického
obéhu, preziti bunék v obéhu, extrava-
zaci v sekundarnim misté, tvorbu mikro-
metastaz a nakonec klinicky detekova-
telnych, vaskularizovanych a rostoucich
makrometastaz. Pfedmétem intenziv-
niho vyzkumu poslednich let je tak-
téz otazka, kdy presné se metastazujici
bunky z primarniho nadoru uvolnia pro-
niknou do cilové tkané. Jak naznacuji vy-
sledky, u jednotlivych typd nador( se si-
tuace jevi odlisné. Pavodni predstava
linedrniho vyvoje nadoru a pozdniho
vzniku metastazujicich bunék ziejmé
odpovida skutecnosti v pfipadé ade-
nokarcinomd plic a slinivky [2]. U jinych
typl karcinomu, obzvlasté pak u karci-

primarni nador

*

sekundarni nddory

tvorba
makrometastaz

nomu prsu, jsou viak metastazy bézné
diagnostikovany roky az desitky let po
odstranéni primarniho nadoru. K dise-
minaci bunék tedy ziejmé dochazi velmi
brzy, v pre-maligni fazi onemocnéni,
tyto buriky se po rlizné dlouhém obdobi
dormance v osidlené tkani dale vyvi-
jeji nezavisle a od bunék primarniho na-
doru se svymi genetickymi zménami vy-
znamneé lisi [3].

Experimentalni studie ukazuji, ze za-
timco az 80 % bunék, které se uvolnily
z primarniho nadoru, projde Uspésné
prvnimi kroky az po extravazaci (v¢.), jen
asi 2-4 % téchto bunék iniciuje rdst mi-
krometastaz a jesté mensi ¢ast z nich,
méné nez 0,02 %, v novém prostiedi
Tyto posledni dva kroky jsou tedy pfi vy-
voji makrometastaz kritické a jen mala
¢ast bunék s vhodnymi vyselektovanymi
vlastnostmi jimi Uspésné projde (obr. 1).
Tato hypotéza je podporena klinickymi
studiemi ukazujicimi, Ze pfestoze m(ize
byt u pacientd v krvi i v tkanich vzda-
lenych od primarniho nadoru deteko-
vano velké mnozstvi diseminovanych
nadorovych bunék, jen velmi malému

tvorba

— [0)
mikrometastaz 96%

Obr. 1. Selekce v pribéhu metastatické kaskady.

Jednotlivé faze metastazovani pfipominaji darwinovskou selekci s nejkriti¢téjsimi kroky

v zavéru celého procesu, kdy se nadorové buriky musi adaptovat v novém prostredi a ini-

ciovat proliferaci.

procentu z nich se podafi zalozit mak-
rometastazy [5,6]. Jednotlivé faze me-
tastatického procesu a zmény chovani
nadorovych ¢i s nddorem asociovanych
bunék budou v nésledujicich kapitolach
popsany podrobnéji.

Lokalni invaze

Rozrlstajici se primarni karcinom je ob-
klopen sousedicimi nenadorovymi buri-
kami a od pojivové tkané je oddélen ba-
zalni membranou. Invazivni nddorové
burikky musi nejprve uvolnit kontakty
s okolnimi burikami a se slozkami extra-
celuldrni matrix (ECM). Kontakty s okol-
nimi burfikami jsou z podstatné casti
zajistovany proteinem E-cadherinem
a snizeni jeho hladiny je spojeno s pro-
gresi nddoru a zhorSenym prezitim napf.
u pacientek s karcinomem prsu [7]. Sni-
zovani hladiny protein( spojenych s epi-
telialnim fenotypem bunék (E-cadherin,
claudin-1, cytokeratiny) a naopak zvy-
Sovani hladiny proteind podporujicich
mezenchymalni charakter (N-cadherin,
fibronectin, vimentin) je znakem epite-
lidiné-mezenchymalni tranzice (EMT),
tj. procesu, ktery umozni pfeménu ne-
pohyblivych epitelidlnich bunék dlazdi-
covitého tvaru ve vietenovité, elastické
a migrace schopné bunky mezenchy-
malniho typu [8]. Tyto bunky jsou navic
rezistentni k indukci buné¢né smrti zp(-
sobené ztratou kontaktd s ECM a okol-
nimi burikami (tzv. anoikis) [9]. EMT je in-
dukovédna mnoha signalnimi drahami,
aktivovanymi napf. ligandy TGF-( (trans-
forming growth factor B), EGF (epider-
mal growth factor), HGF (hepatocyte
growth factor), FGF (fibroblast growth
factor), IGF (insulin-like growth factor),
Wnt, Notch [10], hypoxii [11], prozédnét-
livymi cytokiny nebo mechanickymi fak-
tory, jako je hustota ECM [12]. Tyto sig-
nalni dradhy vedou k aktivaci nékterého
z transkrip¢nich faktor TWIST1, SNAIT,
SNAI2 (SLUG), ZEB1, ZEB2 (SIP1), Brachy-
ury, Goosecoid, SIX1 a PRRX1, jez pfimo
nebo nepfimo reprimuji expresi E-cad-
herinu a dalsich s EMT asociovanych ci-
lovych protein [13].

EMT podporuje také aktivaci a se-
kreci metaloproteindaz (MMP), serino-
vych protedz a katepsin(, a tim naruseni
kontaktu bunék se slozkami ECM zpro-
sttedkované nejriiznéjsimi povrchovymi
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proteiny [14]. Tyto proteindzy jsou pro-
dukovany i s nadorem asociovanymi
stromalnimi bunkami, predevsim fibro-
blasty, jez tak pfispivaji k uvolnéni na-
dorovych bunék z mista primarniho na-
doru [15,16]. Jednotlivé uvolnéné bunky
pak mohou migrovat dvéma zpUsoby,
bud mezenchymalnim pohybem, ktery
je zavisly na aktivité protedz, nebo amé-
boidnim pohybem, ktery je na aktivité
proteaz zavisly v mensi mire, ptipadné
mezi témito dvéma zpulsoby precha-
zet, jak bylo popsano napf. u bunék
melanomu [17]. Kromé jednotlivych
bunék migruji nadorové burky ¢asto
v klastrech a tento zpUsob se mUize do-
konce vyznacovat vyssi efektivitou
migrace [18].

| v pozdéjsich stadiich ovliviiuje EMT
efektivitu metastatického procesu, pro-
toze mize vést ke vzniku celé fady pre-
chodnych epitelidlné/mezenchymalnich
fenotypl bunék lisicich se svymi inva-
zivnimi a metastatickymi schopnostmi,
které mohou organizmem cestovat
v klastrech, spolupracovat a zvysSovat
tak Uspésnost pfi diseminaci a zakla-
dani vzdalenych metastaz [19]. Epite-
lidlni charakter metastdz naznacuje, ze
proces EMT je reverzibilni a Ze v poz-
déjsich stadiich diseminace dochazi na-
opak k mezenchymalné-epitelialni tran-
zici (MET) [20].

Intravazace

a preziti v krevnim obéhu

Prechod pres sténu cév, tzv. transen-
dotelidlni migrace (TEM), je nezbytnym
krokem diseminace nadorovych bunék.
Vstup do cévy (intravazace) je ponékud
usnadnén angiogenezi, kterou primarni
nador indukuje, protoze stény novych
kapilar maji obecné slabsi mezibunécné
spoje [21]. Paraceluldrni prostup do
krevniho fecisté se déje pres prechodné
uvolnéné mezibunécné spoje. Rozvol-
néni mezibunécénych spojl je induko-
vano napf. TNF-a (tumor necrosis fac-
tor a), EGF, VEGF (vascular endothelial
growth factor), CSF-1 (colony stimula-
ting factor-1) ¢i TGF-B, které jsou sekre-
tovany s tumorem asociovanymi mak-
rofdigy nebo samotnymi nadorovymi
burikami [4]. Rozruseni endotelidlnich
mezibunécénych spojl je také disled-
kem aktivity protedz, napf. MMP1 (5té-

pici protease-activated receptor 1),
MMP2 nebo ADAM12 (Stépici vascu-
lar endothelial cadherin a angiopoietin
1 receptor) [22]. In vitro byl pozorovan
i alternativni typ intravazace, tzv. trans-
celuldrni, ktery je umoznén remodelaci
membran a cytoskeletonu endotelidlni
buriky v misté jejiho kontaktu s burikou
nadorovou. Calmodulinovou signalizaci
je aktivovana kindza MLCK (myosin light
chain kinase), v disledku ¢ehoz dochazi
ke kontrakci actomyozinu. Vznikaji pre-
chodné porovité struktury, kterymi na-
dorova bunika pronikne pfes endote-
lidIni buriku [23].

Po Uspésném prliniku do krevniho fe-
¢isté se cirkulujici nddorova burka (cir-
culating tumor cell - CTC) ocitne v ne-
pratelském mikroprostiedi, kde se
musi vyrovnat s hemodynamickymi si-
lami krevniho proudu, aktivitou imu-
nitnich bunék ¢&i s nedostatkem Zivin.
Nékteré studie ukazuji, ze maligni buriky
jsou k fyzikdlni zatézi krevnim proudem
odolnéjsi a dokadZzou se na néj adapto-
vat rychleji nez netransformované epi-
telidIni buriky [24]. Hlavnim obrannym
mechanizmem nadorovych bunék je je-
jich spoluprace s aktivovanymi krevnimi
destickami, které CTC obklopi a funguji
jako ochranny stit pfed moznym me-
chanickym poskozenim turbulencemi
v krevnim fecisti [25]. Pro-koagulaéni
kaskadu podporuji nadorové bunky se-
kreci TF (tissue factor) a expresi recep-
torl Par1, Par2 a phosphatidylserinu na
svém povrchu [26,27]. Dasledkem ce-
Iého procesu je vznik agregét(i naddoro-
vych bunék a krevnich desticek propo-
jenych fibrinovymi vlakny navazanymi
prostfednictvim integrinl na povrch
obou typl bunék. Tyto agregaty rovnéz
poskytuji nadorovym bunkam ochranu
pfed burikami imunitniho systému, ob-
zvlasté NK bunkami [28]. Funkéni stu-
die na zvifecich modelech prokazaly,
Ze pFitomnost/nepfitomnost destic¢ek
v obéhu je pro tvorbu vzdalenych me-
tastaz pomérné zasadni [27,29].

Tkanovy tropizmus a extravazace
Mezi dvé zékladni hypotézy tkdnového
tropizmu metastaz patti hypotéza zalo-
Zenda na kompatibilité nadorové bunky
a osidlované tkané a hypotéza hemo-
dynamickad/mechanickd. Prvni vyslovil

jiz pfed vice nez 120 lety Stephen Paget
a je zndma pod vystiznym nazvem ,seed
and soil” hypotéza. Predpoklada, Ze kon-
krétni nddorovd burka se muaze usid-
lit a zacit proliferovat jen v misté, které
ji svym mikroprostfedim vyhovuje [30].
+Mechanicky” koncept naproti tomu
zdUraznuje roli fyzického zachyceni cir-
kulujicich nadorovych bunék v kapila-
rach optimalniho priméru a proudéni
krve [31]. K extravazaci nadorovych
bunék totiz dochazi typicky v malych ka-
pilarach podobného primeéru, jako maji
bunky samotné, coz naznacuje, Ze i me-
chanické zachyceni napomaha pozdéjsi
tvorbé stabilnich vazeb pomoci povr-
chovych molekul [32].V nékterych orga-
nech (kostni dfen, jatra, slezina) jsou ka-
pilary sinusoidni, s kolisajici prlisvitnosti,
Sirokymi Stérbinami mezi endotelo-
vymi burikami a fidkym pojivovym oba-
lem, které jsou pro cirkulujici nddorové
bunky snadno prostupné [33]. Naopak
v daldich organech je endotelova vrstva
kompaktni a brani snadnému praniku
bunék. Presto fakt, ze karcinomy kon-
krétniho typu metastazuji pfednostné
do urcitych organ (tkanovy tropizmus),
ukazuje, Ze propustnost cév neni jedi-
nym rozhodujicim faktorem pfi disemi-
naci nadorovych bunék. Dokonce i pod-
typy jednotlivych karcinom@ se svym
tkdnovym tropizmem mohou odlisovat.
Kosti jsou nejobvyklejsim mistem vzniku
metastdz u viech subtypl prsnich karci-
nom s vyjimkou bazélniho, ktery nej-
Castéji metastazuje do plic. Pfitomnost
HER2 (human epidermal growth factor
receptor) je zase asociovana se zvyse-
nou frekvenci vzniku metastdz v mozku,
jatrech a plicich [34,35]. Priklady tkéno-
vého tropizmu nejcastéjsich typa karci-
nomU jsou zndzornény na obr. 2.
Nékteré z téchto prikladu preferenc-
nich metastatickych mist mohou byt vy-
svétleny kompatibilitou chemokint v ci-
lové tkéni a expresi odpovidajicich re-
ceptorll na povrchu nadorovych bunék.
Chemokiny jsou malé cytokiny, které in-
dukuji migraci bunék a aktivuji signalni
drahy regulujici adhezi a remodelaci cy-
toskeletonu. Zfejmé nejlépe prozkou-
manym pfikladem je CXC-chemokine
ligand 12 (CXCL12) sekretovany stro-
malnimi burikami, ktery pUsobi jako
chemoatraktant na nadorové burky
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kolorektalni
karcinom

karcinom
prostaty

karcinom
slinivky

karcinom
prsu

nemalobunécny
karcinom plic

karcinom
zaludku

Obr. 2. Tkanovy tropizmus.

Rbzné typy karcinom a cilové tkané, do nichz nejcastéji metastazuji. Frekvence metastéz

je znadzornéna silou jednotlivych Sipek.

exprimujici receptory CXCR4 a CXCR7
(s G-proteinem spojené receptory). Tato
vzajemnad interakce také napomdhd ad-
hezi CTC k endotelidlnim burikdm, pod-
poruje extravazaci a nasledné i ukot-
veni k ECM a stromalnim bunikam.
Vyznam receptoru CXCR4 pro metasta-
zovani nadord prsu, prostaty, plic, ko-
lorekta a mnoha dal3ich byl potvrzen
fadou studii [36-38]. Inhibice interakce
CXCR4-CXCL12 in vivo vedla k vyznam-
nému snizeni metastazovani nadoro-
vych bunék prsu do lymfatickych uzlin
a plic [39]. Dalsi priklady chemokind a je-
jich receptorud ve vyvoji metastatického
onemocnéni, v¢. tkanové specifi¢téjsich
interakci, jsou shrnuty v podrobnéjsich
prehledovych ¢lancich [40-42].

Jak jiz bylo zminéno, chemokiny a je-
jich odpovidajici receptory napomahaiji
diseminaci CTC nejen mechanizmem
chemoatrakce, ale podporuji i nasled-
nou adhezi k endotelidInim bunkdm, ex-
travazaci a osidleni nového mista v pfi-
lehlych tkénich. Pro adhezi CTC na stény
kapildr jsou dale dulezité membra-
nové proteiny, pfedevsim ty interagu-
jici s receptory na povrchu endotelial-
nich bunék, kde se nachazi mj. selektiny
nebo VCAM1 (vascular cell adhesion mo-

lecule) [43]. Mezi tyto proteiny exprimo-
vané na povrchu nadorovych bunék
patfi napf. E-selectin/L-selectin ligand
(HCELL), P-selectin glycoprotein ligand 1
(PSGL1), CD44, CD24, mucin 1 (MUCT)
a integriny [44,45]. U bunék karcinomu
prsu metastazujicich do plic byl dete-
kovéan povrchovy protein metadhe-
rin, ktery zprostfedkovavé specifickou
vazbu mezi nddorovou bunkou a bun-
kami plicniho endotelu [46].

Po vytvoreni kontaktd s endotelidInimi
bunkami musi nddorova burka znovu
prejit pres sténu céy, pficemz si poméha
expresi proteind zvysujicich permeabilitu
cév. Rozvolnéni mezibunécnych spoju je
opét indukovano sekretovanymi faktory
zvysujicimi permeabilitu cévnich stén,
napf. VEGF, ktery vede k disociaci kom-
plexu VE-cadherinu a B-cateninu [47],
TGF-B, indukujici tvorbu angiopoietin-
-like 4 (ANGPTL4) [48] nebo SPARC (se-
creted protein, acidic, rich in cysteine),
ktery vazbou na VCAM1 aktivuje signdini
drahu p38-MAPK [49]. Pfi extravazaci na-
dorovych bunék se ¢asto uplatiuji i imu-
nitni burky. Bylo prokdzano, ze che-
mokin CCL2 produkovany nadorovymi
bunkami v plicnich kapilarach pfitahuje
zanétlivé monocyty a ty nasledné sekreci

VEGF podporuji extravazaci nddorovych
bunék [50]. V3echny tyto interakce vedou
k reorganizaci cytoskeletonu endotelidl-
nich bunék a k uvolnéni jejich mezibu-
nécnych spoja.

Osidleni pre-metastatické niche,
dormance a reaktivace
Po uvodnich krocich metastatické kas-
kady, kterymi je schopna projit vét-
$ina z invazivnich nadorovych bunék,
pfichdzi kritické ¢asti — osidleni nové
tkané a obnoveni proliferace vedouci ke
tvorbé makrometastaz. JeSté predtim,
nez dorazi prvni metastatické bunky,
muze byt mikroprostfedi v cilové tkani
ovlivnéno primarnim nadorem. Buriky
primarniho naddoru podporuji tvorbu
tzv. pre-metastatické niche tim, Ze do cir-
kulace sekretuji rGzné cytokiny ¢i rlstové
faktory [51]. Mezi jinymi k tvorbé pre-
-metastatické niche u rdznych typ0 na-
dorovych bunék prispivaji VEGF, placen-
tal-growth factor (PIGF), TNF-a, TGF-B3,
lysyl oxidase (LOX), versican nebo granu-
locyte-colony stimulating factor (G-CSF).
Tyto faktory ovliviuji vlastnosti stromal-
nich bunék a ECM v cilové tkani, pfi-
padné mobilizuji jiné podplrné burky
(napf. makrofagy z kostni dfené) k jejich
premisténi a pfeméné mikroprostredi na
pfiznivéjsi pro diseminované nadorové
bunky [52]. Z primarniho nadoru jsou
uvolfovany také exozomy, detailné byl
popsan napf. jejich vliv na jaterni me-
tastazovani bunék adenokarcinomu sli-
nivky. Exozomy uvolriované z bunék pri-
marniho nadoru obsahujici faktor MIF
(macrophage migration inhibitory fac-
tor) byly pohlceny Kupferovymi bun-
kami, které poté zacaly sekretovat TGF-3
a pfitahovat makrofagy podilejici se dale
na pripravé pre-metastatické niche [53].
Pres tyto pfedem indukované zmény
jsou novému prostredi nadorové buriky
bezprostfedné po jeho dosazeni jen
malo pfizpisobeny a &asto je u nich in-
dukovana buné¢na smrt. U mnoha
pacientd s karcinomy prostaty, prsu, led-
vin nebo s melanomem v3ak dochazi
k relapsu onemocnéni po letech, nékdy
i desitkach let od odstranéni primarniho
nadoru. Klinické studie prokazaly, Ze di-
seminované nadorové bunky jsou pfi-
tomny v kostni dfeni pacientek s prsnimi
karcinomy jiz v raném stadiu [54]. Toto
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klinické pozorovani bylo vysvétleno zpo-
malenim fyziologickych procesd a za-
stavenim proliferace diseminovanych
nadorovych bunék, tedy navozenim
tzv. dormance [55]. Zastaveni prolife-
race je dlsledkem nedostate¢né kom-
patibility nddorové bunky a mikropro-
stiedi, kdy diky odliSnému sloZzeni ECM
a jinym typlm stromalnich bunék, nez
byly v misté primarniho nadoru, neni
utvorfeno s okolim dostate¢né mnozstvi
kontaktu. Preziti bunék ve stadiu dor-
mance je podporovéno vyssi aktivitou
stresovych signalnich drah, nap¥. fokalni
adhezivni kindzy (FAK) [56], Src [57],
ERK/p38 ¢i Akt [58]. Tyto dréhy jsou ak-
tivovany prostfednictvim povrchovych
protein(l a receptor(, napf. integrinu 1,
CXCR4 nebo VCAM1, v zavislosti na tom,
v jaké tkani se bunka nachazi [59,60].
Dals$im dlvodem k tomu, Ze se mikro-
metastdzy v novém misté nezvétiuji,
muze byt i zvysend frekvence odumi-
rani zplsobend nedostate¢nou vasku-
larizaci proliferujici nadorové tkané [61].
Rovnéz aktivni represe mikrometastaz
ze strany stromalnich bunék, napf. pro-
stfednictvim BMP protein(, byla po-
psana v in vivo modelu dormantnich
bunék prsniho karcinomu metastazuji-
cich do plic [62].

K reaktivaci proliferace dormantnich
bunék napomdha obnoveni mezibu-
nécnych kontakt a parakrinni signali-
zace se stromalnimi burikami. Do plic
metastazujici buriky prsniho karcinomu
produkuji ve zvyseném mnozstvi pro-
tein Tenascin C, slozku ECM, ktera pod-
poruje Notch a Wnt signalizaci [63].
Nadorové bunky déle sekretuji TGF-B3,
ktery stimuluje stromalni bunky ke zvy-
sené tvorbé periostinu, jenz po vazbé na
Whnt ligand aktivuje Wnt signalizaci [64].
Notch/Wnt signalni drdha podporuje
prichod buné¢nym cyklem prostiednic-
tvim proteini Myc a cyklin D1. TGF-31
sekretovany dormantnimi burikami prs-
niho karcinomu v plicnich mikrometasta-
zach zase u stromalnich bunék indu-
kuje tvorbu kolagenu 1, ktery podporuje
pfechod z dormantniho do proliferac-
niho stavu aktivaci integrin B1 signélni
drahy [65]. Represe proliferace zp(iso-
bena vazbou BMP proteind stromalniho
plvodu na receptory nddorovych bunék
je napf. u bunék prsniho karcinomu

v plicnich mikrometastdzédch zabloko-
vana sekreci BMP inhibitoru Coco [62].
Proliferaci podporuje rovnéz zvysené
mnozstvi rlstovych faktord v prostredi,
jejichz dlilezitym zdrojem jsou infiltrujici
imunitni buriky plvodem z kostni dfené.
Infiltraci podporuji faktory uvolfiované
nadorovymi burikami, jako jsou osteo-
pontin nebo CXCL12 [66,67]. Na téchto
pfikladech jsou demonstrovany nékteré
mechanizmy, kterymi mudze nadorova
burika pfejit ze stadia dormance do pro-
liferace a dat vznik klinicky detekova-
telnym makrometastazam. Jaké faktory
presné rozhoduji o Case, kdy se tak stane,
a které signalni drahy jsou pro tento pro-
ces nejpodstatnéjsi, viak jesté neni pfi-
li§ zndmo, i kdyz vyzkum v této oblasti je
v poslednich letech stale intenzivnéjsi.

Zaver

PrestoZze jen velmi malé procento na-
dorovych bunék disponuje vlastnostmi,
které jsou nezbytné k Uspésné koloni-
zaci vzdalené tkané, jsou metastazy jed-
nou z nej¢astéjsich pficin umrti onkolo-
gickych pacientl.V nddorovych burikach
se postupné hromadi genetické a epi-
genetické zmény zvysujici jejich invazi-
vitu, rezistenci k bunécné smrti, adapta-
bilitu a dalsi schopnosti umoziujici jim
Uspésné projit vsemi kroky metastatické
kaskady. Nadorové bunky, at uz v misté
primarniho nadoru, nebo vzdalenych
metastdz, jsou obklopeny stromalnimi
bunkami, zirnymi burikami, makrofagy
a dalsimi burikami imunitniho systému.
Jejich vzdjemna komunikace zprostred-
kovana povrchovymi molekulami a cyto-
kiny aktivuje rGizné intracelularni signaini
drdhy, ¢asto dale napomahajici k rozvoji
a diseminaci nadorového onemocnéni.
Intenzivni vyzkum téchto komplexnich
procest snad povede k identifikaci kli¢o-
vych molekul, na které by se mohl v bu-
doucnu zaméfit vyvoj novych terapeutik.

Podékovani

Dékujeme JUDr. Ivané Veselé za provedent ilustraci do
obr.1az2.
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PREHLED

Mechanizmy regulace proteinové homeostazy

ve vyvoji nadorovych onemocnéni

Mechanisms of Protein Homeostasis Regulation in Cancer Development

Trcka F., Muller P, Vojtések B.

Regionalnf centrum aplikované molekularni onkologie, Masaryk(v onkologicky Ustav, Brno

Souhrn

Vychodiska: Proteom eukaryotické bunky predstavuje komplexni systém, jehoz slozky jsou vystaveny
nepfiznivym vlivdim vnitiniho a vnéjsiho prostiedi. Funkce bunécného proteomu je tudiz zavisla na
existenci kompenzacnich mechanizmt udrzujicich vnitini proteinovou homeostazu — proteostézu.
K témto mechanizmm nalezi sit molekularnich chaperon(i a transkrip¢ni program fidici jejich syn-
tézu. Proces kancerogeneze je provézen vyraznymi zménami faktor( vnitiniho prostfedi nddorovych
bunék - teplota, pH, dostupnost Zivin. Tyto zmény predstavuji na jedné strané disledek deregulo-
vaného rlstu nddorové tkané a na strané druhé mohou byt zdrojem selekéniho tlaku, ktery umoz-
fuje vznik rezistentnich a agresivnich populaci nddorovych bunék. Popis slozek proteostatického
aparatu a mechanizmus jejich zapojeni ve vyvoji nadorové tkané jsou predmétem tohoto piehle-
dového ¢lanku. Cil: Tento prehledovy ¢ldnek se vénuje popisu dvou kauzalné propojenych skupin
proteostatickych déju, jejichz vzajemna koordinace je klicova pro priibéh odpovédi nadorové burnky
a potazmo i celé nddorové tkané na environmentalni i vnitini stresové faktory. Prvni skupina téchto
déjli je zastoupena,vykonavatelskou” tlohou molekularnich chaperont z rodiny HSP70, HSP90 a tzv.
malych molekuldrnich chaperond. Tyto proteiny se podileji na udrzovani stability bunécnych proteint
nezbytnych pro regulaci proliferace, apoptdzy, senescence, migrace a fenotypové plasticity nadoro-
vych bunék. K druhé skupiné popisovanych déju pak nélezi posttranslacni fizeni ,systémové” Glohy
transkripcniho faktoru HSF1 pfi regulaci exprese gen(i pro molekularni chaperony a dalsich gen
specificky regulovanych timto transkripcnim faktorem v nadorovych a stromalnich burikéch.

Klicova slova
molekuldrni chaperony - heat-shock factor 1 - rakovina — proteinovd homeostaza

Summary

Background: The proteome of eukaryotic cells represents a complex system. Its components are
exposed to various intrinsic and extrinsic stresses. Therefore, the function of the cellular proteome
is dependent on the existence of compensatory mechanisms balancing the inner protein homeo-
stasis — proteostasis. These mechanisms involve the network of molecular chaperones and trans-
criptional program regulating their expression. The process of cancerogenesis is accompanied
by significant changes in the intracellular milieu of cancer cells - temperature, pH, availability of
nutrients. On the one hand, these changes represent a consequence of the deregulated growth
of the tumor tissue; on the other hand, they can be a source of selection pressure, which allows
the emergence of resistant and aggressive tumor cell populations. Description of the proteostatic
apparatus components and the mechanism of their involvement in the tumor tissue development
is provided in this review article. Aim: This review focuses on the description of two causally link-
ed groups of proteostatic events; their mutual coordination is crucial to the process of tumor cell
and by extension the entire tumor tissue response to environmental and internal stress factors.
The first group of these processes is represented by the “executory” role of molecular chaperones
from HSP70, HSP90 and so-called small molecular chaperone protein families. These proteins are in-
volved in maintaining stability of cellular proteins essential for proliferation, apoptosis, senescence,
migration and phenotypic plasticity of tumor cells. The second group of the described processes
comprises the posttranslational control of the “systemic” role of the transcription factor HSF1 in
regulating the gene expression of molecular chaperones and other genes specifically regulated by
this transcription factor in the tumor and stromal cells.
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Uvod

Proteinova homeostaza nebo také pro-
teostaza je souhrnné oznaceni moleku-
larnich déju podilejicich se na udrzeni
balancovaného stavu bunéc¢ného pro-
teomu [1]. Mezi procesy, jejichz pribéh
je regulovdén proteostatickym bunéc-
nym aparatem, patfi zejména syntéza
proteinli na ribozomech, jejich skla-
dani, intraceluldrni transport a kone¢né
degradace. Homeostaza intraceluldr-
niho proteinového prostredi je za fyzio-
logickych podminek udrzovadna kon-
stitutivni syntézou proteinl tepelného
Soku (heat-shock proteins — HSP). HSP
proteiny predstavuji molekularni cha-
perony (,gardeddmy’, doprovod) napo-
mahajici skladani sekundarnich, terciar-
nich i kvarternich proteinovych struktur,
umoznuji transport proteind, jejich mo-
difikace typu ubikvitinace a také jejich fi-
zenou degradaci v proteazomu [2]. Pre-
kroceni proteostatické kapacity HSP
protein{ vlivem vnéjsich ¢i vnitinich fak-
torl vyvolava v burice stav proteotoxic-
kého stresu provazeny akumulaci/agre-
gaci poskozenych a nedegradovanych
proteint [3]. Proteotoxicky stres aktivuje
evolu¢né konzervovany transkripcnipro-
gram, v jehoz dasledku dochazi k silné
indukci exprese molekuldrnich chape-
ronl [4,5]. Tento transkripcni program
se nazyva heat-shock response (HSR)
a je fizen skupinou sekvencné pfibuz-
nych transkripénich faktord HSF (heat-

-shock factor). Klicovym ¢lenem (master
regulator) této rodiny transkrip¢nich fak-
torl je protein HSF1 [6]. Inhibice aktivity
HSF1 vede k naruseni indukce HSR a ¢ini
buriky vysoce senzitivnimi k proteoto-
xickému stresu [7,8]. Bunky s inaktivo-
vanym genem pro protein HSF1 nejsou
schopny indukovat expresi HSP70 pfi
zvyseni intracelularni teploty, coz vede
k jejich snizené termotoleranci a indukci
apoptozy [7].

Zvysend anabolickd aktivita, mutacni
a metabolickd z4téz predstavuji vy-
znamné zdroje proteotoxického stresu
provéazejiciho proces maligni transfor-
mace a nasledné proliferace nadorové
tkané [9-11]. V nadorovych bunkach
byla prokazana zvysena hladina HSP pro-
teind a stejné tak konstitutivni aktivace
transkrip¢niho faktoru HSF1 v dudsledku
chronického naruseni homeostazy vnit-
robunécného prostiedi [12,13]. ZpUsob,
jakym jsou vyse popsané slozky proteo-
statického aparatu (HSP a HSF1) zapojeny
v procesu kancerogeneze, bude detail-
néji popsan v nasledujicich odstavcich.

HSP - molekularni chaperony
V souvislosti se stresem indukovanym
v nddorovych bunkach se zaméfime
na popis dvou skupin molekularnich
chaperond, které se lisi mechanizmem
svého pusobeni (obr. 1).

Prvni skupinou jsou HSP proteiny s mul-
tidoménovou strukturou vyZzadujici ke

své aktivité enzymatickou konverzi mo-
lekul ATP. Tato skupina chaperon je re-
prezentovana evolu¢né konzervovanymi
proteiny HSP70 a HSP90 (vyskyt uz v pro-
karyotech, sekven¢ni konzervovanost
s lidskymi proteiny je az 50 %) [14,15], je-
jichz klidova hladina v bunice dosahuje
v pfipadé HSP90 az 1-2 % celkového pro-
teomu [16,17]. Strukturné jsou proteiny
HSP70/HSP90 definovany pritomnosti
nukleotid a substrat vazajicich domén,
jejichz vazebna aktivita je obousmérné
alostericky regulovana [18,19]. Vyrazna
konformacni flexibilita téchto aloste-
ricky aktivnich proteind fizena hydro-
lyzou ATP pfedstavuje mechanistickou
podstatu jejich ulohy jakozto molekular-
nich chaperon(. Avsak zatimco protein
HSP70 vaze svou substratovou domé-
nou kratké hydrofobni sekvence existuji-
cich ¢i nové tvofenych proteind, ¢imz za-
branuje jejich denaturaci a agregaci [20],
molekularni chaperon HSP90 postrada
pfesné definovany vazebny motiv ve
strukture svych substrat a prednostné
kontaktuje konformacné nestabilni
proteiny typu receptorl pro steroidni
hormony nebo protein kindz [21-23].
Je nutné poznamenat, Ze ATP zavisly
chaperonovy cyklus, selekce substratli
a také lokalizace HSP70 a HSP90 v burice
jsou vyznamné ovliviiovany pfitomnosti
celé fady tzv. ko-chaperond, tedy pro-
teind asociovanych s témito molekular-
nimi chaperony [24].

HSP70

N N
. )
§\ N-C ‘
C
ccC

HSP90

HSP27

Obr. 1. Molekularni chaperony HSP70, HSP90 a HSP27.
Molekularni chaperony HSP70 a HSP90 se vyznacuji vicedoménovou strukturou. Vazba ATP do NBD (nucleotide-binding domain) cha-
peronu HSP70 vede k alosterickym zménam v SBDaf (substrate-binding domain), které ovliviiuji uvolfiovani navdzaného substratu
(vlnovka). Protein HSP90 tvoli konstitutivni dimer. Substrat vazajici misto neni u tohoto chaperonu presné definovéno, avsak konfor-
macni zmény HSP90 jsou indukovany vazbou ATP do NBD. Struktura HSP90 je ddle tvofena stfedni (middle — M) a C-koncovou doménou
(C-terminal domain - C). Chaperon HSP27 nélezici k malym HSP proteinim nemd ATPazovou aktivitu a vykazuje homologii k aB-krysta-
linu. Tento chaperon je schopen tvofit oligomery, které se podileji na zabranovani tvorby agregatd.
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Druhou zde popisovanou skupi-
nou molekularnich chaperonl jsou
tzv. malé HSP proteiny. Na rozdil od
HSP70/HSP90 predstavuji malé HSP pro-
teiny molekularni chaperony se zna¢né
odlisSnou aminokyselinovou sekvenci,
strukturou i velikosti. Jejich spole¢nym
rysem je pfitomnost asi stoaminoky-
selinové domény homologni s domé-
nou kanonického ¢lena malych HSP pro-
teinl aB-krystalinu [25]. Tyto proteiny
se nezavisle na ATP vézou na denaturo-
vané nebo nestrukturované oblasti pro-
teinU a zabranuiji jejich agregaci, ¢imz je
udrzuji ve stavu kompetentnim pro je-
jich zpracovani ATP zavislymi chape-
ronovymi systémy HSP70/HSP90 [26].
Mechanizmus transferu substratu mezi
témito skupinami chaperonovych sys-
tému je nezndmy. Tyto HSP proteiny
jsou nazyvany malymi, jelikoz jejich mo-
lekulovd hmotnost se pohybuje v roz-
mezi 10-40 kDa. Monomery o této ve-
likosti se vSak organizuji do rozsahlych
oligomer( ¢itajicich az desitky podjed-
notek v reakci na tepelny Sok [27]. Mezi
nejzndméjsi stresem indukované malé
HSP chaperony patfi proteiny HSP27
a aB-krystalin [28].

HSP proteiny a nadory
Proces maligni transformace bunky
a vyvoj metastazujici nddorové tkané
je provazen fadou patologickych zmén
v molekuldrnich mechanizmech regu-
lace bunécné proliferace, apoptdzy, se-
nescence, migrace a genomové stability
oznacovanych souhrnné jako Hallmarks
of cancer [29]. Proteostatické mecha-
nizmy fizené HSP proteiny sehravaji
v téchto procesech dulezitou roli.
Kontrola prlichodu bunéénym cyk-
lem je u nddorovych bunék porusena.
Mezi klicové molekuly fidici prolife-
racni sobésta¢nost transformovanych
bunék patii zejména komponenty mito-
genni signdlni kaskady spousténé vaz-
bou ristovych faktor k receptorovym
tyrozinkindzédm [30]. Deregulace né-
které ze slozek mitogenni kaskady (zvy-
$ena mira exprese, zvysena aktivita, am-
plifikace gen(, aktivac¢ni/inaktivaéni
mutace) mlze mit onkogenni charak-
ter [31,32]. Chaperon HSP90 se podili na
udrzovani aktivniho stavu nuklearnich
receptorl steroidnich hormon [33,34]

a fady signaliza¢nich molekul ucast-
nicich se mitogenni signalizace. Akti-
vacni mutace onkogennich kindz EGFR
a BRAF vedou k jejich strukturni nestabi-
lité a ¢ini je vyrazné zavislymi na pfitom-
nosti HSP90 [35-38]. Dalsi onkogenni
kindzou stabilizovanou HSP90 je fazni ki-
naza BCR-ABL [39]. Rovnéz virové kindzy
v-Src, Fes, Fps a Yes vyzaduji asistenci
HSP90 [40,41]. Chaperon HSP90 zérover
stabilizuje bunéc¢né kindazy CDK4, HCK
a ERBB2 [42-44]. Obdobnou ulohu pfi
regulaci proliferace nadorovych bunék
pravdépodobné hraje také protein
HSP70, jehoz inaktivace vede k inhibici
proliferace mysich nadorovych bunék
prsni zIazy [45,46]. Stabilizace onkogen-
nich kindz chaperonem HSP90 a proteo-
staticka aktivita HSP70 tak pftispivaji ke
stimulaci mitogenni signalizace v nado-
rovych bunkéch.

Dalsim znakem maligné transformo-
vané buriky je jeji schopnost nepod-
Iéhat programované bunécné smrti —
apoptoze [47]. Ukazuje se, Ze stresem
indukované chaperony HSP27 a HSP70
vyrazné inhibuji apoptotické signalni
drdhy svou interakci s jejich protei-
novymi komponentami [48]. Protein
HSP27 ovliviiuje apoptdzu na vice Urov-
nich - inhibuje uvolfovani cytochromu c
a proteinu SMAC-Diablo z mitochondrii,
tlumi aktivitu kaspéazy 3 a 9 a také signa-
lizaci zprostfedkovanou ligandy Fas, TNF
a TRAIL [49-52]. Chaperon HSP70 inhi-
buje apoptézu svou vazbou na protein
Apaf-1, ¢imz zabranuje tvorbé apopto-
zému [53]. V nenddorové bunce tak cha-
perony HSP27 a HSP70 slouzi jako ho-
meostaticky mechanizmus tolerance
urcitého stupné proteotoxického stresu
dfive, neZ je nenavratné aktivovana pro-
gramovanda buné¢nd smrt. Nadorova
burka naopak nadmérnou produkci
HSP27 a HSP70 zvysuje svou rezistenci
k cytotoxickym latkdm inaktivaci apo-
ptotické drahy.

Nadorové buriky obchazeji pfirozeny
proces replikativni senescence aktivaci
telomerazy [54]. U¢innost telomerazy
je podminéna jeji asociaci s HSP90 [55].
Farmakologicka inhibice HSP90 vede
k inaktivaci telomerazové funkce v na-
dorovych burikach [56]. HSP90 se v na-
dorovych burkach podili také na regu-
laci exprese genu kodujiciho telome-

razu [57]. Témito mechanizmy pfispiva
HSP90 v nadorovych bunkach k inhibici
senescence.

Metastazovani nadorovych bunék
z primarniho loZiska je mnohastuprio-
vym procesem zahrnujicim remodelaci
nadorové tkané, extravazaci nadoro-
vych bunék do krevniho fecisté a jejich
usazeni v cilové tkani [29]. Ackoli spekt-
rum mutaci podminujicich metastaticky
potencial nadorovych bunék je hetero-
genni [58,59], zvysend aktivita moleku-
larnich chaperont predstavuje nutnou
podminku metastatické kaskady [60,61].
Stabilizace kindz podilejicich se na re-
gulaci signalizace z extracelularni ma-
trix (focal adhesion kinase - FAK, inte-
grin-linked kinase - ILK) a receptorovych
tyrozinkindz ERBB2 a MET chaperonem
HSP90 vyrazné pfispivd k metastatic-
kému potencialu nddorovych bunék [60].
Inaktivace HSP70 vede ke snizeni ex-
prese a aktivity MET kindzy u mysich
prsnich nadord [46]. Bylo zjisténo, ze
proces epitelidlné-mezenchymalni tran-
zice, ktery provazi metastazovani, je
znacné zavisly na expresi chaperonu
HSP27 [61-63].

Hypotéza vysvétlujici vyznam regula-
torll proteostazy a zejména pak proteinu
HSP90 pro fenotypovou plasticitu nado-
rové tkané pokldda HSP90 za ,pufr” ge-
netické nestability [64]. Tato hypotéza
vychazi z predpokladu, Ze vzrlstajici ge-
netickd nestabilita v nddorové tkani (pre-
devsim mutace strukturnich gend) je na
Urovni proteinl ,pufrovana” chaperono-
vym systémem HSP90. Limitni hodnoty
proteotoxického stresu v bunkach loka-
lizovanych v centru nddoru vystavenych
hypoxickému acidifikovanému pro-
stfedi [64] mohou vést k inaktivaci cha-
peronu HSP90 a fenotypové manifestaci
nahromadénych genetickych zmén.Tato
,exploze” fenotypovych variant v pokro-
cilejsich nddorech by mohla vysvétlovat
vznik bunéc¢nych klon{ vykazujicich re-
zistenci k pouzité 1é¢bé [65,66].

HSF1 - transkrip¢ni regulace HSR

HSP proteiny predstavuji ,vykonavatel-
skou” slozku proteostatického aparatu.
Na systémové urovni je reakce na pro-
teotoxicky stres spousténa robustnim
transkripénim programem fizenym tran-
skripénim faktorem HSF1. Transkrip¢ni
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Obr. 2. Aktivace HSF1.
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Transkrip¢ni faktor HSF1 se vyskytuje v nestresovanych bunkach jako monomer v inhibi¢-
nim komplexu s chaperony HSP70 a HSP90. Stresové podminky vedou k disociaci mole-
kularnich chaperon( a trimerizaci HSF1. Transkrip¢né aktivni forma HSF1 je pak dale mo-
difikovana fosforylacemi (P) a vyhledava sva vazebna mista (heat-shock elements — HSE)
v promotorech genl. Mezi HSF1-fizené patfi také geny kédujici HSP70, HSP90 a HSP27.
Jejich syntézou se uzavird zpétnovazebna regula¢ni smycka aktivity HSF1.

faktor HSF1 je v nestresovanych bun-
kach ptitomen v monomernim stavu,
ktery je udrzovan jeho asociaci s cha-
perony HSP70 a HSP90 (obr. 2) [67,68].
V bunkach vystavenych nepfiznivym
vnitinim ¢i vnéjsim podminkam dochazi
k disociaci HSP70/HSP90 od monomeru
HSF1, ktery nasledné trimerizuje za
vzniku transkrip¢né aktivni formy loka-
lizované v jadre, kde se vaze ke konsen-
zualnim sekvencnim motivim oznaco-
vanym jako heat-shock elements (HSE,
sekvence nTTCNnGAANnNnTTCn) v pro-
motorovych oblastech regulovanych
genl [69]. Aktivace HSF1 je provazena
rozsahlym spektrem jeho posttrans-
la¢nich modifikaci. Patfi k nim zejména
fosforylace [3], acetylace [70] a sumoy-
lace [71]. Tyto modifikace jsou sou-
¢asti komplexniho mechanizmu ,vyla-
dovani” transaktiva¢ni aktivity proteinu
HSF1.

HSF1 - regulace aktivity
fosforylaci

U¢inna aktivace HSF1 pfi proteotoxic-
kém stresu je zavisla na fosforylaci to-
hoto faktoru. Modifikaci podléhaji zbytky
serinu a threoninu v pozicich 5230, S320,
S419 a T142 katalyzované kinazami
CaMKII (calcium/calmodulin-dependent
protein kinase Il), PKA (protein kinase A),

CK2 (casein kinase 2) a PLK1 (polo-like
kinase 1) [72-75]. Za kli¢covou fosfory-
laci nutnou pro stresem indukovanou
aktivaci HSF1 je povaZovana modifikace
serinu S326 [76]. Na modifikaci serinu
$326 se podili kindza mTOR [77] a také
kindzy RAS/MAPK kaskady [3].
RAS/MAPK kaskada (RAS-RAF-MEK-
-ERK) je centrélni signélni drahou Fidici
bunécnou proliferaci a diferenciaci, ale
také metabolickou aktivitu [78]. Bylo
pozorovéano, ze zatimco inhibice kindzy
MEK vede ke snizeni stresem induko-
vané fosforylace HSF1 v pozici S326, inhi-
bice aktivity kinazy ERK naopak tuto fos-
forylaci zvysuje [3]. JelikozZ je kindza ERK
povazovana za vylu¢ny substrat kinazy
MEK a za konecny efektor RAS/MAPK
kaskady, bylo toto zjisténi prekvapu-
jici. Navic byla prokazana existence stre-
sem indukovaného komplexu proteint
HSF1, MEK a ERK, ve kterém dochazi k in-
hibici MEK regulované fosforylace se-
rinu S326 proteinu HSF1 prostrednic-
tvim ERK katalyzovanych inhibi¢nich
fosforylaci threoninti T292 a T386 kinazy
MEK. Tato pozorovani dokladaji regu-
la¢ni ulohu RAS aktivované kinazy MEK
jak v draze vedouci ke kinaze ERK, tak
k transkripénimu faktoru HSF1 a odha-
luji vzdjemné protikladné efekty kinaz
MEK a ERK pfi regulaci aktivity HSF1.

Jelikoz aktiva¢ni mutace komponent
RAS/MAPK signaliza¢ni drahy jsou pfi-
tomny az u 30 % nador(, predstavuje
aberantni konstitutivni aktivace tran-
skrip¢niho faktoru HSF1 inherentni pro-
ces maligni transformace [79].

Cilend fosforylace se také podili na
inhibici aktivace HSF1. Mezi inhibi¢ni
fosforylace HSF1 nalezi modifikace
serinu S121, kterd je katalyzovéna kina-
zou AMPK (AMP-activated protein ki-
nase) v podminkach snizené dostup-
nosti zivin vyvolavajicich metabolicky
stres [80]. Tato kindza reaguje na nerov-
novahu buné¢ného metabolizmu proje-
vujici se zvy3enou intraceluldrni koncen-
traci AMP oproti ATP a fosforyluje fadu
bunécnych efektord, které se podileji na
aktivaci energeticky nakladnych anabo-
lickych procesl (lipogeneze, glykolyza,
beta oxidace, proteinovd syntéza) [81].
AMPK indukované snizeni spotfeby ATP
a zvyseni jeho produkce vede k usta-
noveni metabolické homeostazy [81].
Aktivace AMPK v pribéhu metabolic-
kého stresu inhibuje HSF1 fizenou HSR
a ¢ini nadorové buriky nachylné k pro-
teotoxickému stresu [80]. Tyto antagoni-
stické vztahy mezi ilohou HSF1 (proteo-
toxicky stres) a AMPK (metabolicky stres)
mohou také vysvétlovat Warburglv
efekt, tedy zavislost proteotoxicky stre-
sovanych nadorovych bunék na glukéze.

HSF1 - translace protein(i

Aktivita mTOR kindzy je spojena s in-
dukci syntézy proteinl a lipidd v bun-
kach stimulovanych ristovymi faktory
a v prostiedi s dostatkem Zivin a kys-
liku [82]. Ve stresovych podminkach
(energetickad disbalance, nedostatek
aminokyselin) je naopak mTOR inhibo-
véna a dochazi k indukci autofagie [83].
Nadorové bunky jsou zavislé na robustni
proteinové syntéze [9]. Spolu s pro-
teinem p53 tak patfi kindza mTOR a jeji
nadfazené regula¢ni komponenty PI3K,
PTEN a AKT k nejcastéji mutovanym sig-
nalnim draham v nddorech [82]. Jiz jsme
zminili, Zze kindza mTOR se podili na akti-
vaci HSF1 jeho fosforylaci [77]. Inhibice
aktivity kindzy mTOR zabraruje HSF1 in-
dukované expresi HSP proteinl v pfi-
tomnosti proteotoxického stresu [84].
Dale bylo popsano, ze k vyrazné inakti-
vaci transaktivacni funkce HSF1 dochazi
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pfi inhibici mTOR aktivovaného [85] eu-
karyotického inicia¢niho transla¢niho
faktoru 4A (elF4A) latkou zvanou ro-
glamid A [11]. Pozoruhodné je také zjis-
téni, ze alternativni sestfih transkriptu
eukaryotického elongac¢niho faktoru
eEF1B& vede ke vzniku mRNA kédujici
transkrip¢ni faktor kooperujici s HSF1 pfi
regulaci exprese gen, jejichz promo-
tory obsahuji HSE element [86]. Tyto
skute¢nosti naznacuji, Ze mira protei-
nové syntézy regulovana kindzou mTOR
a transla¢nimi faktory je koordinovéna
s mirou syntézy slozek proteostatického
aparatu fizenou HSF1.

V soucasnosti je intenzivné studovan
tzv. Ribosome quality complex (RQC) [87].
Jednd se o proteinovy komplex asocio-
vany s ribozomy, které vykazuji zndmky
aberantniho prdbéhu syntézy. Je tvoren
komponentami RQC1, Linsterin 1 (LTN1),
CDC48, TEA2 a dalsimi. Vazba RQC k abe-
rantnimu ribozomu vede k ubikviti-
naci a proteazomalni degradaci synte-
tizovanych polypeptidd a k recyklaci
ribozomalnich podjednotek [88]. Protein
TEA2 je schopen katalyzovat prodluzo-
vani C-konce nedosyntetizovanych po-
lypeptidd o zbytky alaninu a threoninu,
coz vede k aktivaci HSF1 [87,89]. Mecha-
nizmus této aktivace prozatim neniznam.
Aktivita HSF1 tak neni korelovana pouze
s mirou translace, ale také s jeji kvalitou
monitorovanou RQC.

HSF1 - nadorové specificka
funkce

Transkrip¢ni faktor HSF1 neaktivuje
pouze geny zapojené do proteostatic-
kych mechanizm(, ale také fadu dal-
Sich funkéné rozmanitych gent [90,91].
V nadorech je aktivovan zcela specificky
transkripéni program fizeny HSF1 [91].
Rada promotor(i stresem indukovanych
genl neni v nadorovych burikach ob-
sazena HSF1. Naopak, HSF1 se v trans-
formovanych burikdch véze k promo-
torovym sekvencim odliSnym od téch,
které jsou aktivovany pfi stresovych
podminkach [91]. Nadorové specificky
transkripéni program proteinu HSF1 je
pravdépodobné disledkem odliSnosti
v typech a mife stresl, kterym je vy-
stavena nadorovd bunka na rozdil od
bunky vystavené tepelnému Soku. Mezi
geny aktivované HSF1 v nadorovych

bunkach patfi geny zapojené v proteo-
syntéze (EIF4A2, RPL22), regulaci bu-
néc¢ného cyklu (CDC6, KNTC1, POLA2),
reparaci DNA a chromatinové remode-
laci (MLH1, CBX3), metabolizmu (FASN,
PGK1) a upravach mRNA (HNRNPA3,
RBM23) [91]. Unikatni HSF1 transkripcni
program je také aktivovan ve fibroblas-
tech nddorového stromatu [92]. HSF1 ve
stromalnich fibroblastech fidi expresi
secernovanych cytokin( TGF-p a SDFT,
které stimuluji rdst sousednich nadoro-
vych bunék. Tyto skutecnosti ukazuji, ze
transkrip¢ni faktor HSF1 je svou transak-
tivacni aktivitou schopen na systémové
urovni ovliviiovat nejen fyziologické
déje v nadorovych bunkach, ale také ve
smiSené nadorové tkani, ¢imz vyrazné
pfispiva k fenotypové plasticité, agresi-
vité a rezistenci nador(.

Zaveér

Vykonavatelské” i ,systémové” slozky
mechanizm fidicich buné¢nou odpo-
véd na proteotoxicky stres zastoupené
molekularnimi chaperony a transkrip-
¢nim faktorem HSF1 reprezentuji evo-
lu¢né konzervovany biologicky princip,
jehoz plvodni funkci byla reakce na ne-
pfiznivé podminky prostfedi. Proteiny
HSP jsou znamy uz u prokaryot. Tran-
skrip¢ni faktor HSF1 se objevil u jedno-
bunécénych eukaryot, kvasinek. Vznik
mnohobunéc¢nych organizmG pre-
nesl nutnost jednotlivych bunék reago-
vat na zmény prostredi na centralizo-
vanou, organizmalni Uroven. Zda se, Ze
u mnohobuné¢nych organizmd, u ¢lo-
véka, nezastavd osa HSF1-HSP pouze
Ulohu signalini drahy preziti individual-
nich bunék, ale koordinuje homeostazu
celych tkani [92,93]. Heterogenni popu-
lace nddorovych a nenddorovych bunék
v komplexni nddorové tkani vystavené
proménlivym podminkam prostfedi
tak pravdépodobné v deregulované
podobé vyuzivaji transkripéniho pro-
gramu HSF1 pro své vlastni preziti neza-
visle na preziti celého organizmu. Ackoli
systém HSF1-HSP pfedstavuje pro nado-
rovou tkan efektivni ochranu pred cyto-
toxickou protinddorovou lé¢bou, cilend
a efektivni inhibice tohoto systému v na-
dorovych bunkach by mohla inaktivovat
jeden z klicovych mechanizm( vzniku
progresivniho nddorového onemocnéni.
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PREHLED

Chaperony endoplazmatického retikula
na povrchu nadorové bunky a v extracelularnim

prostredi

Endoplasmic Reticulum Chaperones at the Tumor Cell Surface

and in the Extracellular Space

Brychtova V., Vojtések B.

Regiondlnf centrum aplikované molekuldrni onkologie, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno

Souhrn

Vychodiska: Chaperony endoplazmatického retikula jsou stresem indukované proteiny, které
mohou byt translokovany mimo endoplazmatické retikulum do cytozolu, buné¢né membrany,
pfipadné extracelularniho prostiedi. K transportu chaperond z endoplazmatického retikula
dochazi predevsim za podminek stresu endoplazmatického retikula, pficemz konstitutivni
extracelularni exprese chaperont byla zaznamenana u nadorovych onemocnéni. Chaperony
endoplazmatického retikula lokalizované na povrchu bunék nebo v extracelularnim prostredi
zastavaji odlisné funkce ve srovnani s jejich endoplazmaticko-retikularné rezidentni variantou,
nebot se chovaji jako multifunkéni receptory a ovliviuji tak bunécnou signalizaci a proliferaci.
Cil: Predkladana prehledova prace se zaméfuje predevsim na expresi chaperont endoplazma-
tického retikula na povrchu nadorovych bunék a v extracelularnim prostiedi. Popisuje mozné
mechanizmy translokace chaperon(i endoplazmatického retikula na povrch naddorovych bunék
zahrnujici KDEL transportni mechanizmus a retrotransloka¢ni drahu a déle vliv posttransla¢-
nich modifikaci chaperon(i na jejich lokalizaci v burice. K nejvice popsanym chaperontim en-
doplazmatického retikula detekovanym na membrané nadorovych bunék patii GRP78, GRP94,
kalretikulin a kalnexin, které se rdznym zplsobem podileji na signalizaci nadorovych bunék.
Pozornost je déle vénovana imunogennim vlastnostem membranové lokalizovanych chape-
rond, nebot tyto chaperony se mohou Ucastnit imunitnich reakci bunék. Prostfednictvim inter-
akci s toll-like receptory nebo pfi prezentaci antigend se tak mohou podilet na vrozené i adap-
tivni imunitni odpovédi organizmu a také nadorové-specifické imunité. Exprese chaperon(i na
povrchu nadorovych bunék je potencialné vyuzitelna ve specificky cilené protinddorové 1écbé,
stejné tak jako pii pfipravé Ié¢ebnych vakcin, proto je zavérecna c¢ast prace vénovana tomuto
tématu.

Klicova slova
endoplazmatické retikulum - glukdzou regulované proteiny — molekularni chaperony - KDEL
sekvence - imunobiologie
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Summary

Background: Endoplasmic reticulum chaperones are stress induced proteins capable of translocation into cytosol, cell membrane or extracellular
space. The chaperones are transported from the endoplasmic reticulum particularly under endoplasmic reticulum stress conditions, while their
constitutive extracellular expression was found in many cancers. Cell surface or extracellular endoplasmic reticulum chaperones take up distinct
functions compared to their endoplasmic reticulum resident variants because they act like multifunctional receptors and thus affect cell signaling
and proliferation. Aim: The presented review focuses primarily on endoplasmic reticulum chaperones expression on the cell surface of cancer cells
and into extracellular space. The work describes possible mechanisms of chaperones translocation to the cancer cell surface, including KDEL trans-
port mechanism and retrotranslocation and the influence of chaperone posttranslation modifications on their localization within the cell. Well
described cancer cell surface endoplasmic reticulum chaperones include GRP78, GRP94, calreticulin and calnexin that are involved in cancer cell
signaling in different ways. The attention is also paid to immunogenic properties of membrane-localized chaperones for their ability to participate
in immune reactions. They can take part in innate and adaptive immune response through their interaction with toll-like receptors or during the
antigen presentation as well as in tumor-specific immunity. The expression of endoplasmic reticulum chaperones on the cancer cells surface is

potentially exploitable in specific antitumor therapy as well as vaccine therapy, thus the final part of this review is dedicated to this topic.

Key words

endoplasmic reticulum - glucose-regulated proteins — molecular chaperones — KDEL sequence — immunobiology

Uvod

Endoplazmatické retikulum (ER) a nava-
zujici Golgiho komplex je nepostrada-
telny bunécny aparat, ve kterém probihd
velké mnozstvi procesd v¢. biosyntézy
protein(, jejich sbaleni do stabilniho
prostorového uspofadani a nasledné
posttranslacni modifikace. Globularni
proteiny se v burikdch mohou za ur-
¢itych podminek vyskytovat v nesba-
lené nebo jen caste¢né sbalené formé,
a to bezprostiedné po vlastni bio-
syntéze nebo pfi prdchodu bunéénymi
membranami. K denaturaci proteinu
nebo nedokonalému skladani naopak
dochazi za stresovych podminek, jako
je vyssi teplota, zména pH nebo hy-
poxie. Zakladni ochranu buriky pred
vznikem denaturovanych a agregujicich

proteinl zajistuji molekularni chape-
rony. Chaperony Ize zafadit do nékolika
vzajemné nepfibuznych rodin protein(,
které se kromé prevence vzniku amorf-
nich proteinovych agregatl podileji
i na regulaci vapnikového metabolizmu
bunky. Mezi nejvice abundantni lumi-
nalni chaperony ER patfi glukézou re-
gulované proteiny (GRP), které zahr-
nuji protein GRP78 kédovany genem
HSPAS, déle protein GRP94 kédovany
genem HSP90B1, protein GRP170 ké-
dovany genem HYOUT a protein GRP75
kédovany genem HSPA9 z rodiny pro-
teinl teplotniho Soku (heat shock pro-
teins — HSP) a multifunk¢ni protein kal-
retikulin. Molekuldrni chaperony se
déli do nékolika rodin na zakladé mo-
lekulové hmotnosti (pro prehled-

Tab. 1. Rozdéleni molekularnich chaperonti do rodin.

nost tab. 1). Kromé chaperont obsa-
huje lumen ER mnozstvi enzymd, které
se také ucastni formovani prostoro-
vého uspofadani proteinU. Patii mezi
né enzymy z rodiny protein disulfid izo-
meraz (PDI) s nejvice zastoupenymi
ERP57 a PDI a skupina protein prolyl
izomeraz [1,2].

Vysokd intraceluldrni hladina chape-
ron( je typicka pro vétsinu nador( a je
déna zvysenou proteosyntézou a naroky
na kapacitu ER u proliferujicich naddoro-
vych bunék. UdrZzovanim homeostazy
ER pfispivaji chaperony ER k prezivani
nadorovych bunék a jejich proliferaci.
Proteomickou analyzou bylo zjisténo, ze
buné¢na membrana nddorovych bunék
obsahuje pomérné velké mnozstvi HSP
a GRP [3], které jsou preferencné ex-
primovany na povrchu nadorovych
bunék ve srovnani s burfikami zdravé
tkané (napt. GRP78) [4-6]. Ukazuje se, Zze
funkce lumindlnich chaperont pfesahuji

gen protein synonyma lokalizace hranice ER a kromé skladani proteind za-
Rodina  HSPA9  HSP70-9 GRP75/mtHSP70 mitochondrie (ER) hrnuji i dalsi procesy, jako je regulace
HSP70 ) proliferace, apoptéza a imunitni reakce
HSPA5 HSP70-5 BiP/GRP78 ER v
bunék [7-10].
HYOU1 HYOU1 GRP170, ORP-150 ER
HSPATA  HSP70  HSX70,HSP72, HSP70i, HSP70-1  jadro/cytozol Lokalizace chaperoni ER
Rodina HSP90AAT HSP90-a,  HSP9OA, HSP89, HSP86 cytozol Molekularni' chaperony byly dlouhou
HSP90 dobu povazovéany za typické intracelu-
HSP90AA2  HSP90-q, HSP90alpha cytozol larni proteiny s charakteristickou subce-
HSP90ABT  HSP90-3 HSP84, HSP90B cytozol lularni lokalizaci. Pozdéji se ukazalo, Ze se
B vyskytuji i v buné¢né membrané a v ex-
HSP90B1 endo' Gp96, GRP94 ER X Wl ! N
plazmin racelularnim prostoru. V soucasnosti je

znamo, ze za normalnich podminek se
chaperony vyskytuji témér ve viech bu-
néc¢nych kompartmentech, kde se po-

ER - endoplazmatické retikulum
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dileji na skladani nové vznikajicich pro-
teind, jejich transportu pres membréany
a také brani agregaci proteinC [11].

Chaperony ER jsou solubilni proteiny,
které se vlumen ER a v organelach podél
celé sekre¢ni drahy (cis-Golgiho aparat)
Ucastni posttransla¢nich Uprav protein(.
Z cis-Golgiho komplexu jsou ,recyklo-
vany” a navraceny zpét do ER tzv. COPI
(Coat protein 1) transportnim systémem
prostfednictvim transportnich vacka.
Tento mechanizmus rozpoznéva ER re-
zidentni proteiny na zakladé charakte-
ristické sekvence na C-konci obsahujici
aminokyseliny Lys-Asp-Glu-Leu (zkra-
covéno KDEL) [12]. Chaperony mohou
nést rdzné alternativy KDEL sekvence,
které vsak maji obdobnou funkci [13].
Proteiny vybavené KDEL sekvenci nebo
jeji alternativou se pak ucastni veziku-
larniho transportu proteind mezi ER, ER-
-Golgiho komplexem a trans-Golgiho
komplexem, aniz by dochazelo k jejich
uvolnovani ven z buriky a ztrdtam. Cha-
perony nesouci KDEL sekvenci jsou vy-
chytdvany pomoci KDEL receptorl pii-
tomnych v organeldch sekre¢ni drahy
a nasledné vraceny zpét do ER [14].
Doposud byly popsany tfi typy KDEL re-
ceptort (KDEL1, KDEL2, KDEL3), pficemz
kazdy z nich interaguje s jedine¢nymi re-
ten¢nimi motivy chaperon@ ER [13].

Prestoze jsou chaperony ER aktivné
zadrzovany v ER, vyskytuji se i v ostat-
nich organelach, jako je bunééné jadro,
mitochondrie a buné¢nd membrana.
Mimo ER se mnozstvi chaperonl z ro-
diny HSP béZné nachdzi v cytozolu [15].
Nékteré z nich mohou asociovat s fos-
folipidy na luminalni strané bunéc¢né
membrany a asistovat pfi exportu pro-
tein0 z bunky [16]. V mitochondriich
jsou zase nejvice zastoupeny chape-
rony z rodin HSP60 a HSP70, které se zde
ucastni biogeneze mitochondrialnich
proteinli [17]. Chaperony se déle Gcastni
transportu proteinl z cytozolu do mito-
chondrii a ER [18]. Jaderné chaperony
se naopak podileji na interakcich DNA
s kompletné sbalenymi proteiny, a to
pfi vzniku multiproteinovych komplext
v pribéhu remodelace chromatinu [18].
V extracelularnim prostiedi byly chape-
rony detekovany v extraceluldrni matrix
a télnich tekutinach, jako je krevni sérum
amoc (tab. 2) [19].

Tab. 2. Lokalizace chaperont ER mimo ER/Golgiho komplex.

Protein
HSP47/serpin H1
GRP78/BiP
GRP94/gp96

GRP170 bunécny povrch

PDI bunécny povrch
ERP57

kalretikulin

ER - endoplazmatické retikulum

Mechanizmus translokace
chaperont ER na bunéény povrch
a do extracelularniho prostoru
Mechanizmus transportu chaperond ER
nesoucich KDEL sekvenci na povrch zi-
vocisnych bunék je vysvétlovan néko-
lika teoriemi. Za normalnich podminek
se chaperony ER dostavaji do extrace-
lularniho prostiedi pomoci KDEL recep-
torli cestou tzv. anterogradniho trans-
portu. Za podminek bunécného stresu
tento systém naopak napomaha zadrzo-
vani chaperonl v ER-Golgiho komplexu
obracenym, tzv. retrogradnim zpUso-
bem, kdy jsou naroky buriky na aktivitu
chaperon ER zvy$ené [20]. Déle se cha-
perony ER mohou smérem ven z buriky
dostavat jako soucast sekrecnich vacka,
pricemz retence pomoci KDEL receptort
je prekonana z dlivodu: 1. nasyceni ka-
pacity KDEL receptord napf. v dusledku
stresu ER v pribéhu tumorigeneze,
2. mutace v oblasti KDEL sekvence nebo
KDEL receptort [14,19], nebo 3. masko-
vani KDEL reten¢niho motivu asociova-
nym proteinem [21]. Dalsi zpUsoby, ja-
kymi mohou chaperony ER ,uniknout”
z prostiedi ER, zahrnuji uvolhovani po-
moci extracelularnich vackd (pripadné
exozomu) [22], pfipadné za podminek
bunécného stresu to miize byt transport
prostiednictvim tzv. retrotranslokacni
dréhy. Tato draha je soucasti ER-asocio-
vané degradace proteinl (ERAD), ktera
zbavuje buriku nestabilnich protein(
cestou ubikvitinace a degradace pro-
teazomem [23]. Chaperony relokalizo-
vané timto zpUisobem (napt. kalretikulin)
se dostévaji z ER do cytozolu, aviak neni

bunécny povrch, jadro

Lokalizace mimo ER/Golgiho komplex
bunécny povrch, extracelularni prostor, krevni sérum

bunéc¢ny povrch, jadro, cytozol, mitochondrie

bunécny povrch, jadro, cytozol, extraceluldrni prostor, mo¢

bunéc¢ny povrch, cytozol, extracelularni prostor

zcela jasné, zdali je tato drdha soucasné
i zdrojem membranovych nebo extrace-
luldrnich variant chaperon@ ER [19].

Lokalizaci chaperon(i ER mze kromé
vyse zminovanych transportnich drah
ovlivihovat také jejich posttranslacni
modifikace, jak je to zndmo u kalretiku-
linu. Extracelularné se vyskytujici forma
kalretikulinu je glykosylovand, naopak
neglykosylovand forma je vyhradné in-
tracelularni, nebot neni schopna pro-
jit anterogradni sekre¢ni drahou ven
z bunky [20]. Glykosylace nebo jind mo-
difikace tak mUze maskovat signaini te-
trapeptid KDEL a zabranit tak jeho vazbé
s receptorem. U proteinu GRP78 bylo
v blizkosti KDEL sekvence identifiko-
vano potencidlni glykosyla¢ni misto
(Thr648) [24,25]. Soucasné byly popsany
dalsi odlisné lokalizované posttrans-
la¢né modifikované varianty kalretiku-
linu v burice zahrnujici arginylovanou
formu na buné¢né membrané a v cyto-
zolu [26] a citrullinovanou formu souvi-
sejici s imunitni aktivitou u revmatoidni
artritidy [27,28].

Imunogenni vliastnosti

chaperonti ER

Chaperony ER se mohou diky lokalizaci
do buné&né membrany nebo extracelu-
larniho prostfedi pfimo podilet na mo-
dulaci imunitni odpovédi bunék [29].
Imunogenni vlastnosti extracelularnich
chaperonl ERjsou spjaté s proteiny, které
se na povrchu bunky chovaji jako ,signal
oznacujici nebezpedi” a jsou schopné
interagovat s receptory bunék imunit-
niho systému. Je zndmo, Ze extracelu-
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larni chaperony, jako jsou HSP27, HSP60,
HSP70, GRP94, HSP90 nebo GRP170, se
mohou vézat s TLR (toll like receptor) re-
ceptory, které jsou obvykle exprimovany
dendritickymi bunikami a makrofagy,
a tudiz se Gcastni vrozené imunitni od-
povédi organizmu [29]. Jako chaperony
ER schopné aktivovat imunitni systém
na povrchu buriky nebo v extracelular-
nim prostfedi byly popsany kalretikulin,
GRP78 a GRP94 [30-34]. Kromé toho je
zndmo, ze GRP96 je schopny aktivovat
nadorové-specifickou imunitu [35].

GRP94 a GRP170 se podileji na prezen-
taci antigenu a jejich sekretované formy
jsou schopné vyvolat vrozenou a adap-
tivni imunitni odpovéd [2]. Na zakladé
vy$e uvedenych vlastnosti se vybrané
chaperony ER ukazuji jako potencialné
vhodné cile pro vyvoj protinddorovych
[é¢ebnych vakcin.

Chaperony ER na povrchu
nadorovych bunék

ER je jednou z klicovych organel pro udr-
Zeni stavu bunéc¢né homeostazy. Pokud
jsou funkce ER naruseny v disledku ne-
dostatku Zivin, hypoxie, zmén v metabo-
lizmu vapniku, zmén v oxido-redukéni
rovnovaze nebo zmén v hodnoté pH,
dochazi ke stresu ER a naslednému hro-
madéni nesbalenych nebo Spatné sbale-
nych proteinG.

V mikroprostfedi nddoru jsou bunky
vystaveny stresu ER v dlsledku zmén
bunééného metabolizmu na mnoha
urovnich. Na tyto podminky pak reaguji
mimo jiné i extraceluldrni expresi chape-
rond ER.

GRP78/BiP

Jednim z nejlépe popsanych chaperont
ER je GRP78 (BiP). GRP78 patii do rodiny
HSP70 a je povazovén za hlavni chape-
ron ER, ktery zprostredkovava skladani
proteinC v¢. jejich kontroly, ucastni se
vapnikového metabolizmu udrzovanim
jeho homeostazy a podili se na signali-
zaci béhem stresu ER. V prostredi nadoru
nebo za podminek stresu ER je exprese
GRP78 vyrazné indukovana. GRP78 byl
kromé ER detekovéan také na membrané
nadorovych bunék, pfic¢emz bunky
zdravé tkané povrchovy GRP78 nor-
mélné neexprimuji. Mechanizmus, kte-
rym se GRP78 dostava na povrch, nebyl

doposud presné popsan. K relokalizaci
dochazi pravdépodobné v disledku
presyceni kapacity retencniho systému
ER, nebo je GRP78 transportovan spo-
le¢né s klientnimi proteiny (maze se jed-
nat o adaptivni mechanizmus nadoro-
vych bunék). Povrchovy GRP78 ma také
zcela jiné funkce nez jeho ER varianta,
protoze se chova jako multifunkéni re-
ceptor, jehoz aktivovana forma podpo-
ruje nadorové bujeni. GRP78 je schopny
vazat a2-makroglobulin a podporovat
tak proliferaci, prezivani a metastazovani
nadorovych bunék [36-38]. Interakce
s a2-makroglobulinem déle vede k akti-
vacisignalnich kaskad ERK1/2, p38 MAPK,
Akt, PI3K a NF-kB [37,39-42]. Kromé vyse
uvedeného mlize GRP78 membranovy
receptor jako povrchovy protein pod-
porovat tvorbu autoprotilatek, které
maji vlastnosti agonistické s a2-makro-
globulinem a po interakci s receptorem
vedou k indukci proliferace nddorovych
bunék [43,44].

GRP94/Gp96

GRP94 je nejvice abundantnim proteinem
ER a podobné jako u GRP78 jeho zvy3ena
exprese souvisi s nadorovou transfor-
maci [45]. Jako chaperon ER nese C-kon-
covy ER reten¢ni peptid KDEL, ktery viak
nefunguje absolutné. Z toho divodu byl
GRP94 detekovan i na membrané nado-
rovych bunék a v extracelularni tekutiné
(pankreatické stave) [46-48]. Jeho funkce
na membrané vsak neni zcela jasna, ale
je zndmo, Ze GRP94 je schopny aktivovat
dendritické bunky a nddorové specifické
T buriky [49].

Kalretikulin a kalnexin

Kalretikulin je vysoce konzervovany cha-
peron ER, ktery ackoliv je majoritné lo-
kalizovan do ER, vykazuje mnozstvi dal-
Sich intra- i extracelularnich lokalizaci.
V ER je jeho hlavni Ulohou asistovat spo-
le¢né se svym homologem kalnexinem
pfi sklddani a kontrole nové syntetizova-
nych glykoprotein(. Povrchové lokalizo-
vany kalretikulin ma rGzné funkce, které
zahrnuji podporu rozpadu fokalnich ad-
hezi a migrace [50,51], dale zprostfedko-
vani fagocytézy umirajicich nadorovych
bunék [52-54]. Kalnexin patfi stejné jako
kalretikulin mezi proteiny ER detekované
na buné¢né membrané. Funkci povr-

chové lokalizovaného kalnexinu je zfejmé
modulace adhezivnich vlastnosti a inte-
grinem fizené buné¢né signalizace [55].

Extracelularni HSP70 a HSP90
Pfestoze HSP70 a HSP90 nejsou chape-
rony ER, uvadime je zde z toho ddvodu,
Ze jejich extra- i intracelularni funkce
jsou pomérné dobfe popsany a sou-
¢asné se jedna o homology ER rezident-
nich chaperon(i (GRP78, GRP94), které
jsou nddorovymi burikami uvolfovany.

HSP70

Clenové rodiny HSP70 asistuji pfi skla-
dani nascentnich proteinl a jsou dllezi-
tou soucasti proces zajistujicich bunéc-
nou homeostazu. V nddorovych bunkach
je exprese HSP70 casto zvysena a kore-
luje s horsi prognézou onemocnéni [56].
Extraceluldrni HSP70 se vyskytuje jako
solubilni protein, dale potom v komplexu
s antigennimi peptidy nebo jako sou-
¢ast exozomu. Tyto odlisné varianty inter-
aguji s povrchovymi receptory nadoro-
vych bunék, bunék imunitniho systému,
endotelovymi a epitelovymi burikami.
Extracelularni HSP70 v komplexu s nado-
rovymi peptidy interaguje s receptory na
povrchu antigen-prezentujicich bunék
(CD91, SREC-1) [57,58] a je schopny akti-
vovat NK buriky [37]. Samotny extracelu-
larni HSP70 spousti nespecifické imunitni
reakce (signalizace prostfednictvim akti-
vace TLR2/4 receptoru) [58], ovliviuje in-
vazivitu nadorovych bunék regulaci akti-
vity matrix-metaloprotedzy [59] a aktivaci
zanétlivého mikroprostiedi (produkce
reaktivnich kyslikovych radikal() [60].

HSP90

HSP90 je vysoce exprimovany chaperon,
ktery ovliviiuje funkci a stabilitu velkého
mnozstvi klientnich protein@. V jader-
nych burikich obratlovcl se vyskytuje
ve dvou cytozoldrnich variantach -
HSP90a a HSP90[. HSP90 se ve zdravych
bunkach za fyziologickych podminek
vyskytuje nej¢astéji v cytoplazmé, mala
frakce je pfitomna také v jadre.

V klidovém stavu bunky HSP90 extra-
celuldrné neuvolnuji, ackoliv k jeho se-
kreci dochazi v dlsledku stresovych
podminek, jako je hypoxie, hladovéni, vi-
rova infekce, y-zafeni nebo v pfitomnost
reaktivnich kyslikovych radikal( [61-65].
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Naopak nadorové burnky vykazuji kon-
stitutivni extraceluldrni expresi HSP9O,
obzvlast v pfipadé nadorl s abnor-
malné vysokou expresi HIF-1a [66]. Mezi
popsané bunécné reguldtory sekrece
HSP90 patfi nadorovy supresor p53,
HIF-1a a ubikvitin ligdza Hectd1 [65].

HSP90 nenese sekrecni signalni pep-
tid a je uvolfovany z bunék prostred-
nictvim exozomalni sekre¢ni drahy [67].
Jeho hlavni funkci je podpora motility
a nadorové progrese, za coz je odpo-
védny 115 aminokyselin dlouhy pep-
tid (aminokyseliny 236-350) na povrchu
proteinu. Mezi extraceluldrni interakcni
partnery HSP90 patfi HER2 receptor, ma-
trix metaloproteazy, LRP-1 [68].

HSP90 byl podobné jako i dalsi HSP
proteiny detekovan jako molekula cirku-
lujici v krvi. Zvysené hladiny plazmatic-
kého HSP90a byly popsany u pacientt
s karcinomem prsu, plic, pankreatu
a jater. Pfesto diagnosticky vyznam de-
tekce HSP90 v krvi zatim neni zcela
jednoznacny [66].

Povrchové a extracelularni
chaperony ER a protinadorova
lécba
Preferenéni exprese GRP78 na povr-
chu nadorovych bunék umoziuje vyu-
Ziti specificky cilené protinadorové lécby
s minimalnim nezadoucim uc¢inkem na
zdravé burky. Potencialnim cilem této
|écby jsou soucasné podpurné bunky
nadorové tkané, na jejichz povrchu byl
GRP78 také identifikovan [2]. Lé¢ebné
strategie zaméfené na GRP78 vyuzivaji
napf. peptidovych ligandd konjugova-
nych s cytotoxickym agens. Aplikace
specifické IgG monoklondlini protilatky
(Mab159) spousti endocytézu a degra-
daci povrchového GRP78 a soucasné
apoptézu nadorovych bunék (xeno-
graftll karcinomu plic, tlustého stieva,
metastaz karcinomu prsu a melanomu)
prostfednictvim inhibice PI3K signali-
zace [39]. Tato protilatka je potencialné
vyuZzitelnd pro in vivo zobrazovani pfi vy-
béru vhodného pacienta pro lé¢bu pro-
tinddorovou Mab159 protilatkou nebo
pro sledovani progrese onemocnéni
a odpovédi na lécbu.

Dalsi |écebnou strategii je protina-
dorova vakcinace, kterd umoznuje per-
sonalizovanou lé¢bu pacientl s nado-

rovym onemocnénim. Doposud bylo
testovano vyuZziti autologniho sekrec-
niho fuzniho proteinu GRP94 s nadoro-
vymi antigennimi peptidy. Tato vakcina
méla na mysich modelech antiprolife-
rativni a antimetastaticky efekt, avsak
v klinickych testech byl jeji imunogenni
ucinek velmi variabilni [69-71]. Vyuziti
GRP170 fuzniho proteinu s plnodélko-
vymi antigeny se ukazalo jako efektivni
pfi 1é¢bé nadord prostaty na mysich
modelech [72]. Aktivace dendritickych
bunék a protinddorové imunitni odpo-
véd byla posilena pfi syntéze fizniho
proteinu GRP170 s NF-kB aktivujici do-
ménou bakteridlniho proteinu flagelinu
u metastazujicich naddor u mysi [73].

Zavér

Hlavni slozky extraceluldrniho prostiedi
zahrnuji metaloprotedzy a signalni mo-
lekuly extraceluldrniho prostredi s jejich
receptory. Z pohledu nddorové biologie
mohou extraceluldrni chaperony plsobit
jako namembranu véazané proteiny, které
interakci s povrchovymi receptory spou-
$té&ji intraceluldrni signalizaci. Jako extra-
celuldrni solubilni proteiny interaguji se
slozkami extracelularni matrix a podpo-
ruji tak metastazovani a invazivitu na-
dord. Soucasné mohou slouzit jako on-
kogenni proteiny aktivni v mezibunécné
komunikaci. Obecné tedy mohou cha-
perony ER hrét dvoji biologickou a imu-
nologickou roli, kterd vychazi pfedevsim
z jejich bunécné lokalizace. Intracelularni
chaperony ER maji ochrannou funkci
podporujici pfeziti nddorovych bunék
za nepfiznivych podminek, zatimco na
membranu vazané a extraceluldrni cha-
perony ER usnadnuji imunologické roz-
poznani nadorovych bunék a jejich
likvidaci.

Pfes znac¢né mnozstvi odbornych praci
stale zUstavaji nezodpovézené otazky
ohledné mechanizmu exportu chape-
rond ER do extracelularniho prostiedi
nadoru a jejich presné extracelularni
funkce. Je vsak zifejmé, Ze chaperony
ovliviuji jak samotné nadorové bunky,
tak i nddorové mikroprostiedi. Jako stre-
sem indukované proteiny mohou pfispi-
vat k tumorigenezi a Iékové rezistenci,
ale soucasné diky moznosti své speci-
fické inhibice jsou zaroven i nad&jnymi
cili protinddorové terapie.
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Souhrn

Vychodiska: Proteiny Rab jsou malé monomerni enzymy umoznujici hydrolyzu guanozintrifos-
fat (GTP) na guanozindifosfat (GDP) a se fadi se do rozsahlé nadrodiny proteinl Ras. Dosud bylo
popséno vice nez 60 téchto proteind, které plsobi predevsim jako regulatory vnitrobunéc-
ného transportu. Vétsina Rab GTP4z je umisténa specificky na vnitrobunécnych membréanach,
kde zajistuji napojeni na motorické proteiny a cytoskelet a fidi rizné kroky transportnich drah
v¢. formovani a pohybu vezikull ¢i membranovych fuzi kontrolujicich sekreci, endocytézu, re-
cyklaci a degradaci proteint. V poslednich letech je stale ¢astéji zminovana deregulace exprese
proteinG Rab u rliznych typd malignit. ZvySuje se pocet onemocnéni, u kterych byla zjisténa
souvislost s mutacemi v proteinech Rab ¢i v proteinech s nimi spolupracujicich a pribyvaji di-
kazy o zapojeni Rab do patologickych stavll lidského organizmu, jako je selhani imunity, obe-
zita a diabetes, Alzheimerova choroba nebo dédi¢né genetickd onemocnéni. Funkéni poruchy
Rab zplsobené mutacemi nebo aberantnimi posttransla¢nimi modifikacemi vedou ke zmé-
nam v transportu proteind a vezikuld, které hraji zasadni Ulohu pfi vzniku a vyvoji nadorovych
onemocnéni a deregulace exprese Rab ¢asto ovliviiuje migraci, invazivitu, proliferaci a lékovou
rezistenci nddorovych bunék. Cile: Tento ¢lanek shrnuje zakladni funkce proteinti Rab v bunce,
popisuje mechanizmus jejich pdsobeni a zaméfuje se na soucasné poznatky o Uloze téchto
GTPaz pfi karcinogenezi.

Klicova slova
proteiny Rab - transport protein(i — karcinogeneze

Summary

Background: Rab proteins are small monomeric enzymes which belong to the large Ras protein
superfamily and allow hydrolysis of guanosine triphosphate (GTP) to guanosine (GDP). Up to
now more than 60 proteins have been described that act primarily as regulators of intracellular
transport. Rab GTPases are mostly located at the intracellular membranes, where they provide
connections to motor proteins and to the cytoskeleton and control various steps of the traffic
pathways including the formation and movement of vesicles or membrane fusion controlling
secretion, endocytosis, recycling and degradation of proteins. Today, the deregulated expres-
sion of Rab protein is discussed in different types of malignancies. The number of identified
diseases associated with mutations in Rab proteins or their cooperating partners increases
and the evidence for the involvement of Rab to the human pathologies such as the immune
failure, obesity and diabetes, Alzheimer’s disease or hereditary genetic diseases is growing. The
malfunctions of Rab proteins caused by mutations or aberrant posttranslational modifications
lead to changes in the protein and vesicle trafficking, which play a crucial role in the formation
and development of cancer and the deregulation of Rab expression frequently influences the
migration, invasion, proliferation and drug resistance of the tumor cells. Aims: This article sum-
marizes the main functions of Rab proteins in the cells, describes the mechanism of their acti-
vity and focuses on the current knowledge about the roles of these GTPases in carcinogenesis.
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Rab GTPases - protein transport — carcinogenesis

Prace byla podpofena projektem MSMT -
NPU | -LO1413.

This work was supported by the project MEYS —
NPS - 101413,

Autofi deklaruji, Ze v souvislosti s predmétem
studie nemaji zadné komercni zajmy.
The authors declare they have no potential

conflicts of interest concerning drugs, products,
or services used in the study.

Redakéni rada potvrzuje, ze rukopis prace
splnil ICMJE kritéria pro publikace zasilané do
biomedicinskych ¢asopist.

The Editorial Board declares that the manuscript
met the ICMJE recommendation for biomedical
papers.

=]

Mar. Jitka Hol¢ékova, Ph.D.
Regionalni centrum aplikované
molekuldrni onkologie
Masaryktv onkologicky ustav
Zluty kopec 7

656 53 Brno

e-mail: holcakova@mou.cz

Obdrzeno/Submitted: 13.5. 2016
Prijato/Accepted: 31.5.2016

http://dx.doi.org/10.14735/amko20164531

Klin Onkol 2016; 29 (Suppl 4): 4531-4539

4531




PROTEINY RAB, VNITROBUNECNY TRANSPORT A NADOROVA ONEMOCNENT

Uvod

Proces maligni transformace burky je
ovlivnén tfadou bunéénych pochodl
a studium procest probihajicich v nddo-
rovych bunkach je nezbytné pro pocho-
peni vlastnosti malignit a hledani vhod-
nych pfistupl pfi jejich 1é¢bé. Spravny
prabéh zivotniho cyklu bunky je pod-
minén uplatnénim funkci jednotlivych
protein(, k ¢emuz je nezbytna nejen je-
jich spravna syntéza, ale i tfidéni uvnitf
bunky a doprava k cilovym mistim pUso-
beni. Je zfejmé, ze vnitrobunécny trans-
port proteint zahrnuje Siroké spektrum
procesu a je ovliviiovdn mnoha faktory.
Na téchto komplikovanych procesech se
zna¢nou mérou podileji i proteiny rodiny
Rab. Proteiny Rab se ucastni hned néko-
lika krok( intraceluldrniho transportu
proteinl a jsou zapojeny i do regulace
sekrece a endocytézy [1]. Odchylky v en-
docytéze, nepresné cileni transportnich
vackul ¢i nespravna recyklace bunécnych
receptor(l se nasledné projevuji v pro-
cesech bunécné adheze, migrace a pro-
liferace, v polarité bunék a v jejich pre-
zivani. Abnormality v intracelularnim
transportu proteind poté mohou inicio-
vat nékterd onemocnéni, v¢. nddoro-
vého bujeni, Alzheimerovy choroby ¢i
autoimunitnich onemocnéni [2].

Vnitrobunéény transport proteinti
Vnitrobunéény transport je tradi¢né
délen na dvé zakladni drahy — exocy-
tickou a endocytickou. Exocytdza zahr-
nuje transport materialu syntetizova-
ného bunkou k plazmatické membrané
smérujici k sekreci makromolekul ven
zburiky a také distribuci syntetizovanych
makromolekul k organeldam vlastniho
endomembranového systému. Endocy-
t6za naopak oznacuje ptijem molekul
mensich nez 500 nm z vnéjsiho prostredi
buriky [3]. Nejcastéji se jednd o slozky
plazmatické membrany, povrchové re-
ceptory a také ziviny. Cast endocytova-
ného materidlu mize byt recyklovana
a transportovana zpét na povrch buriky,
¢imz dochazi k propojeni obou drah [4].
Jednotlivé transportni kroky jsou usku-
te¢novany prostrednictvim vacka nazy-
vanych vezikuly. Cely transportni proces
zahrnuje vytvoreni vezikulu, jeho pohyb
smérem k akceptoru, pfipojeni a zavé-
re¢nou fuzi s akceptorovou membranou.

Pohyb vacku probihd za ucasti cytoske-
letu nebo pomoci difuze [5].

Exocyticka draha

Drsné endoplazmatické retikulum (ER)
je bunécna organela zodpovédnd za
syntézu transmembranovych a sekreto-
vanych proteind. Aby mohly nové syn-
tetizované proteiny plnit své funkce, je
nutny jejich transport k cilovym mis-
tdm v bunce. Po slozeni proteinu, pfi-
padnych posttransla¢nich modifikacich
a kontrole kvality jsou proteiny shro-
mazdény a baleny do anterogradnich
(smétujicich vpred) transportnich vezi-
kuld, jejichz povrch je tvofen obalovymi
proteiny COPII (coat protein II) [6]. Tyto
transportni vacky prendseji proteiny
z ER na pfilehlou, cis stranu Golgiho apa-
ratu (GA). Soustava GA je zodpovédna za
Upravu a tfidéni proteint a dalsich bu-
nécnych makromolekul.

Nékteré z proteind, hlavné ty s cilovou
lokalizaci v ER, mohou byt z cis strany
GA vraceny zpét do ER pomoci retro-
gradnich (zpétnych) transportnich vezi-
kuld, které jsou tvoreny obalovymi pro-
teiny COPI (coat protein 1) [6]. VétSina
protein( je viak v GA dale modifikovana,
pfipadné skladovdna a nasledné pre-
mistovana z cis-GA do odvracené, trans
strany GA, resp. az na okrajovou &ast na-
zyvanou trans Golgiho sit (trans-Golgi
network — TGN), ve které dochazi k hlav-
nimu tfidéni proteina [7].

V oblasti TGN se rozhoduje o dal$im
osudu proteind. Jednou z moznosti je
draha konstitutivni sekrece, kdy jsou
proteiny nepfetrzité transportovany
k plazmatické membrané a vylu¢ovany
ven z bunky. Mozna je také exocytdza
vyuzivajici transportni nosice, které pro-
teiny prevzaté z TGN na urcity ¢as zadr-
Zuji v cytozolu a vylucuji je z bunky az po
pfijeti signalu stimulujiciho exocytézu.
Treti moznosti je pohyb molekul z TGN
anterogradnim smérem do cilového
mista jejich plsobeni a poté, co spini
svoji funkci, ndsledny transport pres en-
dozom az do lysozomu (Lys), kde jsou
degradovany [8].

Endocyticka draha

Vznik endocytického vacku z kompo-
nent plazmatické membrany je zpro-
sttedkovan specifickymi obalovymi

proteiny, mezi které patfi napf. klatrin
a kaveolin [3]. Endocyticky vacek na-
sledné fuzuje s ranym endozomem (EE).
Odtud vétsina proteinli postupuje pfes
pozdni endozom (LE) az k Lys, kde jsou
degradovéany. Nékteré proteiny vsak
mohou byt z EE recyklovény a trans-
portovany zpét na plazmatickou mem-
branu. Timto procesem dochazi k pro-
pojeni endocytické a exocytické drahy
a vznikaji tzv. endocytické a exocytické
cykly (EECs) [4].

EECs se velkou mérou zapojuji do re-
gulace signalnich bunécnych drah. Je-li
receptor nebo jeho ligand endocytovan
a nasledné degradovan, dochazi k osla-
beni signaini drahy, naopak transport re-
ceptorl na bunéc¢nou membranu vede
k zesileni bunéc¢né signalizace. Pfikla-
dem muze byt signalizace zprostfedko-
vana receptorem pro epidermalni rls-
tovy faktor (epidermal growth factor
receptor — EGFR) [4].

Z dlvodu velkého mnozstvi rlizno-
rodych molekul sméfujicich do jednot-
livych cilovych destinaci v burice je ne-
zbytna dokonala regulace jednotlivych
transportnich drah. Klicovymi regula-
tory téchto pochodl jsou proteiny ro-
diny Rab.

Rab proteiny

Proteiny Rab jsou jedny z kli¢covych fak-
tord fidicich vnitrobunécny vezikularni
transport. Jejich hlavnimi funkcemi je
zajisténi specificity transportu vazbou
na transportni vacek a definovani iden-
tity jednotlivych bunécénych organel.
Umoznuji také napojeni na motorové
proteiny (myozin) a cytoskelet, ¢imz
usnadnuji pohyb vezikull s transporto-
vanym materidlem k pfislusnym cilovym
organeldm [9]. Proteiny rodiny Rab jsou
malé monomerni GTPazy, tedy enzymy
hydrolyzujici guanozintrifosfat (GTP) na
guanozindifosfat (GDP), které se spolu
s pfibuznymi rodinami ARF, Ran a Rho
fadi do proteinové nadrodiny Ras [3].
Jejich vlastni GTPazova aktivita umoz-
nujici prechod mezi aktivnimi a neaktiv-
nimi stavy proteinu je pfedurcuje k roli
dulezitych regula¢nich molekul.

Struktura proteinti Rab
Dosud bylo v lidském genomu iden-
tifikovano ptiblizné 70 genl pro pro-
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teiny Rab [8], které jsou lokalizovany
na rGznych chromozomech [10]. Pro-
dukty téchto gen0 reguluji jednotlivé
kroky tfidéni a pfenosu proteind v riz-
nych ¢astech bunky. Jednotlivé geny ké-
dujici rzné proteiny Rab mohou pod-
Iéhat alternativnimu sestfihu, coz vede
ke vzniku proteinovych izoforem s od-
lisnymi funkcemi [10]. U mnohych pro-
teinG Rab neni jejich pfesna funkce
zatim zndma [2].

Proteiny rodiny Rab vykazuji pri-
mérné pouze 30% sekvenéni homolo-
gii [2]. Jsou tvoreny piiblizné 220 amino-
kyselinami a jejich molekulovd hmotnost
se pohybuje okolo 24 kDa [3].

Prostrukturu téchto proteint je typicka
pfitomnost nékolika vysoce konzervova-
nych oblasti vyskytujicich se i u dalSich
zastupcl nadrodiny Ras. DuleZitd je gua-
nin nukleotid vazebna doména obecné
se vyskytujici u GTPaz. Pét kratkych ob-
lasti oznacovanych RabF1-5 bylo na-
opak identifikovano pouze u rodiny
Rab [11]. Rodina proteint Rab je dale dé-
lena na tzv. podrodiny, pro které byly de-
finovény Ctyfi charakteristické protei-
nové motivy oznac¢ované RabSF1-4 [3].
Celkem bylo definovano 10 podrodin -
Rab1, Rab3, Rab4, Rab5, Rab6, Rabs,
Rab11, Rab22, Rab27 a Rab40, nicméné
mnoho proteind Rab neni mozné do
téchto podrodin zaradit. V zasadé se
jednotlivé proteiny Rab odlisuji prede-
vsim v C-termindlni oblasti, ktera je ne-
zbytna pro spravnou lokalizaci proteinu
Rab v bunce [12]. Nachazeji se zde pro-
teinové motivy XXXCC, XXCCX, XCCXX,
CCXXX a XXCXC (kde X je libovolna ami-
nokyselina) obsahujici dva cysteinové
zbytky nezbytné pro prenylaci proteinu
(viz nize) (obr. 1) [13].

Cyklus Rab proteinii v burice
Obdobné jako jiné GTPazy, mohou se pro-
teiny Rab vyskytovat v burice ve dvou for-
mach, a to v aktivni formé s navdzanym
GTP (Rab-GTP) a neaktivni formé s nava-
zanym GDP (Rab-GDP). V cytozolu se vy-
skytuji v neaktivni konformaci v komplexu
s disocia¢nim inhibitorem (GDI) [10]. Pro
aktivaci Rab a umoznénijeho fuze s mem-
branou je nutné odstranéni GDI a na-
sledna vyména GDP za GTP (obr. 2).
Syntéza proteind Rab de novo pro-
bihd na ribozomech v cytozolu a vede ke

220

cc

N-konec

I:l hypervariabilni oblast se dvéma cysteinovymi zbytky pro prenylaci proteinu
D RabF - proteinové motivy specifické pro rodinu Rab

l RabSF - proteinové motivy specifické pro jednotlivé podrodiny Rab

C-konec

Obr. 1. Schéma struktury proteinu Rab.

Struktura proteinu Rab s ozna¢enymi motivy specifickymi pro celou rodinu Rab (RabF)
a pro jednotlivé podrodiny Rab (RabSF), které se podileji na protein-proteinovych interak-
cich. Na C-konci proteinu je hypervariabilni doména s dicysteinylovym prenyla¢nim sig-

nalem (CQC).
GDP GTP
vazba na
cytozol membrany
GDP GDP GTP
I ——>

P;

Obr. 2. Schematické znazornéni aktivace proteint Rab v burce.

Proteiny Rab se vyskytuji v bunce ve dvou formach - v aktivni formé s navazanym GTP
a neaktivni formé s navazanym GDP. V cytozolu jsou proteiny Rab neaktivni v komplexu
s disociacnim inhibitorem (GDI). Pro aktivaci Rab a jeho pfipojeni k membrané je nezbytné

odstranéni GDI a vyména GDP za GTP.

vzniku neaktivnich forem Rab-GDP [2].
Pro jejich aktivaci je zapottebi procesu
prenylace. Prenylace proteinl je post-
transkrip¢ni modifikace, pfi které jsou
na cysteinové zbytky obsazené v pro-
teinovych motivech C-termindlni ob-
lasti pfipojeny izoprenoidni zbytky, které
molekule dodaji hydrofobni charakter
a usnadni pozdéjsi spojeni daného pro-
teinu s konkrétnimi misty v cilové mem-
brané. V ptipadé proteinl Rab se jedna
o kovalentni pfipojeni geranylové sku-
piny na dva cysteinové zbytky pomoci
enzymu Rab geranylgeranyl transferazy
(RGGT) [14]. Pokud neni protein Rab pre-
nylovan, resp. geranylovan, zlstava i na-
déle v cytozolu bunky. Nové synteti-
zované proteiny Rab vSak maji nizkou

afinitu k enzymu RGGT. Z tohoto divodu
cytozolicky Rab-GDP interaguje s Rab
doprovodnym proteinem (REP), ktery
napomahd interakci s RGGT a umozni
tak potfebnou modifikaci proteinu [15].

V pfipadé potreby jsou proteiny Rab
sméfovany k membrané a dochazi k je-
jich pfeméné na aktivni formu. Pro tuto
aktivaci je potfeba odstranéni GDI a na-
slednd vyména GDP za GTP. Regula¢ni
protein oznacovany GDF podporuje pfi-
pojeni Rab-GDP k membrané. Po pfipo-
jeni mlze vyména guanozin nukleotidd
probéhnout samovolné vlastni aktivi-
tou Rab GTPazy, obvykle je v3ak usku-
te¢néna pomoci regula¢niho proteinu
GEF, ktery tento proces zna¢né urych-
luje [16]. Na aktivni komplex Rab-GTP se
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Obr. 3. Cyklus proteind Rab v bunce.

1. Nové syntetizovany protein Rab a pribéh prenylace. 2. Odstranéni disocia¢niho inhibitoru, aktivace Rab a jeho pfipojeni na mem-
branu. 3. Zapojeni jednotlivych regulacnich molekul a efektort, vznik, navedeni a transport vezikulu k akceptorové membrané. 4. Hyd-

rolyza GTP a deaktivace Rab proteinu.

nasledné mohou vazat dalsi efektorové
molekuly.

Po splnéni své funkce je protein Rab
inaktivovan hydrolyzou GTP, ktera mize
probéhnout opét samovolné vlastni
GTPazovou aktivitou proteinu Rab nebo
s pomoci regula¢niho proteinu GAP,
ktery hydrolyzu usnadnuje a také urych-
luje [16]. Po inaktivaci mUze byt Rab-
-GDP recyklovan zpét do donorového
kompartmentu za Ucasti inhibi¢niho re-
guldtoru GDI, kde m(ize byt reaktivo-
van a opétovné tak plnit svou funkci
(obr. 3) [10].

Molekuly regulujici aktivitu

proteinti Rab

GEFs a GAPs

GEFs vystupuiji jako pozitivni regulatory
cyklu Rab proteinC stimuluji vyménu
GDP za GTP u proteinu Rab na mem-
brané donorového kompartmentu, ¢imz
podporuji vznik jeho aktivni formy [2].
GAPs (GTPase activating proteins) jsou
naopak negativni regulatory zpUso-

bujici hydrolyzu GTP aktivniho pro-
teinu, a tedy jeho pfeménu na neaktivni
formu [17]. Obsahuji regula¢ni doménu
TBC s konzervovanou oblasti obsahujici
aminokyseliny arginin a glutamin, které
prispivaji ke zrychleni katalytické akti-
vity GTPazy Rab [18]. Dosud bylo iden-
tifikovano nejméné 38 rliznych lidskych
GAPs [19]. VétSina GEFs a GAPs jsou peri-
ferni membranové proteiny, které regu-
luji aktivitu urcitych protein(i Rab, a jiné
proteiny z rodiny Rab zase mohou fidit
jejich funkci. Vznika tak sit vzadjemnych
pozitivnich a negativnich interakci mezi
jednotlivymi proteiny Rab [1].

GDlIs a GDFs

Funkce GDI se uplatriuje po ukonceni
procesu vezikuldrniho transportu, resp.
po deaktivaci proteinu Rab a jeho diso-
ciaci z membrany. GDI preferuje vazbu
na neaktivni konformaci Rab-GDP. Vaze
se na jeho C-terminalni prenylovanou
¢ast, ¢imz zabranuje interakci s membra-
nou a protein je tak udrzovan v cytozolu

bunky [20]. V pfipadé potieby opétovné
aktivace proteinu Rab se uplatni funkce
proteint GDFs, které katalyzuji disociaci
GDI z proteinu Rab [21].

Mechanizmus pusobeni

Rab proteinti

Efektorové molekuly proteinii Rab
Proteiny Rab mohou byt k transport-
nim vackdm pridruzeny hned pfi je-
jich formovani na donorové mem-
brané nebo az po urcité dobé od jejich
vzniku. Néasledné jsou vezikuly pfemis-
tovany k cilovym mistim pomoci difuze
nebo za ucasti motorovych proteinl
cytoskeletu [5].

Proteiny Rab ve své GTP vazané ak-
tivni formé interaguji v blizkosti svych
cilovych membran s fadou efektoro-
vych molekul. Jednotlivé komplexy Rab-
-efektor se lisi svou strukturou a podle
typu proteinu Rab také svou lokalizaci
v burice [22]. Obecné jsou tyto efektory
oznacovany jako proteiny SNAREs (sol-
uble N-ethylmaleimide sensitive fac-
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tor attachment protein receptors) [19].
Se SNAREs dale interaguji SM proteiny
(Sec1/Munc18-like proteins) a jiné uva-
zujici (tethering) faktory [23].

Jako uvazujici faktory jsou oznacovany
proteiny potfebné k ukotveni vacku
k membrané pfed samotnym procesem
fuze. Déli se na dvé hlavni skupiny, které
se vyskytuji napfi¢ endocytickou i se-
kre¢ni drahou [24]. Prvni skupinou jsou
homodimerické Sroubovicové proteiny
(coiled-coil tethering proteins), které
diky své délce pfiblizné 200 nm mohou
transportni vezikul vazat na pomérné
dlouhou vzdalenost [25]. Druhou sku-
pinu tvofi proteinové komplexy sloZzené
z nékolika podjednotek (multisubunit
tethering complexes), které s vackem
interaguji na vzdalenost pouze 30 nm
po jeho predchozi vazbé s coiled-coil
proteinem [26].

SNAREs jsou malé membranové pro-
teiny, které se podle své lokalizace
déli na v-SNAREs (vesicle-SNAREs)
a t-SNAREs (target-SNAREs). Pfi formo-
vani transportnich vezikull na dono-
rové membrané jsou do obalu vacku za-
¢lenovany v-SNAREs proteiny. Proteiny
t-SNAREs jsou naopak lokalizovany na ci-
lovych membranach. Pfi fizovéni vacku
s membranou dochazi k tvorbé Srou-
bovicovych trans-komplexd mezi zmi-
novanymi typy SNAREs [19]. Pfi iniciaci
fuzovani hraji dalezitou ulohu také roz-
pustné SM proteiny, které fidi vznik kom-
plexd SNAREs [27].

Fuzovani vezikuli s cilovou
membranou

Proces splynuti vacku s cilovou mem-
branou je uskute¢rnovdn pomoci fuz-
niho aparatu. Pfedpokladem fuze je do-
statecné priblizeni transportniho vacku
k cilové membrané pomoci uvazuji-
cich proteind. Proteiny Rab se nasledné
uplatiuji pfi fizeni a zrychlovani inter-
akci mezi pfibuznymi v- a t-SNAREs.
Jejich vzéjemna vazba vede k vytvo-
feni trans-komplext pfiblizujicich mem-
brany do tésné blizkosti [27]. Mechaniz-
mus nasledného svazani obou membran
za soucasného vytvoreni fuzniho péru
dosud neni zcela objasnén [12]. Vytvo-
fenym fuznim pérem moze rozpustny
naklad z vezikulu pronikat do cilové or-
ganely [23]. Jiz béhem procesu fuze, pti-

padné néasledné po presunu nakladu do
akceptorové organely, dochazi k inak-
tivaci proteinu Rab a k jeho disociaci
z membrény.

Vnitrobunécna lokalizace

proteinti Rab

Za podminek dynamické rovnovahy
bunky jsou proteiny Rab akumulo-
véany u svych cilovych organel, a mohou
byt proto povazovany za markery
téchto jednotlivych bunéénych kom-
partment( [12]. Distribuce jednotlivych
proteinl Rab je z velké &asti ovlivnéna
vyskytem jejich efektorovych mole-
kul [28]. Pro jednotlivé zastupce rodiny
Rab je v3ak dosud popsédno jen malo
konkrétnich efektord a ty byly nej¢as-
téji identifikovany pomoci kvasinkového
dvouhybridniho systému nebo meto-
dou afinitni chromatografie. U nékte-
rych zastupcl proteind Rab nebyly efek-
tory zatim vibec popsany a jejich funkce
tak zGstavaji nejasné [29].

Proteiny Rab a nadorova
onemocnéni

V poslednich desetiletich se zvy3Suje
pocet onemocnéni, u kterych byla zjis-
téna souvislost s mutacemi v protei-
nech Rab ¢i proteinech s nimi spolu-
pracujicich. Pribyvaji dikazy o zapojeni
proteini Rab do patologickych stavu
lidského organizmu, jako jsou selhani
imunity, vyskyt obezity a diabetu, Alz-
heimerova choroba, dédi¢na geneticka
onemocnéni (Carpenteriv syndrom,
Griscelliho syndrom, Hefmanského-Pud-
laklv syndrom apod.) nebo nadorova
onemocnéni [29].

Proteiny Rab jsou klicové pro prolife-
raci a migraci nadorovych bunék a jejich
invazi do extracelularni matrix (ECM), ko-
munikaci se stromdlnimi burfikami a re-
zistenci vaci 1é¢iviim [30]. Z pohledu
karcinogeneze se jako zasadni jevi za-
pojeni proteind Rab do pfepravy buné¢-
nych povrchovych receptor(. V tomto
ohledu je pozornost vénovana napf.
EGFR a receptoru pro mannosa-6-fos-
fat (M6PR) [8]. Transport téchto endo-
cytovanych receptor(l a s nimi asocio-
vanych molekul mezi cytoplazmatickou
membrédnou a membranami buné¢-
nych organel ma za nésledek selektivni
degradaci, recyklaci a sekreci signal-

nich molekul. Deregulace této endocy-
tické drahy maze branit normalni degra-
daci receptor(i nebo naopak vést k jejich
nadmérné recyklaci a transportu zpét na
bunécny povrch. Nasledkem téchto od-
chylek od béznych procest mlze byt
naruseni homeostézy buriky a zmény
proliferace, adhezivity, polarity i dalsich
vlastnosti bunék, které Uzce souviseji
s procesem karcinogeneze [2]. Pfehled
vybranych proteinli Rab a jejich exprese
u nadorovych onemocnéni jsou shrnuty
v tab. 1 [31-68].

Dosud bylo popsdno nékolik me-
chanizmd, jakymi mohou proteiny Rab
ovlivitovat maligni transformaci bunék
a raGst nadord.

Zmény exprese proteint Rab

v nadorovych bunkach

U nadorovych bunék zatim nebyla nale-
zena zadna aktivujici mutace gen( RAB,
u rdznych typl nadora vsak byly iden-
tifikovany odchylky v expresi protein(i
Rab, které souviseji se zménami v mem-
branovém prenosu [69]. Prikladem jsou
proteiny Rab1b, Rab4b, Rab10, Rab22a
nebo Rab24, jejichz exprese je zvysena
u hepatocelularniho karcinomu [70].

Hladiny proteind Rab1 a Rab2, které
zajistuji transport mezi ER a GA, jsou
zvyseny u karcinomu jazyka [31] a vy-
sokd hladina Rab20 byla zjisténa u kar-
cinomu pankreatu a triple negativniho
karcinomu prsu [71,72].

Ze studii expresnich profild mikroRNA
(miRNA) u nadorovych vzork( je ziejmé,
Ze snizeni hladiny nékterych miRNA
je spojeno s vysokou expresi proteind
Rab. Prikladem je miR-9 a Rab34, let-7a
a Rab40c u karcinomu zZaludku [73,74]
nebo has-miR-373 a Rab22a u karcinomu
stieva [75]. Zaroven mohou byt geny
RAB hypermetylovany a jejich exprese
potlacena, prikladem je Rab32 u kar-
cinomu streva a Zaludku [63,64] nebo
Rab37 u metastazujiciho karcinomu
plic [66].

Z vefejné dostupnych databdzi ex-
presniho profilovani vyplyva, ze ex-
prese genl RAB je sniZzena nebo zvy-
$ena u vsech typl nadord kromé
myelom( [76]. Pro spravnou funkci intra-
celularniho transportu je patrné nutné
udrzeni spravné hladiny proteind Rab,
exprese téhoz proteinu totiz mlze byt
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Tab. 1. Pfehled deregulace exprese proteind Rab u riiznych typt nadort.

Protein Typ nadoru Exprese Asociace Reference
karcinom jazyka zvyseni [31]
Rab1a karcinom tlustého stfeva zvyseni mTOR signalizace [32]
karcinom prostaty snizeni regulace pres miR-221 [33]
Rab1b karcinom prsu snizeni TGF-B, SMAD signalizace [34]
karcinom tlustého stieva snizeni regulace pres miR-502 [35]
Rab3a nador mozku zvyseni [36]
Rab3b gliom zvyseni regulace pres miR-200b [37]
karcinom prsu zvyseni regulace pfes miR-200b [38]
Rab5a karcinom prsu snizeni regulace pfes miR-130a [39]
karcinom prsu zvyseni metastaze [40,41]
Rab6 karcinom plic snizeni regulace pres miR-5100 [42]
Rab7 melanom snizeni metastaze [43]
karcinom plic zvyseni [44]
Rab11a karcinom prsu zvyseni [45]
Rab17 hepatocelularni karcinom snizeni [46,47]
Rab 18 nemalobunécny karcinom plic zvyseni regulace pres miR-30b/c [48]
gliom zvyseni regulace pres miR-200b [37]
karcinom prsu zvyseni regulace pres miR-200b [38]
Rab21 gliom zvyseni regulace pfes miR-200b [37]
karcinom prsu zvyseni regulace pfes miR-200b [38]
Rab23 gliom zvyseni [37]
karcinom zaludku zvyseni regulace pres miR-200b [49]
karcinom prsu snizeni difuzni karcinom zaludku [38]
karcinom mocového méchyre zvyseni regulace pres miR-200b [50]
hepatocelularni karcinom zvyseni [51]
Rab25 hepatocelularni karcinom zvyseni [52]
nadory hlavy a krku snizeni [53]
nemalobunéc¢ny karcinom plic zvyseni [54]
karcinom ledvin zvyseni metastaze [55]
karcinom zaludku zvyseni metastaze [56]
karcinom vaje¢niku snizeni marker dobré prognézy a celkového preziti [57]
karcinom prsu zvyseni metastéze v lymfatickych uzlinach [58]
karcinom vaje¢niku zvyseni [59]
Rab27b karcinom slinivky zvyseni $patnd progndza [60]
Rab31 hepatocelularni karcinom zvyseni Spatnd progndza [61]
karcinom prsu zvyseni [62]
Rab32 karcinom prsu zvyseni regulace pres miR-30e [45]
karcinom Zaludku snizeni hypermetylace [63]
karcinom tlustého stieva snizeni hypermetylace [64]
Rab34 gliom zvyseni Spatnd prognoza [65]
Rab37 karcinom plic snizeni metastazovani [66]
Rab38 gliom zvyseni vysoky grade [67]
Rab40b karcinom zaludku zvyseni metastaze, Spatnd prognoza [68]

u jednoho typu nadorového onemoc-
néni zvysena, zatimco u jiného typu sni-
Zena. Piikladem je protein Rab3, ktery
patfi do podrodiny Rab5 a je lokalizovan

pfedevsim do TGN, kde reguluje mem-
branovy pfenos z TGN do ranych en-
dozom [77]. Rab31 je silné produko-
van u karcinomu prsu a je povazovan za

potencidlni marker metastéz [62]. Zvy-
$end exprese Rab31 byla identifikovéna
také u nadorl mozku, kdze, slinnych
7laz, pankreatu, ledvin ¢i hlavy a krku,
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nicméné u bunék nadoru plic a streva
a u leukemii byla nalezena vyrazné sni-
Zena hladina Rab31 [76].

Regulace prenosu integrinu

a migrace bunék

Zakladni charakteristikou metastazu-
jicich bunék je jejich schopnost mig-
race, vniknuti do ECM a formovani me-
tastaz ve vzdalenych organech. Proteiny
podrodiny Rab11 (Rab11a, Rab11b,
Rab25) a jejich efektory hraji klicovou
Ulohu v migraci bunék prostfednic-
tvim regulace transportu a recyklace
integrind.

Nejlépe charakterizovany je pro-
tein Rab25, ktery je spojovan s nadory
epitelidlniho pdvodu. Vysokd hladina
Rab25 byla identifikovéna u agresivnich
forem karcinomu prsu a vajecniku [78].
Zvysena hladina Rab25 v nadorovych
bunkach (A2780 a HEY) podporuje rdst
xenograftd v mysich [79], naopak sni-
Zeni hladiny Rab25 pomoci RNA interfe-
rence (RNAI) vede k potlaceni rlstu na-
doru [80]. Zvysenihladiny Rab25 u bunék
odvozenych od karcinomu prsu a vajec-
nikl podporuje rist bunék bez zavislosti
na ukotveni k povrchu, zvy3uje jejich
viabilitu, sniZuje expresi proapoptotic-
kého genu BAX a zveda fosforylaci pro-
teinu Akt. Pfi odstranéni Rab25 pomoci
RNAi dochazi k opa¢nému efektu — k na-
rdstu apoptézy vyvolané hladovénim
bunék nebo plsobenim UV zareni [79].
Vysokd hladina Rab25 u bunék A2780
odvozenych od karcinomu vajecniku
podporuje recyklaci integrinu a531 pro-
strednictvim vazby s podjednotkou {31,
zvysuje invazi bunék v 3D matrix, a tim
potencidlné ovliviiuje metastazovani
nadord [81]. Nadmérna exprese Rab25
u bunék SKOV-3 (odvozenych od karci-
nomu vaje¢niku) podporuje signalizaci
PI3K/Akt a zvysuje odolnost bunék vici
cisplatiné [82].

Vysokd hladina Rab25 je spojena
i s dalsimi typy nadorq, jako je testi-
kuldrni karcinom [83], WilmsUv karci-
nom [84], karcinom mocového méchyre
nebo hepatocelularni karcinom [70,85].
Naopak ztrdta exprese Rab25 byla za-
znamendna u triple negativnich karci-
nomu prsu [86] nebo adenokarcinomt
tlustého stieva, kde je spojena se Spat-
nou prognézou onemocnéni [87].

Rab25 je Uzce pfibuzny sRab11amize
se vazat s jeho efektorem (Rab11FIP1/
/RCP) [88], ktery fidi recyklaci integrinu
a5B1 a EGFR a ovliviuje tak buné¢nou
migraci [89]. V této souvislosti byla po-
psana Uloha Rab11 v recyklaci integrinu
0634 a invazivité bunék karcinomu prsu
vyvolané hypoxii [90].

| dal3i proteiny Rab jako Rab5 a Rab21
reguluji transport integrin(i. Rab5 a Rab21
jsou lokalizovény predevsim v ranych
endozomech a plazmatické membrané,
kde podporuji endocytézu a recyklaci in-
tegrinG B1, které ovliviiuji adhezi a mig-
raci bunék karcinomu prsu a prostaty
(MDA-MB-231 a PC3) [91,92]. Dalsi studie
ukazaly, Ze snizeni Rab5 a Rab21 u fibro-
blastl asociovanych s nddory vede k po-
klesu hladiny integrind a5 v plazmatické
membrané a k inhibici remodelace ECM,
kterd je nezbytnd pro invazi bunék kar-
cinomu dlazdicového epitelu [93]. Navic
se Rab5 a Rab21 vadzou s dalsim efekto-
rem APPL1, ktery zprostfedkovava EGF
signalizaci a bunéc¢nou proliferaci [94].
Zvysena exprese Rab5 byla popsana
u adenokarcinomi plic a hepatoceluldr-
niho karcinomu [95,96].

Sekrece proteolytickych enzymui
ainvaze bunék do ECM

Nadorové burky sekretuji mnoho typu
protedz, v¢. matrix-metaloproteinaz
(MMP), které pomahaji burikdm pronik-
nout bazalni membranou a ECM a mi-
grovat do vzdalenych organd. Nékteré
z proteinG Rab ovliviuji sekreci a ak-
tivaci MMP. Piikladem je Rab8, ktery
podporuje sekreci MTT-MMP (mem-
brane-type 1 MMP) a podili se na invazi
a migraci bunék karcinomu prsu [97,98].
Podobné utvaii mikroprostfedi nadoru
Rab4, ktery kontroluje sekreci prokatep-
sinu-L. Vysoka hladina Rab4 byla nale-
zena u melanom [99]. Naopak Rab7,
ktery snizuje sekreci katepsinu B a ovliv-
nuje degradaci a recyklaci receptoru
c-Met, byl popséan jako negativni regu-
l&tor rdstu a invazivity bunék karcinomu
prostaty [100].

Bunécny cyklus

Aberantni exprese Rab také ovliviiuje
prabéh buné¢ného cyklu. Prikladem je
Rab27b, ktery podporuje progresi bu-
nécného cyklu a proliferaci u MCF-7 bu-

nék [101], nebo Rab6c lokalizovany na
centrozomech bunky, jehoz nadmérnd
exprese vede k zastavé v G1 fazi bunéc-
ného cyklu a naopak odstranéni zpUlso-
buje vznik tetraploidnich bunék [102].
Podobné snizena exprese Rab21 podpo-
ruje vznik mnohojadernych bunék a ge-
nomovou nestabilitu [103].

Mnohocetna lékova rezistence
Zmeéna hladin proteini Rab muUze ini-
ciovat vznik mnohocetné Iékové rezis-
tence nadorovych bunék. Rab4 reguluje
hladinu P-gp, glykoproteinu lokalizova-
ného v membrané, ktery funguje jako
transportér cizorodych latek a maze
tak snizovat koncentraci a toxicitu pro-
tinddorovych lé¢iv v burice a zvy3ovat
odolnost nadorovych bunék vici te-
rapii. Hladina Rab4 byva u rezistent-
nich bunék snizena, stejné jako hladina
Rab6c [104]. Naopak nadmérna exprese
Rab8 podporuje odolnost bunék vici
plsobeni cisplatiny zvysenim sekrece
TMEMZ205 (cisplatin-resistance associa-
ted transmembrane protein 205) [105].

Regulacni proteiny GAP/GEF

u nadorovych bunék

Podobné jako hladiny proteinG Rab
mohou byt u nadorovych bunék po-
zménény i hladiny jejich regula¢nich
molekul GAP a GEF. Vysoka hladina
PRC17 (GAP pro Rab5) je spojena s kar-
cinomem prostaty a transformaci NIH
3T3 fibroblastd [106], TBC1D7, GAP
pro Rab17, podporuje rlist nadorovych
bunék a je asociovana se $patnou pro-
gndézou u karcinomu plic [107]. Naruseni
funkce p85a (dalsi GAP pro Rab5) zpUso-
buje deregulaci transportu a recyklace
PDGFR (platelet-derived growth factor
receptor), coz vede k zesileni signalizace
pres Akt, ztraté kontaktni inhibice a na-
dorové transformaci bunék, ktera se pro-
jevuje napt. jejich schopnosti tvofit na-
dory u,nude” mysi [108].

Zaveér

Mutace genl RAB nebo jejich regula-
tord byly nalezeny predevsim u vzac-
nych genetickych poruch s autozomalné
recesivni dédi¢nosti [109], nicméné je
stale Castéji popisovan vyznam deregu-
lace proteint Rab u nadorovych one-
mocnéni. Funkéni vnitrobunécny trans-
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port proteinl je nezbytny pro sprdvnou
koordinaci signdlnich drah fidicich proli-
feraci, migraci a invazi bunék a proteiny
Rab jsou nezbytné pro komunikaci na-
dorovych a stromalnich bunék a formo-
vani mikroprostfedi nador0. Proto jsou
proteiny Rab slibnym terapeutickym
cilem, které by v budoucnosti mohly byt
vyuzivany pfi lé¢bé nddorovych i jinych
onemocnéni.
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POVODNA PRACA

Vplyv inhibicie HSP90 na viabilitu a bunkovy

cyklus v zavislosti od stavu p53

Impact of HSP90 Inhibition on Viability and Cell Cycle

in Relation to pS3 Status

Pastorek M., Miiller P, Vojtések B.

Regiondlnf centrum aplikované molekuldrni onkologie, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno

Suhrn

Vychodiskd: Inhibicia chaperénového systému je slubnou protinadorovou stratégiou, ktora vy-
uziva zvysené metabolické néroky neoplastickych buniek potrebné pre ich rychlu proliferaciu
a kompenzaciu vysokej miery proteotoxického stresu. V sucasnosti sa v klinickych studidch na-
chéadza niekolko inhibitorov HSP90, chaperdnu, ktory hra kli¢ovu dlohu pri nadobudnuti sprav-
nej konformécie sirokého spektra de novo syntetizovanych proteinov. Jednym z jeho klientov je
aj tumor supresorovy protein p53, ktorého mutdcia je spolo¢nym znakom vacsiny nadorovych
ochoreni. Cielom tejto prace bolo preto porovnat efekt inhibicie HSP90 pomocou inhibitora
NVP-AUY922 na modeli bunkovej linie karcindmu prsnika s aktivnou formou p53 a z nej odvode-
nej linie, kde bol p53 mutdciou inaktivovany. Metddy: Prietokové cytometria bola pouzitd na ana-
lyzu viability pomocou fluorescein diacetate (FDA) assay a na analyzu bunkového cyklu. Western
blotting bol pouzity na analyzu expresie proteinov p53 a p21. Vysledky: Analyza viability a bunko-
vého cyklu ukazala vyssiu senzitivitu na inhibiciu HSP90 u linie s wild-type p53, ktora sa na rozdiel
od linie s mutovanym p53 prejavila nielen blokom v G2/M, ale aj v znizenej schopnosti proliferacie
buniek. Po inhibicii HSP90 sme vo wild-type linii oproti linii s mutovanym p53 pozorovali tiez in-
dukciu proteinu p21. Zdver: V regulécii bunkového cyklu v podmienkach zvyseného proteotoxic-
kého stresu spésobeného inhibiciou HSP90 pravdepodobne hré tlohu aj protein p53, ¢o podpo-
ruje aj vo wild-type linii pozorované zvy3enie hladiny negativneho regulatora bunkového cyklu
p21, ktorého expresia je priamo kontrolovana aktivitou p53. Nase vysledky naznacuju, ze status
mutacie p53 v nddoroch prsnika méze ovplyvnit liecbu pomocou inhibitorov chaperénu HSP90.

Kltacové slova
karcinom prsnika - bunkovy cyklus — chaperon - HSP90 - TP53 — p21 - p53 - NVP-AUY922

Summary

Background: Chaperone system inhibition is a recent promising strategy for cancer treatment
that exploits increased metabolic needs required for rapid proliferation as well as higher level
of proteotoxic stress in neoplastic cells. Chaperone HSP90 plays a key role in proper folding of
many de novo synthesized proteins, so-called clients, including tumor suppressor p53 which is
commonly mutated in majority of cancers. Aim of this work was therefore to understand the im-
pact of HSP90 inhibition by NVP-AUY922 on breast cancer cell lines with wild-type and mutated
p53. Methods: Flow cytometry was used to analyze cell viability by fluorescein diacetate assay
and changes in cell cycle. Western blotting was used to analyze expression of p53 and p21 pro-
teins. Results: Analysis of cell viability after HSP90 inhibition revealed higher sensitivity of cell
line with wild-type p53. Cell cycle analysis then showed that both cell lines undergo increase in
G2/M block of the cell cycle, but wild-type cell line had also substantial decrease in proliferative
capacity of treated cells. We also observed increased expression of negative cell cycle regulator
p21in cell line with wild-type p53. Conclusions: Since p21 is directly regulated by p53, our results
suggest that mutation status of p53 can be important factor in treatment of breast cancer cells by
HSP90 chaperone inhibition and that wild-type p53 can increase sensitivity to HSP90 inhibition.
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VPLYV INHIBICIE HSP90 NA VIABILITU A BUNKOVY CYKLUS V ZAVISLOSTI OD STAVU P53

Uvod

HSP90 je molekularny chaperén s ATP-
azovou aktivitou, ktory tvori 2-3 % cel-
kovych proteinov v bunke a jeho primar-
nou Ulohou je asistencia tzv. klientom
k nadobudnutiu spravnej konformacie
a udrzaniu ich stability. Nedavne Studie
ukazuju, Ze HSP90 je stc¢astou mnohych
chaperénovych komplexov a v nich po-
maha asistovat k dosiahnutiu funkéného
stavu min. 10 % vsetkych proteinov
aspon v niektorych fazach ich expre-
sie [1-3]. Protedm zévisly na HSP90 sa
zUcastnuje mnohych klucovych proce-
sov, ktoré su spojené s vyvojom a udrza-
nim proteinovej homeostazy ako v nor-
malnych, tak i v nadorovych bunkach.
V nadorovych bunkdch je HSP90 vyuzi-
vany hlavne dvoma sp6sobmi - na pod-
poru aktivovanych alebo labilnych fo-
riem onkoproteinov, vratané mnohych
kinaz a transkripcnych faktorov, ktoré
s mutované, nadexprimované alebo
translokované pocas vzniku malignit [4]
a na pufrovanie zvysenej miery stresu,
ktord je sposobena zmenenym metabo-
lizmom nadorovych buniek [5,6]. Vdaka
zvysenym metabolickym narokom na-
dorovej bunky a faktu, Ze mnoho klien-
tov HSP90 su onkoproteiny, si nddorové
bunky vytvaraju ,zavislost” na tomto
chaperéne. Nasledkom vytvorenej zavis-
losti je zvySena potreba HSP90 v nado-
rovych oproti normalnym bunkam [7].
Inhibicia aktivity HSP90 je potencidlnym
terapeutickym cielom a v sucasnosti sa
viacero inhibitorov HSP90 nachdadza
v klinickych skuskach [5,8]. Z toho vy-
plyva, Ze na inhibiciu HSP90 m&zu velmi
silne odpovedat nadory, ktoré maju vy-
soku zavislost na onkoproteine, ktory je
zaroven klientom HSP90. Zaujimavym
prikladom u nadorov prsnika je tyrozin-
kinazovy receptor HER2, ktory bol identi-
fikovany ako klient HSP90, a oproti ostat-
nym klientom je velmi citlivy na inhibiciu
chaperénov [9,10]. Senzitivita klient-
skych proteinov k inhibicii HSP90 méze
vyrazne prispievat ku klinickej efekti-
vite inhibitorov HSP90, no viak iba v pri-
pade, ze je nddor na danom klientovi
zavisly. Medzi dalsie klientske proteiny
HSP90 patria kindzy regulujice mitézu,
ako napr. CDK, Plk, alebo ChK1 [11] a vy-
znamnym klientom HSP90 je aj tumor
supresorovy protein p53, transkripény

faktor regulujuci Siroké spektrum bun-
kovych procesov od indukcie apoptozy
po reguldciu opravy DNA. Zaujimavym
faktom je, ze vacsina mutantnych bun-
kovych linii derivovanych z nddorov ma
defektnu formu p53 neschopnu vazby
na DNA, ¢o implikuje silny selektivny tlak
na znefuknénenie p53 pocas procesu
tumorigenézy [12]. To pravdepodobne
suvisi s transaktiva¢nou schopnostou
p53 spustit expresiu génov, ktoré riadia
a spustaju proces apoptdzy [13-17]. Jed-
nym z dejov, ktoré mézu zaroven induko-
vat zastavenie bunkového delenia, ale aj
p53 regulovanu apoptézu je aj zvysend
miera proteotoxického stresu. Kedze
HSP90 kontroluje kvalitu velkého mnoz-
stva klientov a p53 reguluje Siroké spek-
trum bunkovych procesov, je zrejmé, ze
inaktivacia p53 méze mat po ovplyvneni
inhibitormi HSP90 rozdielny vysledok
v zavislosti od pouzitého experimental-
neho modelu, koncentrécie inhibitora
alebo doby ovplyvnenia. Z tohto doé-
vodu sme si zvolili model bunkovej linie
karcinému prsnika MCF-7 a z nej derivo-
vanej mutantnej linie MCF-7dd9, ktora
ma inaktivovanui DNA vazobnu doménu
p53 a ovplyvnenie inhibitorom NVP-
-AUY922 sme aplikovali po dobu viace-
rych dni v niekolkych koncentraciach.

Material a metody

Pouzité bunkové linie a kultivacia

V praci boli pouzité bunkova linia kar-
cinédmu prsnika MCF-7 a bunkovd linia
MCF-7dd9 derivovana z parentalnej linie
MCF-7 stabilnou transfekciou s pCMV-
-neoDDp53 plazmidom, ktory kdéduje do-
minantne negativny skrateny mysi pro-
tein p53, s aminokyselinovymi reziduami
1-14 a 302-390 pod kontrolou CMV (cy-
tomegalovirus) prométora. Tento plazmid
poskytol prof. D. P. Lane. Obe bunkové linie
boli kultivované v D-MEM médiu s 10%
FBS pri 37 °C a po zalozZeni na experiment
ovplyviiované NVP-AUY922 (Selleckchem,
USA) po 24hodinové kultivacii.

Analyza bunkovej viability

Po skonceni ovplyvnenia boli bunky tryp-
sinizované, premyté v PBS a inkubo-
vané s 10 nM FDA (fluorescein diacetate;
Sigma, USA) po dobu 20 min pri izbovej
teplote a nasledne k nim bol pridany PI
(propidium iodide; Sigma, USA) v kon-

centrdcii 10 pg/ml. Vzorky boli analyzo-
vané na prietokovom cytometri BD FA-
CSVerse™ (Beckton-Dickinson, USA), na
excitaciu bol pouzity 488 nm laser a fluo-
rescencny signal pre FDA bol zachyteny
572/32 nm filtrom a pre Pl 586/42 nm fil-
trom. Data boli spracované pomocou
softwaru FCS Express 5 Flow Cytome-
try Software (De Novo Software, USA),
pricom najprv bola pomocou FSC a SSC
identifikovand populacia buniek, z ktorej
boli vybraté jednotlivé bunky pomocou
analyzy pomeru FSC-A a FSC-H a podla
intenzity fluorescencie identifikované
jednotlivé populacie na zéklade ich viabi-
lity. Ziva populacia bola charakterizovana
ako pozitivna na farbenie FDA, nekro-
ticka ako pozitivna na farbenie Pl a apo-
ptoticka ako negativna na obe farbenia.

Analyza bunkového cyklu

Po skonceni ovplyvnenia boli bunky tryp-
sinizované, premyté v PBS a inkubované
s 0,05% Tritonom X-100 v PBS pri 37 °C
po dobu 30 min. Po skonceni inkuba-
cie bol k vzorkdm pridany PI v koncen-
tracii 100 ug/ml a RNaza v koncentrdcii
10 pg/ml po dobu 5 min. Nasledne boli
vzorky analyzované na prietokovom cy-
tometri BD FACSVerse™ (Beckton-Dic-
kinson, USA), na excitaciu bol pouzity
488 nm laser a fluorescen¢ny signél pre
bol zachyteny P1 586/42 nm filtrom. Data
boli spracované pomocou softwaru FCS
Express 5 Flow Cytometry Software (De
Novo Software, USA), pricom najprv bola
pomocou FSC a SSC identifikovand po-
puldcia buniek, z ktorej boli vybraté jed-
notlivé bunky na zaklade pomeru PE-A
a PE-H a jednotlivé fazy bunkového
cyklu boli identifikované pomocou mo-
delu 6 multicycle plug-in pre De Novo
Software.

Analyza proliferacie buniek

Pre analyzu proliferacie buniek sme ku
vietkym vzorkam pridali 5-etynyl-2'-
-deoxyuridine (Santa Cruz, USA) o vy-
slednej koncentracii 10 uM 1 hod pred
skoncenim ovplyvnenia a inkubovali pri
37 °C. Pri dalSom spracovani sme postu-
povali podobne ako pri analyze bunko-
vého cyklu s rozdielom pridania 2 uM
Sulfo-Cyanine 5 azide (Lumiprobe, Ger-
many) a inkubdaciou po dobu 10 min.
Vzorky sme nasledne analyzovali na
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prietokovom cytometri BD FACSVerse™
(Beckton-Dickinson, USA), na excita-
ciu a zachytenie fluorescen¢ného sig-
nalu pre Pl boli pouzité 488 nm laser
s 586/42 nm filtrom a pre Sulfo-Cyanine
5 azide bol pouzity 635 nm laser
s 660/10 nm. Data boli spracované po-
mocou softwaru FCS Express 5 Flow Cy-
tometry Software (De Novo Software,
USA), pricom najprv bola pomocou FSC
a SSC identifikovana populdcia buniek,
z ktorej boli vybraté jednotlivé bunky
pomocou analyzy pomeru PE-A a PE-H
a jednotlivé fazy bunkového cyklu boli
identifikované podobne ako pri analyze
bunkového cyklu, pricom proliferujica
populacia buniek bola identifikovana
ako pozitivna na farbenie Sulfo-Cyanine
5 azidom.

Western blotting analyza

Bunky sme po skonceni ovplyvnenia ly-
zovali v RIPA pufri s PMSF a protedzovymi
inhibitormi a ziskané proteiny sme sepa-
rovali pomocou SDS-PAGE a nasledne
preniesli na nitrocelulézovi membranu.
Nami sledované proteiny sme vizualizo-

vali pomocou primarnych protilatok rie-

tekované chemiluminiscencne.

Vysledky

teinu p53 je pritomnad vo viac ako polo-
vici nddorov a sposobuje viaceré fenoty-

Tab. 1. Tabulka znazornuje hodnoty IC50 po 24,48 a 72 hod ovplyvneni NVP-AUY922.
V kratsich ¢asovych intervaloch ma inaktivacia p53 protektivnu tlohu pri inhibi-
cii HSP90.

IC,, 24 hod 48 hod 72 hod
MCF-7 1118nM 207 nM 43nM
MCF-7dd9 5712nM 699 nM 93nM

o J

kého programu, indukciu senescencie ¢i
bloku v bunkovom cykle. IC50 inhibitora
NVP-AUY922 vypocitanej z miery prezi-
vania a indukcie apoptézy sme u oboch
linii stanovili pomocou prietokovej cy-
tometrie s vyuzitim FDA v kombindcii
s Pl. Principom metédy je odstiepenie
fluoresceinu od diacetdtu esterazami
metabolicky aktivnych buniek, ktoré su
nasledne vizualizované pomocou prie-
tokového cytometra. V pripade straty
metabolickej aktivity a negativneho far-
benia jadier na PI je populécia buniek
nepriamo povazovand za apoptotickd,
pri pozitivnom farbeni Pl za nekroticku.
Za vysledny efekt inhibicie HSP90 sme
pre ucely stanovenia IC50 povazovali

denych 1:1000 protip21 (ab118, Abcam
UK), p53 (DO-1, Santa Cruz Biotechno-
logy, USA) a aktinu (Santa Cruz Biotech-
nology, USA) a sekunddrnej anti-mouse
protilatky riedenej 1 : 2 000 (Santa Cruz
Biotechnology, USA) konjugovanej s pe-
roxidédzou. Naviazané protildtky boli de-

Analyza viability
Mutdacia tumor-supresorového pro-

pové a metabolické zmeny nadorovych
buniek, ako napr. spustenie apoptotic-
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Graf 1. Efekt NVP-AUY922 v koncentraciach 5, 10, 20, 50 a 100 nM na viabilitu buniek po ovplyvneni na dobu 24, 48 a 72 hod a na-

rast apoptotickej populacie po 72 hod.
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Graf 2. Efekt NVP-AUY922 v koncentraciach 5, 10, 20, 50 a 100 nM na zmenu G2/M fazy bunkového cyklu po ovplyvneni na dobu 24,

48 a 72 hod.

Obe linie zaznamenali porovnatelny narast hladiny G2/M fazy, jediny rozdiel bol pozorovany vo vyssej miere G2/M bloku po 24 hod u linie MCF-7.

narast apoptotickej a nekrotickej po-
puldcie oproti kontrole (tab. 1). Nami
vybrané bunkové linie MCF-7 a MCF-
-7dd9 sme po dobu 24, 48 a 72 hod
ovplyvnovali NVP-AUY922 v koncen-
traciach 5-100 nM. Z nasich pozoro-
vani je zjavné, Ze inhibicia HSP90 ma
vo vsetkych ¢asoch silnejsi efekt na zni-
Zenie viability buniek s wild-type p53,
k ¢omu moze prispievat aj zvysena
miera apoptoézy zrejme spOsobena in-
dukciou down-stream mechanizmov
p53 a to aj po 72 hod od ovplyvnenia
(graf 1).

Analyza bunkového cyklu

Pre analyzu bunkového cyklu sme po-
mocou prietokovej cytometrie vizualizo-
vali jednotlivé fazy cyklu na zaklade fluo-
rescenc¢ného signalu PI, ktory je priamo
umerny mnozstvu DNA. Obe bun-
kové linie MCF-7 a MCF-7dd9 sme opat

ovplyviiovali NVP-AUY922 v koncentra-
cidch 5-100 nM po dobu 24,48 a 72 hod.
Vo vsetkych ¢asovych intervaloch sme
u oboch linii pozorovali narast G2/M
bloku, ktory rastol umerne so zvysuju-
cou sa koncentraciou NVP-AUY922. Naj-
vyraznejsi rozdiel medzi oboma liniami
bol zisteny po 24 hod, kedy dochadzalo
k pozorovatelne vyssiemu ndarastu G2/M
bloku u parentélnej linie MCF-7 oproti
linii MCF-7dd9 s mutovanym p53 (graf 2).

Analyza bunkového cyklu tieZ ukazala
mierny narast v G1 faze bunkového cyklu
po inhibicii HSP90 a to najma v pripade
parentdlnej linie MCF-7 s wild-type p53.
Tento jav sme dalej skumali pomocou
analyzy proliferacie, ktorej principom je
inkorpordcia 5-etynyl-2’-deoxyuridinu do
buniek, v ktorych prave prebieha replika-
cia DNA. Podobne ako v predchadzajucich
experimentoch sme bunky analyzovali
v ¢asoch 24, 48 a 72 hod a ovplyvnovali

koncentraciami NVP-AUY922 5-100 nM.
V pripade linie MCF-7 s wild-type p53 do-
chadzalo k vyraznejsiemu poklesu po-
dielu proliferujucich buniek a narastu
G1 fazy, co mdze byt spdsobené prave ak-
tivaciou p53 zavislych mechanizmov ne-
gativne regulujucich priebeh bunkového
cyklu. Tento jav bol pozorovany vo viet-
kych ¢asovych intervaloch, pricom vy-
znamné rozdiely v proliferacii kontrolnych
vzoriek oboch bunkovych linii pozoro-
vané neboli (graf 3).

Z vysledkov ziskanych z analyzy viabi-
lity a najma priebehu bunkového cyklu
su zrejmé rozdiely v odpovedi oboch sku-
manych linii na inhibiciu HSP90. Rychlej-
Sie zastavenie bunkového delenia a zvy-
$end miera apoptdézy poukazuje na to,
Ze rozdiel v odpovedi moéze byt spbso-
beny prave stavom p53, ktory nepriamo
reguluje bunkovy cyklus pomocou in-
dukcie p21. Protein p21 je silnym inhi-
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Graf 3. Efekt NVP-AUY922 v koncentraciach 5, 10, 20, 50 a 100 nM na zmenu proliferaciu buniek vyjadrent zmenou v S faze bunko-

vého cyklu po dobu 24, 48 a 72 hod.

Obe linie zaznamenali znizenie proliferdcie po inhibicii HSP90, no u parentalnej linie MCF-7 nastal v skorsom case vyraznejsi pokles uz po
pouziti nizsich koncentracii NVP-AUY922 oproti mutantnej linii MCF-7dd9.

bitorom cyklin-dependentnych kinaz
a inhibuje aktivitu komplexov CDKT,
CDK2 a CDK4/6, vdaka ¢omu funguje ako
reguldtor prechodu G1 a S fazami bunko-
vého cyklu. KedZe je p21 velmi silne re-
gulovany transkrip¢nou aktivitou p53,
rozhodli sme sa analyzovat zmeny v jeho
hladine. Nakolko zmeny v bunkovom
cykle boli vyrazné uz po jednom dni, obe
linie sme na 24 hod ovplyvnili 10 a 50 nM
NVP-AUY922 a expresiu p21 sme porov-
nali pomocou Western blotting analyzy.
Zo ziskanych vysledkov je evidentné, ze
inhibicia HSP90 spbsobuje nérast hla-
diny p21, ktory je mediovany p53, kedze
k zvyseniu hladiny p21 doslo len v pri-
pade bunkovej linie MCF-7 a u linie MCF-
-7dd9 p21 pozorovany nebol (obr. 1).

Diskusia

Z nasich experimentov vyplyva, Ze v pri-
pade nadorov s wild-type p53 mobze
p53 néasledkom inhibicie HSP90 a tym
vzniknutého proteotoxického stresu in-
dukovat apoptoticky program. Roz-
diely v mortalite buniek po inhibicii
HSP90 u linie MCF-7 a MCF-7dd9 su vi-
ditelné vo vietkych ¢asovych interva-
loch, no zaujimavé je zistenie, Ze rozdiel
v koncentrécii potrebnej na dosiahnutie
davky 1C50 sa so stupajucim ¢asom in-
hibicie zmensuje. Po 24 hod je IC50 pre
NVP-AUY922 u parentdlnej linie priblizne
5-krat nizsia, ako u linie MCF-7dd9, po
48 hod sa tento rozdiel zniZi na priblizne
3,5-nasobok a po 72 hod je potrebnd uz
len 2-nasobnd déavka na dosiahnutie rov-

nakého efektu. Tento fenomén by mohol
byt vysvetleny spustenim apoptotic-
kého programu regulovaného p53 ako
reakciu na vznik proteotoxického stresu
po inhibicii HSP90. Avsak kedze p53 je
klientom HSP90, je mozné, zZe inhibicia
tohto chaperéonu pocas dlhsieho ¢aso-
vého obdobia ma za nasledok destabili-
zaciu p53 a tym aj znizenie jej aktivity ako
transkrip¢ného faktora. Je totiz zndme, ze
v pripade nespravneho foldingu pricha-
dza p53 ireverzibilne o schopnost vazby
na DNA [18-20], pretoze HSP90 3peci-
ficky ovplyviiuje DNA vdzbovu aktivitu
a transkripénu aktivitu p53 in vivo za
beznych fyziologickych podmienok [21]
avazba HSP90 na p53 je podmienend roz-
poznanim konformacie p53 [18]. Ako je
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Obr. 1. Indukcia p21 po ovplyvneni

10 a 50 nM NVP-AUY922 po dobu 24 hod.
U parentélnej linie MCF-7 bol po ovplyv-
neni NVP-AUY922 pozorovany vyrazny na-
rast hladiny p21 oproti kontrole, ¢o vysvet-
[uje indukciu G1 bloku po inhibicii HSP90.
U linie MCF-7dd9 s mutovanou p53 nebol
pozorovany narast expresie p21, ¢o nazna-
Cuje, ze zmena jeho hladiny po inhibicii
HSP90 je p53 zavisla.

vidno z vysledkov merania faz bunko-
vého cyklu, u oboch bunkovych linii do-
chadza ku vzniku G2/M bloku v zavislosti
od koncentracie inhibitora HSP90. Dal3im
moznym mechanizmom ucinku inhibicie
HSP90 tak moze byt aj smrt mitotickou
katastrofou, ¢o podporuje fakt, ze velké
mnozstvo proteinov zapojenych do re-
guldcie mitézy je klientmi HSP90 [22-25].
Na naSom modeli bola viak miera G2/M
bloku podobnd u oboch linii nezavisle na
stave p53, ¢o znamena, ze smrt mitotic-
kou katastrofou neprispieva k pozorova-
nym rozdielom v cytotoxicite sposobenej
inhibiciou HSP90. Po inhibicii HSP90 sme
tiez pozorovali vyrazny pokles proliferu-
jucej Casti populdcie a to hlavne u linie
s wild-type p53. Analyza expresie uka-
zala, ze pravdepodobnou pri¢inou je
p53 indukovana expresia p21, ktora spo6-
sobi zastavu bunkového cyklu a blok
v G1 faze. Toto zistenie je prekvapujuce,
kedZe zastava buniek v G1 faze cyklu by
mohla mat protektivny ucinok a ochranit
bunky pred smrtou mitotickou katastro-
fou. SU zname pripady, kedy bolo po inhi-
bicii HSP90 pozorované zvysenie hladiny
wild-type p53 ¢i uz na modeli chronickej
lymfocytickej leukémie [26], alebo neu-
roblastému [27]. Lin et al [26] navy3e uva-
dzaju, Ze po inhibicii HSP90 dochéadzalo

v pripade linie s mutovanym p53 odvo-
denej od chronickej lymfocytickej leuké-
mie naopak k znizeniu hladiny mutova-
nej p53, no napriek tomu bol cytotoxicky
ucinok inhibicie HSP90 rovnaky bez
ohladu na status p53. V nasom pripade
sme po inhibicii HSP90 nepozorovali
zmeny v expresii ¢i uz wild-type, alebo
mutovaného p53. Na modeli bunkovych
linii karcindmu prsnika sme teda ukdazali,
Ze pritomnost wild-type p53 ma vplyv
na zvysenu mortalitu buniek po inhibicii
HSP90, avSak mechanizmus, akym sa tak
deje, si zasluhuje podrobnejsie skiimanie.

Zaver

Napriek intenzivnemu skimaniu ulohy
p53 pri vzniku a progresii nddorovych
ochoreni nie je Uplne zname, ako stav
tohto proteinu ovplyvnuje citlivost na-
doru na nové liecebné modality indu-
kujuce proteotoxicky stres v nddorovych
bunkach. V nasej praci sme sa preto za-
merali na vplyv inhibicie HSP90, ktorej
ucinok bol vyssi v pripade buniek s wild-
-type p53, napriek schopnosti p53 spros-
tredkovat zastavu v bunkovom cykle,
ktora by mala pre bunku posobit pro-
tektivne. Moznou odpovedou na po-
zorované rozdiely v toxicite inhibitorov
HSP90 na bunky s wild-type a mutova-
nou p53 by mohla byt indukcia apo-
ptozy sprostredkovand p53, aviak na
potvrdenie tejto tedrie su potrebné dal-
Sie dokazy. Nami pozorované znizenie
proliferacie a vyssia mortalita buniek
linie odvodenej z karcindmu prsnika
s wild-type p53 teda ukazuju, ze v pri-
pade karcinému prsnika by mohol mat
stav proteinu p53 vyrazné implikacie pre
potencidlnu terapiu inhibitormi HSP90.
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Molekularni podstata kancerogeneze
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Souhrn

Vychodiska: Epitelialni ovaridlni karcinomy jsou v ¢eské populaci jednou z nejcastéjsich pricin
umrti na gynekologické malignity. Tato skupina nador( je charakterizovana zna¢nou hetero-
genitou jak z hlediska jeji patogeneze, tak i odpovédi na terapii. Je otazkou, zda pokroky v ob-
jasnéni molekuldrni patogeneze jednotlivych typu epitelidinich ovaridlnich karcinomd mohou
v budoucnu prispét k aplikaci cilené personalizované 1écby. Cile: Tato prace se snazi shrnout
soucasné poznatky o kancerogenezi a molekularni podstaté epitelidinich nddord ovaria a uka-
zat na mozné vyuziti téchto poznatkd v klinické praxi. Pro zakladni charakterizaci epitelidlnich
ovarialnich karcinom( je vyuzit dualisticky model, ktery rozdéluje tyto naddory do dvou sku-
pin na zakladé odlisného plivodu a mechanizmu kancerogeneze. Typ | zahrnuje low-grade se-
rézni karcinomy, endometrioidni karcinomy, mucinézni karcinomy a Brennerdv tumor, typ |l
pak high-grade serdzni karcinomy. Zdvér: Nové ziskané poznatky ziskané sekvenovanim nové
generace ukazuji zadsadni odlisnosti v genetickych alteracich u obou skupin nadord. Rozdily
v genetické nestabilité mezi obéma skupinami nador( urcuji zplsob jejich kancerogeneze
a poukazuji na nové cesty pro aplikaci cilené terapie. Porucha homologni rekombinace a vy-
tostatikGim a inhibitordm PARP (poly-ADP ribose polymerase). Na druhou stranu karcinogeneze
méné agresivnich, ale ¢asto rezistentnich nador( typu | je zavisla na aktivaci signaliza¢nich drah
PI3K/AKT a RAS/BRAF/MEK/ERK. Cilend inhibice téchto drah u nadora typu | by tak v budoucnu
mohla predstavovat efektivnéjsi terapii s nizsi toxicitou.

Klicova slova

nador ovaria — high-grade serézni ovarialni karcinom - low-grade ser6zni ovarialni karcinom —
endometrioidni karcinom — mucindzni karcinom - nadorova transformace — genetickd nesta-
bilita
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Summary

Background: Epithelial ovarian carcinomas are one of the most common causes of death among gynecologic malignancies in the Czech popula-
tion. This group of tumors is characterized by considerable heterogeneity in terms of its pathogenesis and response to therapy. It is questionable
whether advances in the elucidation of molecular pathogenesis of various types of epithelial ovarian carcinomas can contribute to application of
personalized targeted therapy. Aims: This work aims to summarize current knowledge on carcinogenesis and molecular basis of epithelial ova-
rian cancers and point out their potential applications in clinical practice. The characterization of the epithelial ovarian carcinomas is based on
a dualistic model, which divides these tumors into two groups based on their different origins and mechanisms of carcinogenesis. Type lincludes
low-grade serous carcinomas, endometrioid carcinomas, mucinous carcinomas and Brenner tumor. Type Il then comprises high-grade serous
carcinomas. Conclusion: The new findings acquired by next generation sequencing revealed major differences in the genetic alterations in both
groups of tumors. Differences in genetic instability between the two groups of tumors determine the mechanisms of their carcinogenesis and
show new ways for application of targeted therapy. Deficient homologous recombination and high genetic instability in type Il tumors is a pre-
requisite for efficient application of platinum cytostatics and PARP (poly-ADP ribose polymerase) inhibitors. On the other hand, carcinogenesis
of the less aggressive, but often resistant type | tumous is dependent on the activation of signaling pathways PI3K/AKT and RAS/BRAF/MEK/ERK
pathway. Targeted inhibition of these pathways could efficiently improve therapy of type | tumors and decrease serious adverse side effects.

Key words
ovarian cancer - high-grade serous ovarian carcinoma - low-grade ovarian carcinoma - endometrioid carcinoma — mucinous carcinoma -
malignant transformation — genetic instability

Uvod
Gynekologické zhoubné nddory pred-
stavuji pfiblizné 15 % vsech nadoro-
vych onemocnéni zenské populace v CR.
Zhoubné novotvary vajecnikd tvofi his-
topatologicky heterogenni skupinu na-
dor(, z nichz ovaridlni karcinomy jsou
klinicky nejvyznamnéjsi [1]. V soucasné
dobé existuje celd fada studii zabyvaji-
cich se molekuldrnimi zéklady ovaridlni
kancerogeneze a vysledky téchto praci
vyznamné napomahaji upresnit klasifi-
kaci ovarialnich karcinomd, zlepsit pro-
gnostiku a v kone¢ném dusledku indi-
vidualizovat 1é¢bu onemocnéni. Cilem
této prace je prehlednou formou shr-
nout nejnovéjsi molekuldrné genetické
poznatky o nadorové transformaci epi-
telidlnich ovaridlnich karcinomd.
Ovaridlni karcinomy dlouhodobé zau-
jimaji prvni misto v mortalité na gyne-
kologické malignity. | po absolvovéni
adekvatniho chirurgického vykonu a na-
sledné adjuvantni chemoterapii se ca-
sové rozpéti medidnu do progrese ne-
moci (progression-free survival - PFS)
pohybuje mezi 16 a 22 mésici, median
celkového pfeziti (overall survival — OS)
pak mezi 2 a 4 roky a 5leté OS nedosa-
huje ani 30 %. V pfipadé tzv. high-grade
variant ovarialniho karcinomu uvadéji
nékteré prace progresi onemocnéni
po adekvatnim chirurgickém vykonu
a standardni adjuvantni chemoterapii
s aplikaci platinovych derivat v kombi-
naci s taxany zhruba u 25 % pacientek
do 3Sesti mésicl od zahajeni lécby [2].

Hereditarni vyskyt onemocnéni je po-
pisovén v 10-13 % pfipadech ovarial-
niho karcinomu a je zpravidla spojeny
se zarode¢nou mutaci v genech nado-
rovych supresord BRCA1 a BRCA2 [3].
V ramci klinické manifestace hereditér-
niho ovaridlniho karcinomu rozlisujeme
tfi formy: 1. syndrom karcinomu prsu
a ovaria, 2. ,site-specific” ovaridlni kar-
cinom a 3. hereditarni nepolypézni ko-
lorektélni karcinom (hereditary non-po-
lyposis colorectal cancer - HNPCC), tzv.
Lynchdv syndrom. Prvni dvé formy cha-
rakterizuji vrozené vyse uvedené mu-
tace genli BRCAT a BRCA2, HNPCC je
spojen s vrozenou mutaci gend, tzv. mi-
smatch repair systému (MMR). Celozi-
votni riziko vzniku karcinomu vajecnik
se pohybuje pro nosi¢ky mutaci mezi
20 a 40 % a je pfiblizné 10-20krat vyssi
nez v bézné populaci. Primérny vék
vzniku dédi¢nych forem karcinomu prsu
i vaje¢nikud je navic sniZzen oproti spora-
dickym formam ptiblizné o 10 let [4].

Klasifikace nadorii ovaria

Podle histopatologické klasifikace a bu-
né¢ného plvodu mizeme nadory ova-
ria délit do tfi zakladnich skupin: 1. na-
dory z povrchového epitelu, 2. stro-
malni nadory a 3. nadory z germinal-
nich bunék. Neepitelidlni nadory ovaria
jsou reprezentovany tumory z germi-
nalnich bunék (3 %) a nadory ze zaro-
dec¢nych pruhd a stromatu ovaria (7 %).
Maligni epitelidIni nddory ovaria z po-
vrchového epitelu déle ¢lenime na kar-

cinomy serézni, endometrioidni, mu-
cinézni, clear cell karcinomy, Brenner(v
tumor a karcinomy nediferencované
a smisené [5].V poslednich letech doslo
k vyraznym zméndm v chapani procesu
tumorigeneze u ovaridlniho karcinomu.
Skupina epitelidlnich ovarialnich karci-
nom{ se sklada z rliznych nadorovych
typU, které se od sebe lisi svoji moleku-
larni patogenezi a rizikovymi faktory.
V souvislosti s vyzkumem patogeneze
a analyzami genetickych alteraci ova-
ridlniho karcinomu je obecné pfijimano
dualistické déleni epitelidlnich ovaridl-
nich karcinomu do dvou skupin. Typ | za-
stupuje low-grade serézni a endomet-
rioidni karcinom, mucinézni karcinom,
Brennerdv tumor a clear cell karcinomy.
Jsou charakteristické postupnym vyvo-
jem od premalignich lézi v low-grade
tumory a jejich typickym znakem je ak-
tivace signaliza¢nich drah zahrnujicich
protoonkogeny KRAS a BRAF. Jejich pro-
liferace je pomalejsi a 5leté OS se udava
cca 55 % [6]. Typ Il reprezentuji nddory
s vyrazné horsi prognézou. Naprostou
vétsinu nadord typu Il tvofi high-grade
serézni karcinomy (high-grade serous
ovarian carcinoma — HGSC), zbylé patfi
mezi nediferencované karcinomy, karci-
nosarkomy a primarni peritonedlni kar-
cinom. Néktefi autofi prifazuji k nado-
rdim typu Il i high-grade endometrioidni
karcinomy, které jsou typické pfitom-
nosti mutovaného p53. Nicméné ana-
lyza mutaci v téchto karcinomech uka-
Zuje, Ze se v pievazné vétsiné pripadu
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Obr. 1. Kancerogeneze epitelidlnich nadora ovaria z prekurzorovych Iézi.
A. Vyvoj mucinézniho karcinomu z metaplastického epitelu v oblasti tubo-peritonealniho spojeni. B. Vyvoj low-grade seréznich karci-
nom z primarni tubarni hyperplazie pres kortikalni inkluzni cystu (CIC) a atypicky proliferativni tumor (APST). C. Na podkladé endo-
metriézy dochazi k vytvareni clear cell karcinomd, endometrioidnich karcinomd a seromucinéznich karcinom. D. Nadory typu Il repre-
zentuje zejména high-grade serézni karcinom vznikajici v epitelu fimbrii vejcovodu jako serdzni tubérni intraepitelidini karcinom (STIC).

jedna o vyvojovou variantu HGSC [7,8].
Z tohoto divodu je tento typ oznaco-
véan jako SET (ser6zni pseudoendome-
trioidni) varianta HGSC, ktera je cha-
rakterizovana vyssi frekvenci mutaci
v genu BRCAT a pfitomnosti infiltruji-
cich lymfocytd [9]. Varianta SET rovnéz
vykazuje lepsi odpovéd na terapii. Hete-
rogenita v ramci HGSC byla rovnéz ana-
lyzovana pomoci profilovani genové ex-
prese. Na zdkladé klastrové analyzy bylo
300 vzorkd HGSC rozdéleno do ¢tyf sku-
pin oznacenych jako: 1. imunoreaktivni,
2.diferencovang, 3. proliferativnia 4. me-
zenchymalni [10,11]. Toto rozdéleni
rovnéz koreluje s odpovédi na terapii
a v pfipadé imunoreaktivniho typu pod-
poruje hypotézu o pozitivnim vlivu in-
filtrujicich lymfocytl v odpovédi na te-
rapii [12,13]. Mezi obecné molekularni
charakteristiky HGSC odlisujici tyto na-
dory od nador0 typu | patfi: 1. pfitom-
nost vysoké genetické nestability vétsi-
nou zplsobené poruchou v homologni

rekombinaci, 2. ¢asny vyskyt mutaci
genu TP53 a 3. velmi nizka frekvence
mutaci v genech KRAS a BRAF [11].

Prekurzory epitelialnich nador
ovaria
Rozdéleni epitelidlnich ovaridlnich kar-
cinomU do dvou skupin je zalozeno ze-
jména na odlisnosti v procesu jejich kan-
cerogeneze a pavodu v prekurzorovych
lézich. Nadory typu | jsou charakterizo-
vany nizsi genetickou nestabilitou a po-
stupnym pfechodem z benignich a bor-
derline tumorl k malignimu fenotypu.
Pfestoze nadory typu | vychézeji z rdz-
nych buné¢nych typd, je pro vsechny
subtypy charakteristickd aktivace sig-
naliza¢nich drah zahrnujici tyrozinkina-
zovy receptor ERBB2, onkoproteiny PI3K,
RAS a BRAF vedouci k aktivaci MAP kinaz
MEK a ERK.

Predpokladanym primarnim prekur-
zorem low-grade ser6znich karcinom
(low-grade serous ovarian carcinoma —

—

low-grade
serdzni karcinom
(LGSC)

Typll °

]
e / epitel
J/ .
= vejcovodu
4
defekt v HR
mutace p53
amplifikace CCNE1
mutace NOTCH1

serdzni tubarni
intraepitelialni
karcinom (STIC)

LGSC) je podobné jako u HGSC epi-
tel vejcovodll. Nicméné vyvoj LGSC je
na rozdil od HGSC zalozen na postup-
ném prechodu z cystadenomd pres pre-
maligni l1éze oznacované jako atypicky
proliferativni tumor (atypical prolifera-
tive tumor - APST) nebo téz serézni bor-
derline tumor. Domnélym primarnim
prekurzorem pro APST je pak papilarni
tubarni hyperplazie, kterd v podobé kor-
tikalnich inkluznich cyst pfechazi na ova-
rium [14]. Dalsi histologickou variantou
premalignich 1ézi je neinvazivni niLGSC
oznacovany téz jako mikropapildrni se-
rézni karcinom. Spole¢nym jmenova-
telem prekurzor(i LGSC je pak aktivace
MAP kindzové signaliza¢ni drahy nej-
Castéji v disledku mutace KRAS u 33 %
nebo BRAF u 25 % [15,16]. Pfechod LGSC
do high-grade tumoru je ojedinély ze-
jména z dlvodu jejich odlisného pri-
béhu karcinogeneze (obr. 1B).
Endometrioidni a clear cell karci-
nomy maji spole¢né bunécné prekur-
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zory, tj. epitel endometria. Pro endome-
tridlni plvod obou karcinomu svédci
i molekuldrni znaky spole¢né s endome-
tridlnim endometrioidnim karcinomem.
Zakladni charakteristikou téchto nador
je aktivace PI3K kindzy, kterd je zpUlso-
bena aktiva¢ni mutaci v genu PIK3CA
nebo inaktiva¢ni mutaci fosfatazy PTEN.
Frekvence mutaci PIK3CA je viak Castéjsi
u clear cell karcinomu, zatimco k mutaci
PTEN dochazi ¢astéji u karcinom( en-
dometrioidnich [17,18]. Dalsi odlisnosti
mezi obéma typy karcinomi je castéjsi
vyskyt mikrosatelitni nestability (MSI)
a aktivace drahy Wnt 3-catenin u endo-
metrioidnich karcinomu (obr. 1C).
Mucindzni karcinomy jsou ve vétsiné
pfipadli dobfe diferencované nadory,
které vSak casto vykazuji zna¢nou bu-
nécnou heterogenitu a v urcitych pfi-
padech se mohou vyskytovat spole¢né
s teratomy. Vzhledem k tomu, Zze mu-
cinézni karcinomy na rozdil od ostatnich
epitelidlnich nddorl nevykazuji znaky
mullerianského plvodu (pfitomnost es-
trogenovych a progesteronovych recep-
tor(l), neni jejich bunécny plvod presné
objasnén. Vedle teratom(, z nichz se mu-
cindzni karcinomy vyviji spise ojedinéle,
byl jako prekurzor mucinéznich karci-
nom0 urcen BrennerGv tumor. Jedna se
obvykle o nddor mensiho rozsahu a pre-
vazné benigniho charakteru. Primar-
nim prekurzorem tohoto nadoru pak
byl oznacen metaplasticky epitel v ob-
lasti tubo-peritonedlniho spojeni ozna-
¢ovany jako Wathardova hnizda [19,20].
Imunohistochemické studie a in situ
hybridizace ukazaly, Ze ztrdta exprese
nadorového supresoru p16 kédovaného
genem CDKN2A je zodpovédna za zvy-
senou atypickou proliferaci téchto na-
dorll a vyvoj cystadenomu. Hypotéza
o Brennerové tumoru jako prekurzoru
mucinéznich karcinom je rovnéz pod-
porovana nalezem spole¢nych klonal-
nich znakd u nador( obsahujicich oba
bunécné typy [21]. Typickym moleku-
l[arnim znakem mucinéznich karcinomt
je aktivace signalni drahy ERBB2-KRAS-
-BRAF, kterd se objevuje u 90 % pfipad(,
pficemz aktivacni mutace KRAS je pfi
frekvenci 65 % nejcastéjsi genetickou
zménou. Oproti ostatnim nadordm typu |
se mucinézni karcinomy odlisuji po-
mérné ¢astym vyskytem mutaci v genu

TP53, které jsou pfitomny az u 50 % pfi-
padu (obr. TA).

Objeveni prekurzord HGSC Ize dato-
vat do roku 2001, kdy byly histologicky
vysetfovany vzorky tkani pacientek,
které preventivné podstoupily salpingo-
-ooforektomii z dlvodu germinalni mu-
tace BRCAT a BRCA2. U 50 % z nich byly
detekovany dysplastické léze vejcovodd,
které morfologicky napodobuji HGSC
a které byly pozdéji oznaceny jako se-
rézni tubdrni intraepitelidlni karcinom
(STIC) [21]. U vétsiny lézi pak byla rov-
néz detekovana akumulace nadoro-
vého supresoru p53 v dlsledku jeho
mutace [22]. Pozdéjsi studie vzorku
pacientek nesoucich germindalni mutaci
v genech BRCAT a BRCA2 rovnéz potvr-
dily, Ze k mutaci v genu TP53 dochazi
v tubarnim epitelu, ktery je primarnim
prekurzorem STIC a posléze HGSC. P¥i
dikladné analyze fimbrii byl STIC rov-
néz detekovan jako prekurzorova léze
u sporadickych HGSC [23,24]. Sekveno-
vani genomu HGSC potvrdilo, Ze mezi
zakladni charakteristiky HGSC patfi po-
ruchy v homologni rekombinaci a mu-
tace p53 (obr. 1D).

Vyuziti molekularni
charakterizace pro cilenou lé¢bu
ovarialnich karcinomu

Vsechny nadory vznikaji v dasledku so-
matickych mutaci DNA, jejichZ frekvence
je zavisla na pfitomnosti genetické ne-
stability. To vSak neznameng, Ze viechny
mutace pfitomné v nddorovém genomu
jsou pfi¢inou maligni transformace.
Ve skutecnosti je diky novym sekvenac-
nim technologiim detekovéna celd fada
mutaci, které k nadorovému fenotypu
nemusi vlbec ptispivat. Z tohoto di-
vodu byly zavedeny pojmy ,driver” (fi-
dici) a ,passenger” (doprovodné) mu-
tace [25]. Cilem tohoto konceptu je
oddélit mutace, které se pfimo podi-
leji na nddorové transformaci, od téch,
které vzniknou pouze v dusledku zvy-
$ené genetické nestability. Driver mu-
tace na rozdil od passenger mutaci po-
skytuji v prabéhu maligni transformace
bunkam vyhodu a vedou ke klonal-
nim expanzim bunék nesoucich pravé
tyto mutace. Rozliseni driver mutaci od
passenger mutaci je pak klicovym cilem
pro aplikaci novych sekvenacnich tech-

nologii v klinické praxi. Identifikace
driver mutaci zodpovédnych za nado-
rovou transformaci by tak v blizké bu-
doucnosti mohla pfinést nejen zlepseni
v diagnostice ovaridlnich karcinomd, ale
zejména otevfit nové moznosti pro cile-
nou personalizovanou lécbu.

Geny, jejichz mutace maji zasadni vliv
na vyvoj epitelidlnich ovaridlnich karci-
nomd, Ize z hlediska jejich funkce rozdé-
lit do tfi zakladnich skupin: 1. geny zod-
povédné za opravu DNA a udrzovani
integrity genomu, 2. protoonkogeny
a 3. geny koédujici nddorové supresory.

Geneticka nestabilita

Geneticka nestabilita je jednou ze za-
kladnich vlastnosti nddorovych bunék,
ktera katalyzuje sled genetickych zmén
nutnych pro maligni transformaci.
Genetickd nestabilita je charakterizo-
vana jako soubor poruch vedoucich
k patologickému zmnozeni genl nebo
¢asti chromozomd, translokacim gend,
aneuploidii nebo zvy$enému poctu mu-
taci. U ovaridlnich karcinoma se na gene-
tické nestabilité podileji zejména poru-
chy v mechanizmech zodpovédnych za
opravu poskozené DNA. Jednim z nejda-
lezitéjsich opravnych mechanizm? je ho-
mologni rekombinace, ktera vyuziva ses-
terské chromatidy jako templét k opravé
dvouvlaknovych zloml DNA. Posko-
zeni homologni rekombinace u HGSC
je pak pfi¢inou vysoké genomové ne-
stability a abnormalné vysoké frekvence
mutaci. Pfi¢cinou poruchy v homologni
rekombinaci u high-grade karcinomd
je nejcastéji mutace nebo metylace
genU BRCAT a BRCA2, genu CDK12,
CHEK2 nebo BRIP1, pficemz zmény gent
BRCAT a BRCA2 jsou nejcastéjsi a z klinic-
kého hlediska nejvyznamné;jsi [26].

Na rozdil od HGSC vykazuje skupina
nadorl oznacovana jako typ | mensi
genetickou nestabilitu projevujici se
zejména mensim poctem chromo-
zomalnich abnormalit. Klinicky nejvy-
znamnéjsi poruchou v reparaci DNA ve
skupiné ovaridlnich karcinoma typu | je
MSI. Tato porucha je zpUsobena muta-
cemi nebo metylacemi v genech zodpo-
védnych za opravu chybného pérovani
DNA, tzv. MMR. Ke vzniku MSI pak do-
chazi prednostné u endometrioidnich
karcinom.
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BRCA1 aBRCA2

BRCA proteiny jsou soucdsti multiprotei-
novych komplexd, které se ucastni roz-
poznavani a opravy poskozené DNA.
Proteiny BRCA1 a BRCA2 se ucastni ho-
mologni rekombinace, kterd vyuziva ses-
terské vldkno jako templét k bezchybné
opravé dvouvldknového zlomu. V pfi-
padé ztraty BRCA1 a BRCA2 je porusena
DNA opravovéna alternativnim mecha-
nizmem, ktery vede ke vzniku mutaci.
Vys3i vyskyt dvouvldknovych zlomu
pak vede k aktivaci nddorového supre-
soru p53, ktery jako transkrip¢ni faktor
spousti expresi fady proapoptotickych
gend. Kritickda role p53 pfi kompenzaci
ztracené funkce BRCA tak mUze vysvét-
lit velmi vysoky pocet somatickych mu-
taci postihujicich gen TP53 u ovaridlniho
karcinomu [27,28]. V pfipadé high-
-grade ovarialnich karcinom{ jsou he-
reditarni a somatické mutace v genech
BRCAT a BRCA2 popisovany ve 21 % pfi-
padd, dalSich 11 % pfipadl je spojeno
se ztratou exprese BRCA1 v dusledku
hypermetylace promotorové oblasti
genu [26].

Ztrata schopnosti reparace DNA po-
moci homologni rekombinace vede ke
zvysené zavislosti bunék na alternativ-
nich mechanizmech opravujicich vzniklé
zlomy. To je pravdépodobné také jeden
z dlvodl primarni citlivosti HGSC k pla-
tinovym cytostatikim. Jednim z kli¢o-
vych proteinl zajiStujicich alternativni
zplsob opravy poskozené DNA je pro-
tein poly-ADP ribose polymerase (PARP)
a jeho ztrata je pro bunky s poruchou
homologni rekombinace letdlni. Prin-
cip této tzv. syntetické letality se proto
zacal vyuzivat i v terapii HGSC a od roku
2014 je pro tento typ lécby k dispo-
zici specificky inhibitor PARP, olaparib.
V soucasné dobé jsou v fadé klinickych
studii testovany nové inhibitory PARP,
pficemz fada z nich jako napf. nirapa-
rib, iniparib nebo talazoparib jsou jiz ve
fazilll.

Porucha opravy chybného

parovani MMR

Proteiny kédované geny MMR se UGcastni
rozpoznani a opravy urcitych typa chyb
v DNA, které vznikaji béhem replikace
v nové syntetizovaném vldknu DNA.
Jde zejména o chyby typu kratkych in-

zer¢nich a dele¢nich smycek v useku
kratkych mono- nebo dinukleotido-
vych repetitivnich sekvenci, které vzni-
kaji sklouznutim fetézce, nebo chybou
v parovani bazi, a to zejména v pfipadé
G-T neshody vzniklé zafazenim nesprav-
ného nukleotidu. Tyto chyby jsou opra-
vovany komplexem MMR protein(
(tzv. MMR), zahrnujici proteiny MLH1,
MLH3, MSH2, MSH3, MSH6, PMS1, PMS2.
Dulsledkem ztraty funkce tohoto oprav-
ného systému je vznik kratkych in-
zerci DNA v postizenych bunkach, které
mohou byt v dcefinych burikach dale
prodluzovéany. K témto zménam dochazi
nejcastéji v mistech nazyvanych mikro-
satelity, které jsou charakterizovany ty-
pickymi repeticemi nukleotidd GT/CA,
a diky nim je tento typ genetické nesta-
bility nazyvan MSI. Pro samotny nador
je v8ak porucha opravnych mechani-
zmU MMR dlezita zejména v souvislosti
s mutacemi v kddujicich oblastech genu.
V dlsledku MSI dochazi k mutacim, které
narusuji ¢teci ramec genu, tzv. frame-
-shift mutacim. Dusledkem poruseni
¢teciho ramce vznikaji proteiny, jejichz
sekvence je zménéna ve viech amino-
kyselindch ndsledujicich za mistem mu-
tace. Prestoze jsou takové proteiny ne-
funkéni a jsou v bunkach degradovany,
predstavuji vyznamny zdroj novych pep-
tid(, které jsou rozpoznavany imunitnim
systémem, tzv. neoantigen(. V posledni
dobé se ukazuje, Ze tvorbu neoantigent
Ize velmi dobre vyuZit pfi cilené imuno-
terapii nador0. Pfitomnost MSI je také
vyznamnym prediktorem pfi terapii ko-
lorektalnich karcinomd pomoci check-
point inhibitord, terapeutickych proti-
latek blokujicich povrchové molekuly
PD-1 a PD-L1 [29-31].Vzhledem k tomu,
ze pouziti checkpoint inhibitorl pfineslo
v poslednich letech vyznamny posun
v 1é¢bé celé fady nadorovych onemoc-
néni, zvazuje se jejich vyuzitii pro terapii
ovaridlnich karcinom( [32,33]. Detekce
poruch MMR a MSI by se tak v budoucnu
mohla stat jednim z dalezitych predik-
tivnich marker( pro terapii vyuzivajici
checkpoint inhibitory.

K diagnostice MSI se pouzivd ana-
lyza péti specifickych mist genomu,
kterd jsou charakterizovana vznikem
vyse popsanych mutaci (BAT25, BAT26,
D25123, D55346 a D175250). Vedle pri-

kazu MSI mGze byt pro detekci poru-
chy v MMR pouzita i analyza jednotli-
vych genu kédujicich proteiny podilejici
se na MMR (MLH1, MLH3, MSH2, MSH3,
MSH®6, PMS1 PMS2), a to detekce mutaci
v téchto genech, metylace jejich promo-
torli nebo snizeni jejich exprese.

ARID1A
Mezi dalsi geny, jejichz mutace pfispiva
ke genetické nestabilité ovaridlnich kar-
cinomd, je gen ARID1A (AT-rich interac-
tion domain 1A). Kéduje protein, ktery je
soucasti komplexu SWI/SNF (switch/su-
crose non-fermentable), ktery se podili
na formovani nukleozoma, remodelaci
chromatinu a regulaci genové exprese.
Mutace genu ARID1A byly detekovany
zejména u endometrioidnich karcinom
délohy, kolorektalnich karcinomd, u en-
dometrioidnich a clear cell karcinom(
ovaria [34,35]. Mutace v genu ARIDI1A je
jednou z pocatec¢nich genetickych zmén
u endometrioidnich ovaridlnich karci-
nomU a poukazuje tak i na proces je-
jich karcinogeneze. Pfitomnost mutace
genu ARID1A byla prokazdna v endome-
trioidnim epitelu u endometriom pfi-
Iéhajicich ke karcinomu, ale nikoli u en-
dometriomG vzdalenéjsich. Vyznam
mutace genu ARID1A pro tento typ ova-
ridlnich karcinomU potvrzuji i mysi mo-
dely. Inaktivace gent ARID1A a PIK3CA
vedla k indukci clear cell karcinomi ova-
ria, zatimco inaktivace PTEN a ARIDI1A
vedla k vytvareni endometrioidnich kar-
cinom [36,37]. Soucasné prace ukazuji,
Zze ARID1A muze fungovat jako nado-
rovy supresor i jako housekeeping gen.
Mutace ARID1A vede k indukci exprese
onkogent PI3Ka AKT a naopak ke snizeni
exprese genu kédujiciho protein MLHT,
ktery je zodpovédny za MMR. Pfestoze
souvislost mezi mutaci v genu ARID1A
a MSI byla popséana u fady nadord, neni
jasné, zda mutace ARIDI1A je pfticinou
nebo nasledkem MSI. Naopak vyskyt
mutaci ARID1A negativné koreluje s pfi-
tomnosti mutace p53, coz poukazuje na
moznost jejich vzajemné spolupréce pfi
potla¢ovani nddorové transformace.
Kromé toho, Ze mutace v genu ARID1A
muaze byt v diagnostice vyuZzita pro
upfesnéni pavodu endometrioidnich
a clear cell ovarialnich karcinom(, uva-
Zuje se i o jejim vyuziti pfi cilené tera-
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pii. Na mysich modelech bylo ukazéno,
ze nadory nesouci mutace ARID1A jsou
na rozdil od normalnich bunék a nadord
s nemutovanym ARIDTA citlivé k inhibici
EZH2 metyltransferazy. EZH2 je enzym
zodpovédny za metylaci histond a po-
dobné jako ARID1A se podili na regu-
laci chromatinu. Specifické inhibitory
EZH2 jsou v soucasné dobé testovany
v nékolika klinickych zkouskach faze Il.
Dalsi terapeutické vyuziti mutace v genu
ARID1A predstavuje aplikace inhibitorl
PARP. Inhibitory EZH2 jsou tak pfislibem
zejména pro lécbu clear cell ovaridlnich
karcinomd, které nesou mutaci ARID1A
v 50 % piipadi a u nichZ je odpovéd na
standardni chemoterapii velmi nizka.

Onkogenni signalizace

Pro prehlednost Ize nejvyznamné;jsi on-
kogeny ovaridlnich epitelidlnich na-
dorll prifadit k nékolika signaliza¢nim
drahdm: 1. receptorové tyrozinkinazy,
2. PI3K/AKT a mTOR, 3. MAP kinazova
draha RAS/RAF/MEK/ERK, 4. Wnt signali-
zace a 5. kontrola bunécného cyklu cyk-
lin dependentnimi kindzami. Z hlediska
soucasnych moznosti a dostupnosti spe-
cifickych inhibitord je mozné efektivné
cilit zejména na MAP kindzovou signali-
zaci, cyklin dependentni kindzy a recep-
torové tyrozinkinazy.

Receptorové tyrozinkinazy

EGFR1 a ERBB2

EGFR a ERBB2 jsou transmembranové
proteiny, které patfi do rodiny recepto-
rovych tyrozinkinaz. Jejich ligandem jsou
peptidové rlstové faktory, které po vazbé
na extracelularni ¢ast receptoru vedou
k jeho stabilizaci umoznujici vytvofit ak-
tivni dimer. Vytvareni dimer( nasledné
vede k vzajemné fosforylaci interaguji-
cich intraceluldrnich domén receptoru
a transdukci signalu. Fosforylace cyto-
plazmatické casti receptoru umoziuje
navazani specifickych interakénich part-
nerll a propagaci signalu. Mezi nejdulezi-
t&jsi signaliza¢ni drahy aktivované recep-
tory EGFR a ERBB2 patii drahy PI3K/AKT
a RAS/BRAF/MEK/ERK. Pfestoze aktivace
obou drah hraje kli¢ovou roli zejména
u ovarialnich nador( typu |, nejsou gene-
tické zmény u ERBB2 a EGFR piilis casté.
U mucinéznich a LGSC nador( se mu-
tace ERBB2 vyskytuje asi v 5 % [38,39].

Pocet nddort exprimujicich zvy3ené hla-
diny EGFR nebo ERBB2 je viak podstatné
vyssi, coz vedlo ke snaze vyuzit tyto re-
ceptory jako terapeutické cile. V klinic-
kych zkouskach byly testovany specifické
inhibitory EGFR erlotinib, gefitinib a ca-
nertinib a terapeuticka protilatka cetu-
ximab. Jako inhibitory ERBB2 byly testo-
vany lapatinib a terapeuticka protilatka
trastuzumab [40-42]. V Zadné z téchto
studii vSak nebylo dosazeno pozadova-
ného terapeutického efektu a rovnéz ne-
byla prokazana korelace mezi expresi re-
ceptord a terapeutickym efektem. Tento
negativni vysledek Ize pravdépodobné
vysvétlit tim, ze vétsina ovarialnich kar-
cinomU neni na téchto receptorech za-
visla, protoze k aktivaci pf¥islusnych sig-
nalnich drah dochazi diky mutacim
v genech KRAS, BRAF nebo PIK3CA. Dal-
sim dlivodem pro nizkou efektivitu inhi-
bitort EGFR a ERBB2 m(ize byt zvysena
exprese jinych receptorovych tyrozin-
kindz, jako jsou napt. receptory ERBB3,
ERBB4 a MET [43]. Z téchto ddvodl bude
pro terapii ovarialnich karcinom( vhod-
néjsi testovat nové inhibitory tyrozinki-
naz s Sirsim spektrem Gcinku a selektovat
pacienty v zavislosti na mutacich KRAS
a BRAF.V tomto sméru probéhlo nékolik
studii, které prokazuji slibny ucinek mul-
tikindzového inhibitoru sunitinibu u ova-
ridlnich clear cell karcinomu [44,45].

KRAS/BRAF/MEK/ERK

Mezi klicové udalosti v kanceroge-
nezi ovarialnich nadoru typu | patfi ak-
tivace mitogen aktivovanych proteinki-
naz (MAP) prostfednictvim kindz KRAS
a BRAF. Protein KRAS je GTPaza, kterd
funguje jako molekuldrni pfepinac sig-
nalizace mezi membranovymi recep-
tory a intercelularnimi kindzovymi kas-
kadami. Mutace genu KRAS, ke kterym
dochazi téméf vyhradné v kodonech
12 a 13, vedou k jeho konstitutivni akti-
vaci, a tim k fosforylaci cilovych signal-
nich proteind. Z hlediska patogeneze
ovaridlnich karcinomu je pro KRAS nej-
dulezitéjsi cilovou molekulou kinaza
BRAF, ktera stejné jako KRAS patfi k nej-
Castéji mutovanym proteinlim nadora
typu l. Pfestoze bylo identifikovano vice
nez 30 onkogennich mutaci BRAF, 90 %
pfipadd je zplUsobeno bodovou mu-
taci V60OE. Aktivace kindzy BRAF vede

ke konstitutivni aktivaci MAP kindz MEK
a ERK, které jsou zodpovédné za aktivaci
transkrip¢nich faktor(, mezi néz patii
protoonkogeny MYC, CREB nebo FOS.

Terapeutické moznosti ovlivnéni
této signaliza¢ni dréhy jsou v soucasné
dobé omezeny na proteiny BRAF a MEK.
Inhibitory BRAF, vemurafenib a dabrafe-
nib, byly schvaleny pro l1é¢bu maligniho
melanomu nesouci mutaci BRAF V60OE.
V klinickych zkouskach byl vemurafenib
testovan u LGSC s mutaci BRAF V600E
s velmi dobrou odpovédi, ktera uka-
zuje na potencidlni prospésnost testo-
vani této mutace. V roce 2009 probéhla
klinicka studie faze Il testujici ucinek in-
hibitoru MAP kindzy MEK1/2, selumeti-
nibu, na rekurentni LGSC. Selumetinib
byl dobfe snasen a vykazoval odpo-
véd na lécbu u 15 % pacientek, u 65 %
pak vedl ke stabilizaci onemocnéni [46].
V soucasné dobé jsou schvéleny dva
inhibitory MEK1/2 kindzy, trameti-
nib a cobimetinib, které jsou testovény
ina LGSC.

Geny regulujici bunécny cyklus RB1,
CCNE1

Bunécny cyklus je v pribéhu kazdé faze
regulovan komplexy cyklin dependent-
nich kindz (CDK) a cyklinG. Pro prichod
z G1 faze do S faze buné¢ného cyklu je
klicovou fosforylace nadorového supre-
soru RB1, ktery funguje jako negativni
reguldtor pfechodu do S faze. Nefosfo-
rylovany RB1 vaze protein E2F a blokuje
jeho schopnost aktivovat expresi gend
nutnych pro zahdjeni S faze. Komplex
cyklin D-CDK4/6 fosforyluje protein RB1,
coz vede k uvolnéni a aktivaci E2F, ktery
jako transkrip¢ni faktor spousti expresi
fady genQ dulezitych pro prechod do
S faze, v¢. cyklinu E (CCNET). Mezi dalsi
negativni reguldtory pfechodu z G1 do
S faze patii protein p16 (CDKN2A)
a p21 (CDKN1A), které pfimou interakci
inhibuji aktivitu CDK.

U ovarialnich karcinom( dochazi nej-
¢astéji k mutacim proteinu RB1 u na-
dorl typu Il @ mutacim CDKN2A u na-
dord typu I. Amplifikace nebo aktiva¢ni
mutace v genu CCNET byla zazname-
nana v 19 % high-grade ovaridlnich
karcinom{, a to zpravidla v pfipadech,
kde nebyla nalezena alterace v genech
BRCAT a BRCA2. CCNET je protoonkoge-
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nem, jehoz produktem je cyklin E. Cyk-
lin E je klicovym proteinem bunééného
cyklu zajistujicim prechod z G1 do S faze.
Cyklin E v komplexu s cyklin depen-
dentni kinazou CDK2 fosforyluje fadu ci-
lovych protein(l, mezi néz patii protein
RB1, p27 nebo p21. Disledkem zvysené
aktivity cyklinu E je pak masivni repli-
kace DNA, které je charakterizovana vys-
$im poctem replika¢nich poc¢atkd a po-
ruchami replikace DNA. Tento replikacni
stres nasledné vede k poskozeni DNA
a k aktivaci proteinu RAD51, ktery zajis-
tuje opravu poskozené DNA pomoci ho-
mologni rekombinace [47,48]. Sekveno-
vanim genomu high-grade ovaridlnich
karcinomu bylo zjisténo, ze amplifikace
cyklinu E se vyluc¢uje s mutacemi v ge-
nech BRCA a poruchou v homologni re-
kombinaci. Toto zjisténi rovnéz koreluje
s primarni odpovédi high-grade ovarial-
nich karcinom( k terapii. Zatimco na-
dory s mutaci v genech BRCA a nebo
jinou poruchou v homologni rekombi-
naci vykazuji dobrou primarni odpovéd
k platinovym derivatam, nadory s ampli-
fikaci genu CCNET patfi mezi rezistentni
a refrakterni [26]. Stanoveni amplifi-
kace genu CCNET by se tak v budoucnu
mohlo stat uzite¢cnym markerem urcu-
jicim citlivost k platinovym derivatam
a potencialné oteviit cestu novym cile-
nym terapeutikim. Novou perspektivu
v terapii nadord nesoucich amplifikaci
cyklinu E by tak v budoucnu mohla pfi-
nést cilend inhibice cyklin dependent-
nich kinaz. V soucasné dobé je jako spe-
cificky inhibitor CDK schvalen palboclib,
ktery je primdrné urcen k terapii nddoru
prsu. Probihajici klinické zkousky uka-
zuji, ze palboclib vykazuje slibné ucinky
i v terapii rezistentnich HGSC. Tyto studie
se rovnéz zaméruji na korelaci mezi Ucin-
kem a genetickymi zménami v CDKN2A,
RB1a CCNET1 [49,50].

Zaveér

Pochopeni zakladnich mechanizmi
molekuldrni patogeneze epitelidlnich
ovarialnich karcinom vedlo k vytvo-
feni nové klasifikace, kterd 1épe reflek-
tuje buné¢ny plvod nadoru i odlisnosti
ve zplsobu jejich nadorové trans-
formace. Poznani klicovych genetic-
kych zmén v patogenezi jednotlivych
typl ovarialnich karcinom pak otevira

cestu pro aplikaci novych cilenych lé¢iv,

kterd vykazuji nizsi toxicitu a jsou pfi-
slibem zejména pro |é¢bu nadord pri-
marné rezistentnich ke klasické terapii.
Pro spravnou klasifikaci a potencialni
aplikaci cilené terapie vsak bude v bu-
doucnu nutné doplnit histopatologic-
kou klasifikaci o cilenou genetickou ana-
lyzu. Z vy$e uvedeného souhrnu vyplyva,
Ze nejvhodnéjsimi kandidaty pro sekve-
nacni analyzu jsou geny TP53, BRCAI,
BRCA2, KRAS, BRAF, PIK3CA, ARID1A, PTEN,
BRIP1, RB1, CDKN2A, CDK12, CHEK2,
CTNNBT a ERBB2. Dalsi genetické ana-
lyzy by pak mély byt zaméreny na de-
tekci amplifikace (CCNET), detekci MSI
nebo detekci poruch v homologni
rekombinaci.
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POVODNA PRACA

Tvorba hmotnostne spektrometrickych
spektralnych kniznic nadorovych bunecnych linii

Building Mass Spectrometry Spectral Libraries of Human Cancer

Cell Lines

Faktor J., Bouchal P.

Regiondlnf centrum aplikované molekuldrni onkologie, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno

Suhrn

Vychodiskd: Kvantifikdcia proteinov v modelovych nadorovych bunecnych linidch a v nddorovych
tkanivéch je ¢asto predmetom onkologického vyskumu. Metéda SWATH (sequential windowed
acquisition of all theoretical fragment ion spectra), novinka v kvantitativnej onkoproteomike, zis-
kava ¢oraz vacsiu popularitu, pretoze umoznuje kvantifikaciu vietkych proteinov zaznamenanych
v spektralnej kniznici. Spektralna kniznica obsahuje fragmentacné informacie o kazdom detekova-
telnom proteine vo vzorke. Dokladna priprava spektralnej kniznice vyrazne vylepsi kvantifikaciu
obzvlast nizkoabundantnych proteinov, ktoré ¢asto zohravaju vynamnu tlohu v nadorovych ocho-
reniach. Ciel*V tomto ¢lanku sa venujeme optimalizcii pripravy spektralnej kniznice s cielom maxi-
malizovat pocet kvantifikovatelnych proteinov v modelovej bunec¢nej linii MCF-7 odvodenej od kar-
cindmu prsnika. Experiment je zamerany na optimalizaciu postupu pripravy vzorky pred vstupom
do hmotnostného spektrometru, kde bol skimany vplyv zlozZenia lyza¢ného pufru, vplyv postupu
rozpustania peptidov a vplyv materidlu mikroskimaviek na pocet proteinov v spektralnej kniznici.
V neposlednom rade boli optimalizované aj parametre merania na hmotnostnom spektrometri
pre ziskavanie déat do spektralnej kniznice. Zdver: Doslednou optimalizaciou postupu sa podarilo
pripravit spektralnu kniznicu obsahujicu fragmentacné informéacie o 1 653 proteinoch (FDR < 1%)
z 1 pg lyzétu MCF-7. Hlavnym prinosom optimalizacie postupu pripravy spektrélnej kniznice je
rozsirenie pokrytia proteému vo SWATH digitalnych biobankdch umoznujucich kvantifikaciu fu-
bovolného proteinu vo fyzicky uz nedostupnych vzorkach. Kvalitné spektralne kniznice by mohli
v buducnosti zohravat kltic¢ovu tlohu pri tvorbe digitalnych fingerprintov proteému pacientov.

Klacové slova
nadorové biomarkery — hmotnostna spektrometria — proteomika — digitalna biobanka —
SWATH - kvantifikacia proteinov

Summary

Background: Cancer research often focuses on protein quantification in model cancer cell lines and
cancer tissues. SWATH (sequential windowed acquisition of all theoretical fragment ion spectra),
the state of the art method, enables the quantification of all proteins included in spectral library.
Spectral library contains fragmentation patterns of each detectable protein in a sample. Thorough
spectral library preparation will improve quantitation of low abundant proteins which usually play
an important role in cancer. Aim: Our research is focused on the optimization of spectral library
preparation aimed at maximizing the number of identified proteins in MCF-7 breast cancer cell line.
First, we optimized the sample preparation prior entering the mass spectrometer. We examined
the effects of lysis buffer composition, peptide dissolution protocol and the material of sample vial
on the number of proteins identified in spectral library. Next, we optimized mass spectrometry
(MS) method for spectral library data acquisition. Conclusion: Our thorough optimized protocol for
spectral library building enabled the identification of 1,653 proteins (FDR < 1%) in 1 ug of MCF-7 ly-
sate. This work contributed to the enhancement of protein coverage in SWATH digital biobanks
which enable quantification of arbitrary protein from physically unavailable samples. In future, high
quality spectral libraries could play a key role in preparing of patient proteome digital fingerprints.

Key words
biomarker — mass spectrometry — proteomics - digital biobanking - SWATH - protein quantification
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Uvod

Rakovina patri v dnesnej dobe k velmi
¢astym ochoreniam a v roku 2012 bola
celosvetovo pri¢inou 8,2 milidna umrti [1].
Rakovinové ochorenia su spésobované
gendmovymi zmenami a aj zmenami
v biochemickych drahach, ktoré vedu
k nekontrolovanému deleniu buniek
k metastdzovaniu. V¢asna diagnostika
acielend lie¢ba zamerana na charakteris-
tické proteiny méze znizit Umrtnost spo-
sobenu do6sledkom rakovinovych ocho-
reni [2]. Preto sa onkologicky vyskum
zameriava na hladanie novych rakovi-
novych biomarkerov a terapeutickych
cielov a onkoproteomika, zaoberajlca
sa vyskumom proteinov zmenenych
v sUvislosti s rakovinovymi ochoreniami,
sa stala jeho nezastupitelnym odve-
tvim [3]. Pre onkoproteomiku su klucové
metddy vyuzivajuce techniky hmotnost-
nej spektrometrie (mass spectrometry —
MS), ktoré popisuju zmeny v koncent-
ra¢nom zastUpeni proteinov v zavislosti
na vonkajsich alebo vnutornych pod-
netoch. Novinkou v oblasti cielenej on-
koproteomiky je metdéda SWATH (se-
quential windowed acquisition of all
theoretical fragment ion spectra), ktord
bola vyvinutd za ucelom spolahlivej
kvantifikacie vSetkych detekovatelnych
proteinov v jednej analyze [4]. Vyho-
dou pre onkologicky vyskum je moznost
tvorby digitélnych spektralnych biobank
biologického materialu, ktoré mozu ob-
sahovat subory tkaniv, ale aj bune¢nych
linii. Digitalny spektrélny biobanking
v principe umoznuje kvantifikaciu vy-
braného proteinu aj niekolko rokov po
zmerani dat a vymenu dat medzi la-
boratériami, ¢o vyznamne urychluje
vyskum [5]. Pre extrakciu SWATH kvan-
titativnych dét je nevyhnutné pouzit
spektralnu kniznicu obsahujuicu infor-
mdacie o proteinoch/peptidoch zastupe-
nych vo vzorke. Podmienkou je, aby
v spektralnej kniznici mal kazdy pro-
tein reprezentujuci peptid priradeny
retencny cas a fragmentacné spekt-
rum produktovych iénov s ich intenzi-
tami [6]. Kvantifikacia proteinov, ktoré
nie su v spektralnej kniznici, je nemozna
napriek tomu, Ze ich spektrd mozu byt
pritomné v SWATH déatach. Dékladna op-
timalizacia pripravy spektralnej kniznice

ma teda zasadny vyznam pre mnozstvo
kvantifikovatelnych proteinov vo SWATH
biobanke. Cielom nasho vyskumu bolo
najst vhodné podmienky pre pripravu
spektralnej kniznice modelovej bu-
nec¢nej linie MCF-7 odvodenej od kar-
cindmu prsnika. Prvotnou ulohou bolo
najst vhodné podmienky bunecnej lyzy,
kde sa prihliadalo na kompatibilitu ly-
zacného pufru s MS.V dalSom kroku boli
optimalizované podmienky na rozpusta-
nie peptidov pred MS analyzou a bola
porovnana adsorpcia peptidov na rézne
povrchy stien mikroskimaviek. Najvacsi
vplyv na pocet proteinov obsiahnutych
v spektralnej kniznici ma spravne nasta-
venie parametrov MS metddy. Preto sme
sa zamerali na optimalizéciu minimélnej
intenzity prekurzorového peptidu vy-
braného na fragmentaciu a doby vylice-
nia prekurzorového peptidu. Ukazalo sa,
ze dokladnou optimalizaciou postupu
pripravy vzorky a MS metédy na hmot-
nostnom spektrometri TripleTOF 5600+
sa da podstatne zvysit pocet proteinov
obsiahnutych v spektrdlnej kniznici, ¢o
nam rozsiruje moznosti kvantifikacie
proteinov zastupenych v nizkych kon-
centraciach. Tieto proteiny su obzvlast
zaujimavé pre onkologicky vyskum.

Material a metody

Priprava lyzatu bunecnej linie MCF-7
a proteolytické Stiepenie proteinov
Bunky ziskané z MCF-7 bunecnej linie boli
30 min lyzované v lyzacnom pufre zlo-
Zenom z 8 M mocoviny, 0,1 M Tris/HCl,
pH 8,5 a v pufre zlozenom z 0,05% do-
decylsulfatu sodného (SDS) a 0,5 M trie-
tylammonium bikarbonatu. Po skon-
¢eni lyzy bol lyzat centrifugovany
30 min/14 000g/5 °C. Metédou RC-DC
(Bio-Rad, USA) bola zmerana koncentracia
proteinu v supernatante a 100 pg protei-
nového lyzatu bolo odobranych na pro-
teolytické Stiepenie. Proteolytické Stie-
penie a purifikacia peptidov z MCF-7 boli
prevedené podla Pernikarova et al [7].

»Acetonitrilova extrakcia” peptidov
pred separaciou pomocou
kvapalinovej chromatografie (LC)
spojenej s MS detekciou (LC-MS)

K 15 pg peptidovej vzorky z MCF-7 ly-
zatu bolo pridanych 15 pl pufru zloze-
ného z 51% acetonitrilu (AcN), 0,05%

trifluoroctovej kyseliny (TFA) v H.O.
Vzorka bola dokladne premiesand tak,
aby sa rozpustili vietky peptidy na ste-
nach skimavky. Nasledne bola vzorka
sonikovana pocas 5 min a opat dokladne
premiesana. Vzorka bola centrifugovana
10 min/10 000 g/25 °C. Po prepipetovani
do novej skimavky bol odpareny aceto-
nitril v Speed-Vacu tak, aby sme ziskali
zmes peptidov v nanasacom pufre zlo-
Zzenom z 2% AcN, a 0,05% TFA v H,0.

Standardné rozpustanie peptidovej
vzorky pred LC-MS analyzou

K 15 ug peptidovej vzorky z MCF-7 ly-
zatu bolo pridanych 15 pl pufru zloze-
ného z 2% AcN, 0,05% TFA v H,0. Vzorka
bola dékladne premiesand tak, aby sa
rozpustili vietky peptidy na stenach
skimavky. Nasledne bola vzorka soniko-
vana pocas 5 min a opat dékladne pre-
miesana. Vzorka bola centrifugovana
10 min/10 000g/25 °C.

Mikroskiimavky pouzité na porovnanie
adsorbcie peptidov na povrch

Zriedeny roztok peptidovej vzorky
MCF-7 bol napipetovany do Styroch mi-
kroskimaviek s réznym povrchom tak,
aby bolo mozné nastrieknut 0,05 pg
peptidov na kolonu. Pouzité boli poly-
propylénové mikroskimavky so silanizo-
vanym povrchom kat. ¢. 910-00096 (Ek-
sigent, USA), dve mikroskiimavky s poly-
propylénovym povrchom ,Red” kat.
¢. 548-3120 (WVR, USA), ,Orange” kat.
¢. 548-0120 (WVR, USA) a mikrosku-
mavka so sklenenym inzertom kat.
¢. 02-FIRVG (Thermo, USA). Mikrosku-
mavky so vzorkou boli umiestnené v auto-
samplere temperovanom na teplotu 8 °C.

Parametre LC-MS analyzy pre tvorbu
spektralnej kniznice
Vzorky boli separované na chromato-
grafe Eksigent Ekspert nanoLC 400 sys-
tem (SCIEX, USA), ktory bol priamo spo-
jeny s hmotnostnym spektrometrom
TripleTOF 5600+ (SCIEX, Kanada).
Peptidy boli zachytené a odsolené na
trap kolone p-precolumn, 30 um i.d.,
5mm dizka, C18 PepMap 100, 5 um vel-
kost ¢astic, 100 A velkost porov (Thermo
Scientific, USA). Nasledne boli peptidy
eluované na analytickd kolonu s népl-
nou 3C18-CL-120, 75 pm i.d., 150mm
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Obr. 1. Princip tvorby spektralnej kniznice.

V prvom kroku extrahujeme proteiny z biologického materidlu pomocou lyza¢ného pufru. Proteinovy lyzat je proteolyticky Stiepeny na
peptidy protedzou. Po odsoleni su peptidy rozpustené v nanasacom pufre a premiestnené do mikroskimavky. Po separacii na LC sys-
téme sa peptidy ionizuju a vstupuju do hmotnostného spektrometra, kde st zmerané ich MS a MS/MS spektra. Analyza dat a tvorba spek-
trélnej kniznice prebieha v programe ProteinPilot, kde st porovnavané teoretické MS/MS spektra peptidov s nameranymi MS/MS spek-
trami. Peptid/protein je zaradeny do spektralnej kniznice pokial je najdeny prekryv medzi teoretickym a nameranym MS/MS spektrom.

MS — hmotnostna spektrometrie, LC — kvapalinova chromatografie

dizka, 5 um velkost ¢astic, 120 A vel-
kost porov (Eksigent, USA). Mobilna
faza A bola zlozena z 0,1% (v/v) kyse-
liny mravcej (FA) v H,O a mobilna faza B
z0,1% (v/v) FA v AcN.

Nastavenie nano-kvapalinového
chromatografu pre separaciu
peptidov spektralnej kniznice

Elucia z analytickej kolony zacinala na 2 %
mobilnej fazy B pocas 1 min. Percentudlny
podiel mobilnej fazy lineadrne stupal na
12 % B pocas 5 min, dalsich 114 min podiel
B linedrne vzrastol na 35 % a v nasleduju-
cich 2 min vzrastol az na 80 % B, na hodnote
80 % B zostal pocas 18 min a potom po-
diel mobilnej fazy B linedrne klesal na 2 %
pocas 2 min. Podiel mobilnej fazy B zostal
na hodnote 2 % pocas dalsich 38 min. Prie-
tok mobilnej fazy bol 300 nl/min.

Nastavenie MS metédy pre
identifikaciu proteinov (MS/MS)

v spektralnej kniznici

Hmotnostny spektrometer TripleTOF
5600+ pracoval v data dependentnom

mode. V ionizatnom zdroji (nano-elek-
trospreji) bol dusik pouzity ako zml-
zovaci plyn a teplota aj tok susiaceho
plynu boli nastavené na hodnoty 150 °C
a 12 °C. loniza¢né napdtie bolo nasta-
vené na hodnotu 2700 V. MS spektrum
z analyzatoru doby prieletu (TOF-MS)
bolo zmerané v kazdom cykle nasledo-
vané fragmentaciou 20 najintenzivnej-
Sich prekurzorovych iénov a zmeranim
spektier ich produktovych iénov. Mini-
malna intenzita prekurzorového i6nu
bola optimalizovand. Pri tejto optima-
lizacii boli pouzité hodnoty 50 impul-
zov za sekundu (cps), 100 cps a 250 cps.
Predmetom optimalizacie bola aj hod-
nota ¢asu vylucenia zmeranych prekur-
zorovych i6nov, pouzité boli hodnoty
8s5,125,205s,30sa40s. Akumulacny ¢as
prekurzorového iénu bol 100 ms.

Analyza dat - tvorba spektralnej
kniznice

Data ziskané MS/MS metdédou boli
prehladané pomocou programu Pro-
teinPilot 4.5 (SCIEX, Kanada) proti lud-

skej referen¢nej databaze (Uniprot
2013_09) [8]. Parametre prehladava-
nia boli nastavené nasledovne - tryp-
sin (proteolyticky enzym), karbamido-
metyl (fixnd modifikacia), FDR analyza
bola prevedend proti obratenej data-
baze (Uniprot 2013_09) [8].

Vysledky a diskusia

Optimalizdciou podmienok pripravy
spektrélnej kniznice bunecnej linie
MCF-7 (obr. 1) m6Zzeme vyznamne vy-
lepsit pokrytie kvantifikovaného pro-
tedmu a zvysit tak kvalitu spektralnej
kniznice (tab. 1-3) a aj kvantitativnych
dat extrahovanych zo SWATH datase-
tov. Prvym krokom pri priprave spektral-
nej kniznice je extrakcia proteinov z bu-
necnej linie pomocou lyza¢ného pufru.
Pri extrakcii proteinov je nutné pouzit
lyza¢né pufry kompatibilné s MS, pri-
padne pred MS analyzou odstranit in-
terferujuce latky pouzité pri lyze [9].
Metdda stiepenia proteinov na filtri (filter
aided sample preparation — FASP) [10]
umoziuje pouzitie detergentu SDS, pri-
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Tab. 1. Pocet identifikovanych proteinov v spektralnej kniznici v zavislosti na po-
stupe rozpustania.

Pred MS analyzou bol rozpusteny 1 ug peptidovej vzorky z bunecnej linie MCF-7
v nanasacom pufre (2% AcN, 98% H,0, 0,05% TFA). Peptidové vzorky boli kazdym po-
stupom rozpustené v duplikate a meranie bolo zopakované 3-krét. Pre kazdy postup
bola ur¢end smerodajna odchylka a priemerny pocet identifikovanych proteinov.
Vysledky dokazuju, Ze medzi porovnavanymi postupmi nie je podstatny rozdiel
v pocte identifikovanych proteinov, pocet identifikacii sa mierne zvysSuje pri pouziti
acetonitrilovej extrakcie peptidov.

Pocet proteinov v spektralnej kniznici v zavislosti na postupe rozpustania
1 ug peptidovej vzorky MCF-7

Replikat Pocet identifikovanych proteinov (FDR < 1%)
acetonitrilova extrakcia Standardny postup
peptidov rozpustania peptidov

1 681 686

705 672

724 700
2 722 712

693 713

723 695
priemer 708 696
smerodajnd odchylka 18,1 15,7

MS - hmotnostna spektrometrie

Tab. 2. Pocet identifikovanych proteinov v spektralnej kniznici v zavislosti na povr-
chu mikroskimavky v autosampleri.

Napipetovanych bolo 0,05 pug peptidovej vzorky z MCF-7 do mikroskimaviek v dupli-
kate a meranie bolo zopakované 2-krat. Pre kazdy typ mikroskimavky bola ur¢ena sme-
rodajné odchylka a priemerny pocet identifikovanych proteinov. Vysledky dokazuju, ze
pocet identifikacii medzi porovnavanymi mikroskimavkami nie je podstatny. Mikro-
skiimavka so sklenenym inzertom ma vyssiu smerodajnu odchylku a pocet identifiko-
vanych proteinov je nizsi v porovnani s ostatnymi mikroskimavkami.

Typ Pocet identifikovanych proteinov (FDR < 1%)
mikroskumavky replikat 1 replikat 2 priemer  smerodajna
odchylka

thermo 17 181 e 155
(skleneny inzert) 79 133 !
eksigent (silanizo- 200 108 153 a1
vany povrch) 173 132 !
VWR ,orange” 172 155 = o
(polypropylén) 120 168 '

w 105 155
VWR,red* 144 27,3
(polypropylén) 148 168

padne mocoviny v lyzacnom pufre. Po
pridani lyzatu filter zabezpeci vymenu
do MS kompatibilného pufru. Ukazalo

sa, ze lyzat pripraveny v lyza¢nom pufre
zlozenom z 8 M mocoviny 0,5 M Tris/HCl,
pH 8,5 poskytuje vyssi signal celkového

ibnového prudu a aj viac identifikova-
nych proteinov v porovnani s lyzdtom
pripravenym v 0,05% SDS. Vyssi pocet
identifikacii a celkovy MS signdl z lyzatu
pripraveného v mocovinovom lyzac-
nom pufre moze byt vysledkom vyssej
lyza¢nej a solubiliza¢nej efektivity. Nizsi
signal u MCF-7 v SDS lyza¢nom pufre
zrejme spdsobuje SDS zachytené na ste-
nach filtra, ktoré po vymyti do vzorky
mozZe negativne interferovat pocas
LC-MS analyzy [11]. Po lyze, FASP proteo-
lytickom Stiepeni, odsoleni a zakoncent-
rovani biologickej vzorky sa ziskava kon-
centrat obsahujuci zmes peptidov, ktory
sa pred analyzou rozpusta v nanasacom
pufre (2% AcN +0,05% TFA v H,0). Nana-
Saci pufer musi rozpustat celé spektrum
peptidov, efektivita zavisi od postupu
rozpustania peptidov a od zloZenia na-
nasacieho pufru [12]. Porovnany bol kla-
sicky postup rozpustania peptidovej
vzorky z MCF-7, kde sa k lyzatu pridava
nandasaci pufer s naslednym mie3anim
a postup acetonitrilovej extrakcie pep-
tidov. Acetonitrilova extrakcia peptidov
mierne zvysila pocet identifikécii v spek-
tralnej kniznici na 716 (FDR < 1%) oproti
klasickému postupu (tab. 1). Postup ace-
tonitrilovej extrakcie peptidov umoznuje
efektivnejsie uvolnenie hydrofébnych
peptidov zo stien skimavky doésledkom
pouzitia vysSieho podielu organickej
fazy (50% AcN) v porovnani s klasickou
metddou rozpustania v 2% AcN. Roztok
peptidov v nanasacom pufre je nasledne
premiestneny do LC-MS systému v mik-
roskumavkach. Neziaducim efektom je
adsorbcia peptidov na steny mikrosku-
mavky, kde sa na nepoldrne plastické
povrchy pocas stétia v autosampleri ad-
sorbuju najma hydrofébne peptidy [13].
Na trhu su k dispozicii mikroskimavky
vyrobené z réznych materialov, ktoré by
mali minimalizovat adsorbciu peptidov.
V sucasnosti sa casto pouzivaju skle-
nené mikroskimavky, mikroskiimavky
so silanizovanym povrchom, pripadne
s povrchom potiahnutym polypropylé-
nom alebo polyetylénom [14]. Porovna-
nim mikroskimaviek sme dospeli k za-
veru, Zze pouzity materidl nema zasadny
vplyv na signal a pocet identifikovanych
proteinov v spektralnej kniznici (tab. 2).
Ukdzalo sa, ze optimalizacia parametrov
metddy na ovlddanie LC-MS pristroja ma
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naopak podstatny vplyv na rozsah a kva-
litu spektralnej kniznice. V ramci opti-
malizdcie MS/MS metédy sme hladali
najlepsie nastavenie minimélnej inten-
zity peptidového (prekurzorového) iénu
pouzitého na fragmentaciu a dobu jeho
vylucenia (tab. 3). Optimalizéciou mini-
malnej intenzity prekurzorového piku
sme zamedzili fragmentdciu prekurzo-
rov na urovni Sumu a zaroven sme zame-
dzili vylucenie prekurzorov pochadzaju-
cich z proteinov zastupenych v nizkych
koncentraciach, ktoré su casto pred-
metom onkologického vyskumu. Opti-
malna doba vylucenia prekurzorového
iénu dalej rozsirila pocet identifikova-
nych proteinov. Vylucenie fragmento-
vanych prekurzorovych iénov zabranuje
opakovanej fragmentacii prekurzoro-
vého iénu s rovnakym m/z, a umoznuje
tak fragmentaciu menej zastipenych
prekurzorov. Po optimalizacii pripravy
peptidovej vzorky z bunecnej linie
MCF-7 a parametrov MS metédy bola
vytvorend spektralna kniznica obsahu-
juca 1 653 (FDR < 1%) proteinov z 1 ug
lyzatu MCF-7 bunecnej linie, ¢o predsta-
vuje 8,1 % zo vietkych 20 197 recenzo-
vanych proteinov obsiahnutych v lud-
skej databaze proteinov Swiss-Prot [15].

Zaver

S vyuzitim réznych lyza¢nych podmie-
nok, vyberom vhodnych mikroskima-
viek ako aj optimalizaciou MS metdédy
sme dosiahli vyssi pocet identifikova-
nych proteinov a vytvorili sme komplet-
nejsiu spektralnu kniznicu pre nado-
rovu bunecnu liniu MCF-7. Novy postup
tvorby spektralnej kniznice bude dalej
aplikovany pri SWATH kvantifikacii pro-
teinov v biologickych vzorkach, kde vy-
znamne ovplyvni kvalitu vyextraho-
vanych kvantitativnych dat a pokrytie
celkového protedmu. Rozsirenie spek-
trdlnej kniznice umozni kompletnejsi
nahlad na regulaciu proteinov zastupe-
nych v nizkych koncentraciach, ktoré su
obycajne najzaujimavejsie pre onkolo-
gicky vyskum, a tym zjednodusi hlada-

Tab. 3. Pocet identifikovanych proteinov v zavislosti na parametroch MS/MS me-
t6dy pre tvorbu spektralnej kniznice.

V tabulke su zhrnuté vysledky z optimalizacie ¢asu vylucenia prekurzorového pep-
tidu a optimalizacie minimalnej prekurzorovej intenzity. Najvyssi pocet identifika-
cii ziskame nastavenim 12 s doby vylucenia zmeranych prekurzorovych peptidov,
nastavenim minimalnej intenzity prekurzorového peptidu na hodnotu 50 impulzov

za sekundu (cps) a vyuzitim 120 min nelinedrneho LC gradientu.

Vylucenie prekurzorového peptidu

cas (s) pocet identifikovanych
proteinov (FDR < 1%)

8 1653

12 1684

20 1642

30 1528

40 1399

MS — hmotnostna spektrometrie, LC — kvapalinova chromatografie

Minimalna intenzita
prekurzorového peptidu

intenzita  pocet identifikovanych
(CPS) proteinov (FDR < 1%)
50 1302
100 1197
250 932

nie novych biomarkerov a terapeutic-
kych cielov. Kompletnejsie spektralne
kniznice prispeju k rozsireniu a prehibe-
niu poznatkov v onkologickom vyskume.
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Vyuziti metody vodik/deuteriové vymeény

v biofarmaceutickém promyslu

Utilization of Hydrogen/Deuterium Exchange

in Biopharmaceutical Industry

Coufalova D., Vojtések B., Hernychova L.

Regiondlnf centrum aplikované molekuldrni onkologie, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno

Souhrn

Vychodiska: Vyvoj biofarmaceutik je nejrychleji se rozvijejici oblasti dnesniho farmaceutického
pramyslu. Analyza proteinovych terapeutik je viak velice naro¢ny ukol kvali jejich velikosti
a komplexnosti prostorové struktury. Jakékoliv zmény v primarni, sekundarni, tercialni ¢i kvar-
terni strukture proteind mohou mit vyrazny vliv na jejich funkci, uc¢innost a v neposledni radé
i toxicitu. Hmotnostni spektrometrie se v minulosti osvédcila jako kvalitni néstroj pro analyzu
primarni struktury protein(i (aminokyselinové sekvence) a v poslednich letech je diky rozvoji
novych metod schopnd analyzovat i vy3si proteinové struktury. Jednou z téchto novych metod
je vodik/deuteriova vyména (HDX). HDX je zaloZzena na vyméné amidovych vodiki aminoky-
selinového fetézce za deuteria z okolniho roztoku. Vodiky nachazejici se na povrchu proteinu
jsou za deuteria vyménovany mnohem rychleji nez vodiky schované uvniti proteinu. Ziskané
vysledky z HDX metody mohou poskytnout informace o prostorové strukture proteinu a také
o protein-proteinovych a protein-ligandovych interakci. Navic analyzou vymény deuterii v r{iz-
nych ¢asovych intervalech mdze tato metoda poskytnout informace i o dynamickych zménach
proteinové struktury a dynamice proteinovych interakci. Vzhledem k moznostem, které tato me-
toda nabizi, se HDX stala atraktivni metodou pro charakterizaci proteinovych biofarmaceutik.
Cil: Cilem tohoto prehledového ¢lanku je poukazat na moznosti vyuziti hmotnostni spektrome-
trie v biofarmaceutickém priimyslu se zamérenim na metodu HDX a jeji aplikace.

Klicova slova
hmotnostni spektrometrie — proteomika — konformace protein(i — objevovani 1ékd - farmaceu-
ticky prdmysl - vodik/deuteriova vyména

Summary

Background: The development of biopharmaceutics is the fastest growing segment of the pre-
sent pharmaceutical industry. The analysis of proteins therapeutics is a challenging task due to
their large size and complexity of spatial structure. Any changes in the primary, secondary, tertiary
or quaternary protein structure can have huge impact on their function, efficiency and toxicity.
Mass spectrometry proved itself to be a powerful tool for analysis of primary protein structure
(amino acid sequence) and thanks to the development of new techniques in last years it is able
to analyse higher order protein structures. One of these new techniques is hydrogen/deuterium
exchange (HDX). HDX is based on exchange of amid protons with deuterium from solution on the
protein backbone chain. Protons on the surface of protein are exchanging with deuterium much
faster than protons buried inside of protein. HDX results could provide information about spatial
protein structure and also about protein-protein interactions and protein-ligand interactions.
Furthermore, by analysing of deuterium exchange in different time points this method could give
information about dynamic changes of protein structure and dynamics of proteins interactions.
Because of possibilities of this method, HDX become attractive method for characterization of
protein biopharmaceuticals. Aims: This review article is focused on the utilization of mass spect-
rometry in biopharmaceutical industry and mainly on HDX method and its applications.

Key words
mass spectrometry — proteomics — protein conformation - drug discovery - drug industry —
hydrogen/deuterium exchange
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Uvod
Vyvoj biofarmaceutik, z nichz nejvétsi
Cast predstavuji protilatky a rekombi-
nantni proteiny, je jednou z nejvice dyna-
micky se rozvijejicich oblasti farmaceu-
tického prdmyslu. Biofarmaceutika vsak
nejsou zddnym novackem mezi pouziva-
nymi IéCivy a napf. rekombinantni pro-
tein inzulin je k 1é¢bé diabetu Uspésné
uzivan jiz nékolik desitek let. Proteinova
IéCiva se od standardnich nizkomoleku-
[rnich 1é¢iv [iSi nejen svoji velikosti do-
sahujici az stovky kDa, ale i svou vysokou
komplexitou. Kvuli ni vyzaduje navrho-
vani novych biofarmaceutik zcela od-
liSny pfistup. Prostorové usporadani
a funkce nizkomolekularnich 1é¢iv jsou
pfimo zavislé na jejich struktufe. U pro-
teind je situace slozitéjsi, nebot protein
se stava funkénim az po sbaleni do na-
tivni konformace, obvykle za Ucasti dal-
Sich proteinl (chaperont). Nespravné
slozené proteiny podléhaji agregaci
in vivo i in vitro a stavaji se cilem protedz.
Navic kromé ztraty funkce mulze agre-
gace proteinll spoustét nezadouci imu-
nitni odpovéd. Pfes viechny obtize, které
pfindsi analyza biofarmaceutickych pro-
duktd, nabizeji proteinova léciva uni-
katni vlastnosti a funkce, které nelze
zastoupit malymi syntetickymi moleku-
lami. Mezi jejich velké vyhody patfi vy-
soka specificita, bezpecnost, méné ne-
gativnich vedlejsich efektd a dlouha
zivotnost v organizmu.
Nepostradatelnym nastrojem pro cha-
rakterizaci proteinovych Iéciv se stala
hmotnostni spektrometrie (mass spekt-
rometry — MS), kterd umoznuje analyzo-
vat nejen kovalentni strukturu, ale i kon-
formaci proteind, jeji dynamické zmény
a interakce s dalsimi proteiny ¢i jinymi li-
gandy [1,2]. V soucasné dobé je MS nej-
vice vyuzivana pro charakterizaci ko-
valentni struktury proteind, tedy jejich
aminokyselinové sekvence, a posttrans-
la¢nich modifikaci (PTM) [3,4].

Metody analyzy proteinové
konformace

Mezi klasické metody studia proteino-
vych konformaci patfi rentgenova krys-
talografie a nuklearni magneticka rezo-
nance (NMR). Obé metody se v minulosti
ukazaly jako velice pfinosné pro de-
tailni charakterizaci proteinové struktury

a proteinovych komplext. Avsak vzhle-
dem k jejich limitujicim faktor(im nejsou
v fadé pfipadl nejvhodnéjsi volbou pro
analyzu biofarmaceutik.

Rentgenova krystalografie je jedinec-
nou metodou pro urceni absolutni pro-
storové struktury protein(l v¢. polohy
vsech atomU a vazeb mezi nimi. Jak jiz
vyplyva z ndzvu, tato metoda vyzaduje
krystalizaci proteinu, coz oviem zne-
moznuje analyzu proteinl za fyziolo-
gickych podminek. Navic ¢aste¢né sba-
lené proteiny je obtiznégjsi krystalizovat,
proto pfi analyze roztoku se smési slo-
Zenych a ¢astecné slozenych protein(
neni mozné urcit pomér obou forem.
Pribuzna metoda,X-ray scattering”, ktera
umoznuje analyzu protein{i pfimo v roz-
toku, je limitovana nizkym rozlisenim [5].

Oproti rentgenové krystalografii je
vysokorozliSovaci NMR schopnd od-
halit detaily vyssich struktur v¢. jejich
dynamickych zmén. Metoda je vsak
omezena maximalni velikosti mole-
kul (~30 kDa), ¢imz je pro vétsinu bio-
farmaceutickych produktd nevyuzitelna.
Neni tedy prekvapenim, Ze rutinni ana-
lyzy konformace a stability proteino-
vych lécCiv jsou stale zavislé na klasickych
biofyzikalnich metodéch, jako jsou me-
tody spektroskopické (cirkularni dichroi-
zmus, fluorescence, UV absorpce, FTIR
spektroskopie), kalorimetrie, analytickd
ultracentrifugace a gelova chromatogra-
fie [6]. Metody umozniuji analyzovat pro-
tein za fyziologickych podminek, jejich
nevyhodou je vsak nizké rozliseni a ne-
schopnost detekce dynamickych zmén
proteinové konformace.

MS a analyza konformace
proteini

MS je dalsi u¢innou metodou pro ana-
lyzu struktury biopolymer(, aviak bez
spojeni s jinymi technikami umoznuje
pouze charakterizaci aminokyselinové
sekvence proteinl a PTM. Teprve az
s rozvojem novych metod béhem po-
slednich dvou desetileti doslo k vyraz-
nému rozsifeni pouzitelnosti MS i pro
studium vys$sich proteinovych struk-
tur, jejich dynamickych zmén a inter-
akci s proteiny ¢i nizkomolekuldrnimi
ligandy. Pfesto vsak vétsina aplikaci zU-
stava i nadale pouze doménou akade-
mickych pracovist, a to zejména kvli

obtizné automatizaci celého postupu.
Prikladem je chemické zesiténi, které
je vhodné pro studium proteinovych
struktur i protein-proteinovych inter-
akci, ale poskytuje nizké vytézky, a neni
tudiz zcela vyhovuijici pro specifické po-
zadavky biofarmaceutického primyslu,
ktery vyzaduje vysoké vytézky, auto-
matizaci pfipravy vzorkd i vyhodnoceni
dat [7]. Naproti tomu metody pfimé io-
nizace v elektrospreji (ESI) a vodik/deu-
teriova vyména (HDX) ve spojeni s MS si
cestu do biofarmaceutickych laboratofi
jiz nasly.

Pfima ESI-MS

Primda ESI-MS vyuziva Setrné ionizace
proteinG v ESI, kterd umoznuje transfer
proteind z kapalné faze do plynné, aniz
by doslo ke zméné jejich konformace
nebo naruseni nekovalentnich vazeb.
Pfima ESI-MS je v biofarmaceutickém
primyslu nejcastéji pouzivana ke studiu
rozloZeni ndbojovych stavl a ke studiu
protein-proteinovych a protein-ligando-
vych interakci [8,9]. Schopnost proteinu
pfijimat vice ndbojd béhem ionizace
pfimo souvisi s jeho konformaci, diky
tomu je mozné sledovanim nabojovych
stavll a zejména jejich zmén deteko-
vat vyrazné strukturni zmény proteina,
a to napf. jejich denaturaci [10]. Proteiny
sbalené v nativni formé maji kompaktni
strukturu, ktera je schopna pfijmout re-
lativné malé mnozstvi nabojl. Naopak
denaturované proteiny, ale i proteiny
s navazanymi ligandy a proteinové oli-
gomery, které maji mnohem vétsi struk-
turu, dokdzou pfijmout mnohem vétsi
pocet nabojl. Z hmotnostnich spekter
Ize nasledné porovnanim populace pik{
s nizkym poctem nabojd a vysokym po-
¢tem ndboju urcit zastoupeni jednotli-
vych forem proteinu.

Hlavnimi vyhodami metody jsou jeji
jednoduchost (nevyZaduje zadné zna-
¢eni ani imobilizaci proteint), rych-
lost, nizkd spotieba vzorku a specificita
(umoznuje pfimo méfit vazebnou ste-
chiometrii a analyzovat smésné vzorky).
Mezi nevyhody pfimé ESI-MS patfi nut-
nost méfeni proteinu v roztoku vhod-
ném pro ionizaci, coz v fadé pripadl
vylucuje moznost pouziti pufru optimal-
niho pro protein, a také nizké rozliseni,
které sice dovoluje detekci strukturnich
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Schéma 1. Schéma HDX-MS experimentu.
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Protein je nejprve inkubovan samostatné a s ligandem po dobu potfebnou k vytvoreni protein-ligandové interakce. Nasledné je pfida-
nim pufru s D,0 zahdjena reakce vymény deuterii, ktera je v pozadovanych Casovych intervalech zastavena okyselenim vzorku na pH 2,5
a zamrazenim v tekutém dusiku. V dalsim kroku je vzorek rychle rozmrazen a davkovén na pepsinovou kolonu, kde dochazi ke $tépeni
proteinu. Vzniklé peptidy jsou separovany na analytické koloné a méreny hmotnostnim spektrometrem. Vysledna data pro protein a pro-
tein s ligandem jsou porovnavana specidlnim softwarem a vysledky jsou nejcastéji prezentovany formou grafli zobrazujicich zavislost

procenta deuterace na délce deuterace.

MS — hmotnostni spektrometrie, LC — kapalinova chromatografie

zmén protein(, ale je jiz nedostacujici
pro lokalizaci zmén v rdmci aminokyse-
linové sekvence.

HDX-MS

HDX-MS je spolehlivd, robustni a do-
statecné senzitivni metoda pro analyzu
proteinové konformace, protein-protei-
novych interakci, protein-ligandovych
interakci a agregace proteint [11,12].
Na rozdil od vy3e zmifiovanych metod
dokdaze nejen detekovat globalni zmény
ve struktufe proteinu, ale je schopna je
lokalizovat na aminokyselinové drovni.
Experimenty je navic mozné provadét
v pufrech za fyziologickych podminek,
pH a pfitomnosti soli [13].

Zakladnim principem metody HDX-MS
je schopnost proteini vyménovat své
vodiky za vodiky pfitomné v okolnim
prostiedi. Vyména se sice tykd vsech
vodikl v primdrni strukture, ale pouze
vyména amidovych vodik( hlavniho
fetézce je touto metodou detekova-
telnd [14]. Vodiky vdzané v postrannich
fetézcich aminokyselin podléhaji velice
rychlé vyméné, kterd je téméfr neméfi-
telnd, zatimco vodiky vazané na uhlicich
hlavniho fetézce jsou vyménovany po-
malu, coz neumoznuje sledovani kon-
formacnich zmén proteinu v zaddanych
¢asovych intervalech. Rychlost vymény
amidovych vodikl je zavisla na pfitom-
nosti vodikovych mustka a lokalizaci vo-
dik v rdmci prostorové struktury. Ami-
dové vodiky vystavené na povrchu
proteinu jsou vyménovany za vodiky

z okoli rychleji nez vodiky tvofici vodi-
kové muistky nebo méné pristupné vo-
diky uprostfed proteinové struktury.
Princip metody byl popsén jizv 50. letech
20. stoleti pfi sledovani vymény vodikl
za deuteria u inzulinu [15]. K detekci vo-
dikd vyménénych za deuteria byla dfive
vyuzivana zejména NMR [16] a infracer-
vena spektroskopie [17], ale Sirsiho vyu-
Ziti se tato metoda dockala az po jejim
spojeni s MS [18]. Vlivem vymény jed-
noho atomu vodiku za jeden atom deu-
teria vzroste molekulova hmotnost pro-
teinu o jednotku a tuto zménu je mozné
presné detekovat pravé hmotnostnim
spektrometrem.

Zakladni schéma HDX-MS experi-
mentu je znazornéno na schématu 1.
V prvnim kroku je protein inkubovan
za pozadovanych podminek s ligandem
a bezligandu. Vyménna reakce vodik je
zahdjena pfidanim pufru s D,O a ve sta-
novenych ¢asovych intervalech je reakce
zastavena okyselenim na pH 2,5 a za-
mrazenim v tekutém dusiku. Pfed mé-
fenim jsou vzorky rychle rozmrazeny
a naneseny na pepsinovou kolonu, v niz
dochdzi ke $tépeni proteind. Vzniklé
peptidy jsou separovany na analytické
koloné a analyzovany v hmotnostnim
spektrometru. Hmotnostni spektra pep-
tidG jsou zpracovana softwarem, ktery
porovnava molekulové hmotnosti totoz-
nych deuterovanych a nedeuterovanych
peptidl a vypocitdva procenta deute-
race. Vysledkem jsou grafy pro jednot-
livé peptidy srovnavajici protein s ligan-

dem a bez ligandu, kde na ose x je doba
inkubace a na ose y procento deuterace.
HDX-MS si rychle nachazi cestu z aka-
demickych pracovist do biofarmaceu-
tickych laboratofi, a to diky moznosti au-
tomatizace celého procesu od pfipravy
vzork(, pres jejich analyzu az po vyhod-
nocovani dat [19,20]. Mezi jeji nejcasté;jsi
pouziti v biofarmaceutickém prdmyslu
patii epitopové mapovani, studium vlivu
PTM na strukturu biofarmaceutik, srov-
navaci studie biofarmaceutik z rliznych
produkci a v neposledni fadé i analyza
protein-ligandovych interakci, kterou Ize
vyuzit ke screeningu potencidlnich niz-
komolekularnich lé¢iv [12,21].

HDX-MS a srovndvaci studie

Pfi vyrobé biofarmaceutik je nutné za-
jistit srovnatelnost vyslednych produkt(
mezi jednotlivymi produkovanymi 3ar-
Zemi. Proteiny v nespravné konformaci
podléhaji v organizmu agregaci a na-
sledné degradaci a navic mohou spous-
tétodpovédimunitniho systému.Zmény
v primarni strukture proteinl je mozné
snadno detekovat klasickou ¢i tandemo-
vou MS, ale nemusi vypovidat nic o zmé-
nach vyssich struktur. HDX-MS se ukézala
byt velice vhodnou ortogonalni meto-
dou ke standardné pouzivanym meto-
dam pro analyzu proteinovych konfor-
maci, jako jsou cirkuldrni dichroizmus,
kalorimetrie a gelova chromatografie.
HDX-MS navic od téchto metod dokaze
konformacni zmény lokalizovat v rdmci
aminokyselinové sekvence.
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HDX-MS byla pouZzita pro srovnani to-
tozné monoklonalni protilatky vyro-
bené ve tfech raznych vyrobnich pro-
cesech [22]. Pro analyzu vzorkd byla
pouzita globalni i lokalni analyza a au-
tomatizovany systém pro pfipravu i mé-
feni vzorkd. Vysledky ukazaly, Ze mezi
vzorky nebyly zmény na globalni pro-
teinové Urovni ani na lokalni peptidové
urovni. Analyza stejnych vzork( protila-
tek byla pro srovnéani provedena i v jiné
laboratofi vybavené stejnym hmotnost-
nim spektrometrem, ale bez automa-
tizovaného systému pfipravy vzorka.
Vysledna data téz potvrdila, Zze mezi
analyzovanymi protilatkami neni rozdil
v proteinové struktufre.

HDX-MS a epitopové mapovdni
Epitopové mapovani je pfistup slouzici
k popisu specifické interakce mezi para-
topem protildtky a epitopem antigenu.
Vznikly komplex protildtka-antigen maze
aktivovat imunitni odpovéd' organizmu
nebo inaktivovat antigen. Epitopy se déli
na linearni a konformacni. Linearni epi-
topy jsou definované aminokyselino-
vou sekvenci a denaturace neovliviuje
jejich funkénost. U konformacnich epi-
top je funkce Uzce spjatd s jejich prosto-
rovou strukturou a denaturaci se ztraci.
Zejména charakterizace konformacnich
epitopl je narocng, jelikoz je nutné an-
tigeny i protilatky analyzovat za nativ-
nich podminek. Identifikace a charakteri-
zace epitopl je zasadni pro vyvoj novych
protilatek i ochranu dusevniho vlastnictvi
v biofarmaceutickém prdmyslu [23,24].
HDX-MS je vhodnda metoda pro iden-
tifikace linedrnich i konformacnich epi-
topd, jak ukazuje nasledujici ptiklad.
Zhang et al analyzovali epitop u aler-
genu (Ana o 2) z kedu ofiskl v komplexu
s dvéma protilatkami (2B5 a 1F5) [25].
Vysledek odhalil, Ze protilatka 2B5 in-
teraguje s linedrnim epitopem, zatimco
protilatka 1F5 pro vazbu potrebuje epi-
top konformacni. HDX-MS v tomto pfi-
padé umoznila presné lokalizovat epi-
top, a to s vynaloZzenim mensiho Usili,
nez vyzaduji konven¢ni metody epitopo-
vého mapovdni. V nékterych pripadech
je vsak vhodné kombinovat vice metod,
jako tomu bylo u epitopového mapovani
meningokového lipoproteinu fHbp (fak-
tor H vazajici protein) [26]. V tomto pfi-

padé byla pouzita HDX-MS i rentgenova
krystalografie. Nalezeny epitop byl kon-
formacni povahy, coz vysvétlilo, proc se
v pfedchozich experimentech vyuziva-
jicich klasické metody epitopového ma-
povani (napt. fdgovy display) nepoda-
filo epitop dostatecné charakterizovat.
Popsany epitop slouZi k pfipravé synte-
tické peptidové vakciny obsahujici imu-
nodominantni epitop navrzeny dle vy-
sledkl z epitopového mapovani.

HDX-MS a vliv posttransla¢ni modifikace
na strukturu proteinti

Posttranslacni modifikace proteinovych
biofarmaceutik mohou vznikat pfirozené
(glykosylace, fosforylace, metylace...)
nebo uméle (PEGylace, konjugace s léky)
v zvislosti na vyrobnim procesu a po-
Zadavcich. Kromé detekce a identifi-
kace PTM je u biofarmaceutik nutné ové-
fit, zdali pfitomnost dané PTM ovliviuje
strukturu proteinu a tim i jeho funk¢-
nost. Napfiklad u glykosylaci, které pati
mezi nejcastéjsi PTM, byl prokazan vliv
na skladdani proteinu, vazby s interak¢-

nimi partnery i na imunitni odpovéd

organizmu [27].

Houde et al ve své studii pomoci HDX-
-MS srovndvali ucinek glykosylace na
konformaci monoklonalnich IgG1 pro-
tildtek [28]. Vysledky ukazaly, Ze oxi-
dace a galaktosylace methioninu ovliv-
nila strukturu 1gG1, zatimco fukosylace
na ni neméla zadny vliv. Z uméle vytvo-
fenych modifikaci jsou velice zajimavé
konjugaty protilatky s lékem (antibody-
-drug conjugate — ADC) tvofené speci-
fickou tumor rozpoznavajici protilatku
s navazanym chemoterapeutikem, které
je takto zacileno pfimo do nadorové
buriky. Nezbytnym krokem ve vyvoji no-
vych ADC je ovéreni, zdali vazba Iéku
s protilatkou nezpusobuje zmény ve
strukture protilatky, k ¢emuz je mozné
vyuzit prdvé metodu HDX-MS [29].

HDX-MS a protein-ligandové interakce
Kromé charakterizace samotnych protei-
novych léciv je mozné metodu HDX-MS
vyuzit i ke sledovani Gc¢inku nizkomole-
kuldrnich 1éciv na cilové proteiny. Takto
Ize pozorovat, zdali |é¢ivo interaguje
s predpokladanou oblasti ¢i zdali dokaze
zménit konformaci proteinu na aktivni ¢i
neaktivni formu.

HDX-MS byla napf. pouzita pro ové-
feni interakce mezi navrzenym nizkomo-
lekuldrnim ligandem a onkoproteinem
Reptin [30]. Analyza potvrdila protein-
-ligandovou interakci a navic s pres-
nosti na peptidy urcila interakéni misto.
Obdobné i v pripadé proteinu MDM?2
HDX-MS potvrdila interakci s nizkomole-
kuldrnim ligandem Nutlin-3 [31].

Zaveér

Vzristajici poptadvka po novych bio-
farmaceutikach vytvafi tlak na vyvoj
analytickych metod schopnych léciva
kompletné analyzovat s vysokou repro-
ducibilitou a ve velkych mnozstvich.
Metoda MS si jiz nasla své stabilni misto
pro analyzu primarni struktury proteint
a propojenim s novymi technikami se
pomalu stdva nepostradatelnou i pro
charakterizaci proteinovych konfor-
maci a vazeb s interakénimi partnery.
Zejména spojeni s HDX je zajimavé pro
biofarmaceuticky prdmysl, jelikoz do-
kdze snadno odpovédét na otdzky ty-
kajici se komplexni struktury bio-
farmaceutik, jejich dynamickych zmén
a interakci a navic umoznuje proces od
pfipravy vzorkl az po vyhodnocovani
dat z velké ¢asti automatizovat.
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PREHLED

Novée metody studia metylace DNA —

MS-HRM analyza a elektrochemie

Novel Approaches in DNA Methylation Studies —

MS-HRM Analysis and Electrochemistry

Bartosik M., Ondrouskova E.

Regiondlnf centrum aplikované molekuldrni onkologie, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno

Souhrn

Metylace cytozind v DNA je jednim z epigenetickych mechanizm regulujicich expresi gend,
a hraje tak dalezitou roli v diferenciaci nebo proliferaci bunék. V nddorovych burikach ¢asto do-
chézi ke zménam v metylaci DNA, kupiikladu nadmérnou metylaci (hypermetylaci) promotord
tumor supresorovych gend. Proto jsou vyvijeny nové metody analyzy, které by byly schopny
urcit rozsah metylace konkrétni sekvence DNA. K témto metodam se fadi i relativné levné
a rychlé techniky MS-HRM (methylation-specific high resolution melting) a elektrochemie.
Ve srovnani s jinymi pouzivanymi metodami jsou vhodné pro screening vétsiho poctu vzorkd ¢i
vice cilovych oblasti DNA. MS-HRM svou citlivosti a relativni nenaro¢nosti konkuruje ostatnim
zavedenym metodam, jako jsou metylacné-specificka PCR nebo piima bisulfitova sekvenace.
Elektrochemie nabizi nenaroc¢né pristrojové vybaveni a pfi pouziti vhodnych elektroaktivnich
molekul a elektrodovych povrchd i nékolik zajimavych strategii rozliseni cytozint a metylcyto-
zin(l. Obé techniky byly jiz Uspésné pouzity pfi stanoveni metylace DNA promotor( dllezitych
tumor supresorovych gent a mohly by tak v budoucnu prispét ke zpfesnéni diagnostiky a pro-
gnostiky onkologickych onemocnéni. Aberantni metylace promotor(i byla popséna jiz u stovek
gend se vztahem k nddorovym onemocnénim a s rozvojem metod, jez by umoznovaly jejich
detekci i v klinické praxi, by se fada z nich mohla stat novymi délezitymi biomarkery.

Klicova slova
DNA metylace - 5-metylcytozin — HRM analyza - teplota tani — DNA duplex — elektrochemie -
hybridizace nukleovych kyselin

Summary

Cytosine methylation in DNA is an epigenetic mechanism regulating gene expression and plays
a vital role in cell differentiation or proliferation. Tumor cells often exhibit aberrant DNA me-
thylation, e.g. hypermethylation of tumor suppressor gene promoters. New methods, capa-
ble of determining methylation status of specific DNA sequences, are thus being developed.
Among them, MS-HRM (methylation-specific high resolution melting) and electrochemistry
offer relatively inexpensive instrumentation, fast assay times and possibility of screening mul-
tiple samples/DNA regions simultaneously. MS-HRM is due to its sensitivity and simplicity an
interesting alternative to already established techniques, including methylation-specific PCR or
bisulfite sequencing. Electrochemistry, when combined with suitable electroactive labels and
electrode surfaces, has been applied in several unique strategies for discrimination of cytosines
and methylcytosines. Both techniques were successfully tested in analysis of DNA methylation
within promoters of important tumor suppressor genes and could thus help in achieving more
precise diagnostics and prognostics of cancer. Aberrant methylation of promoters has already
been described in hundreds of genes associated with tumorigenesis and could serve asimpor-
tant biomarker if new methods applicable into clinical practice are sufficiently advanced.

Key words
DNA methylation - 5-methylcytosine — HRM analysis — melting temperature - DNA duplex -
electrochemistry — nucleic acid hybridization
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NOVE METODY STUDIA METYLACE DNA — MS-HRM ANALYZA A ELEKTROCHEMIE

Uvod

Epigenetické mechanizmy hraji kli¢o-
vou roli v normalnim vyvoji jedince i pfi
vzniku rlznych onemocnéni. Reguluji
expresi genl reverzibilni kovalentni mo-
difikaci DNA, RNA nebo proteinl (bez
zmény pofadi nukleotidl anebo ami-
nokyselin), které jsou oviem dédicné,
a ovliviuji tak fenotyp, aniz by ménily
genotyp. Epigenetické mechanizmy se
uplatiuji na celé fadé drovni (prfed tran-
skripci, post-transkrip¢ni i post-trans-
la¢ni), a jsou tak dulezité napf. v mor-
fogenezi, pfi diferenciaci bunék anebo
pfi jejich proliferaci. Mezi epigenetické
mechanizmy se fadi napf. metylace
DNA, acetylace histoni nebo fosfory-
lace, sumoylace ¢i ubikvitinace rliznych
protein(.

V piipadé metylace DNA zde mame
na mysli reakci katalyzovanou DNA
metyltransferdzou (DNMT), kterd pre-
nasi metylovou skupinu (-CH,) ze sub-
stratu S-adenozyl-methioninu (SAM) na
uhlik cytozinu v pozici 5, nachazejiciho
se v dinukleotidu CpG, za vzniku 5-me-
tylcytozinu (obr. 1). Metylace cytozin(
v DNA ,tlumi” expresi gend, pticemz se
predpokladaji dva hlavni mechanizmy -
pfimd interference vazby transkrip¢-
nich faktord na DNA a aktivace histo-
novych deacetylaz (které snizuji expresi
genud ovlivnénim kompaktnosti DNA).

Distribuce CpG dinukleotidi je v rdmci
genomu znac¢né asymetrickd, jsou ob-
vykle seskupeny do kratkych usekd, tzv.
CpG ,ostravkd’, nachéazejicich se nejcas-
t&ji v promotorech gen(. Ve vétsiné pri-
padl jsou tyto cytoziny nemetylované,
vyjimky tvofi plné metylované ostrdvky
napf. v nékterych genech u zenskych
chromozom X nebo u imprintovanych
genu na jedné parentalni alele [1].
Abnormalni metylace DNA byla dete-
kovana i v nadorovych burnkach. Ty pa-
radoxné vykazuji jednak zvysenou me-
tylaci (hypermetylaci) promotord tumor
supresorovych gen0 [1] blokujici expresi
proteind dulezitych napf. pii opravé po-
Skozeni DNA nebo apoptéze, na druhé
strané vsak i globdlné snizenou me-
tylaci (hypometylaci) genomu vedouci
k vys$si expresi pavodné utlumenych,
potencidlné nebezpecnych gend (napf.
virovych nebo imprintovanych gend,
repetitivnich sekvenci atd.) [2], popti-
padé k chromozomadlni destabilizaci [3].
Hypermetylace promotor( byla pro-
kdzdna napf. v genu koédujicim pro-
tein p16 u rliznych typl nadorl (karci-
nom mlécné zlazy, zaludku, plic atd.) [4],
BRCA1 (karcinom mléc¢né zlazy a vajec-
nikd) [5], v genu kodujicim O6-metyl-
guanin DNA metyltransferazu (MGMT)
v glioblastomech [6], glutation-S-trans-
ferdzu [7] nebo VHL (karcinom ledvin) [8].

A cytozin 5-metylcytozin
NH, NH,
DNMT H3C
N W RN
/& SAMCH,;  sAH | )\
NH >0 NH S0
B CHy; CH,

5-TGTGGCGCGAGCTTCT

T N 8

LT

ACACCGCGCTCGAAGA-%

CH,

Obr. 1. Metylace cytozinu.

CH;

A. DNA metyltransferdza (DNMT) katalyzuje pfeménu cytozinu na 5-metylcytozin. Zdroj
metylovych skupin je S-adenozyl-methionin (SAM), ktery je konvertovadn na S-adenozyl-
-homocystein (SAH). B. Metylace cytozinu nastava pouze u CpG dinukleotid.

Objevuji se dlkazy, Ze metylace DNA
ovliviiuje i expresi mikroRNA, dlilezitych
posttranskripcnich reguldtori genové
exprese [9].

Globalni hypometylace DNA byla na-
opak nalezena napt. u nador( prostaty,
hepatoceluldrnich karcinom(i nebo kar-
cinomu délozniho hrdla [10]. Snizena
metylace nebo az demetylace mUze po-
stihnout i promotory onkogenu. Nase
skupina prokazala, Zze demetylace onko-
genu E6 v genomu lidského papiloma-
viru 16 (HPV-16) zpUsobujiciho rakovinu
délozniho hrdla vede k jeho zvysené ex-
presi, a mize tak slouzit jako prediktivni
biomarker transformace prekanceréz-
nich lézi na karcinom [11]. Analyza me-
tylace DNA proto skytd obrovsky po-
tencidl vyuzitelny napf. pro vcasnou
diagnostiku nador( a pfipadné uréenije-
jich invazivity, progrese, metastatického
potencidlu nebo chemosenzitivity [12].

Soucasné metody studia

metylace DNA

Existuji metody, které sice dokazou
kvantifikovat globdlni metylaci DNA,
napft. HPLC [13], ovSem neposkytuji in-
formace o konkrétnich metylovanych
pozicich v rdmci genomu, a nejsou tak
vhodné pro funkéni analyzy. Budeme
se proto vénovat pouze tém pfistuplm,
které umoznuji urcit miru metylace kon-
krétniho mista v DNA, tj. obvykle sek-
vence genu nebo jeho promotoru. Velkd
vétdina z téchto metod je zaloZena na
1. pouziti metyl senzitivnich restrik¢-
nich endonukledz, 2. reakci DNA s hyd-
rogensifi¢citanem sodnym (tzv. bisulfi-
tové konverzi) anebo 3. chromatinové
imunoprecipitaci s vyuzitim protildtek
vic¢i metylcytozinu. Vsechny tyto pfi-
stupy byly vyvinuty v 70. a 80. letech
20. stoleti a od té doby zaznamenaly
znacny rozvoj.

Restrik¢ni analyza

Metyl senzitivni restrikéni endonuk-
ledzy (restriktazy) jsou specidlni enzymy,
které rozezndavaji a $tépi konkrétni re-
strikéni mista v DNA v zavislosti na pfi-
tomnosti metylcytozinu. Obvykle jde
0 enzymy S$tépici pouze nemetylovanou
DNA, napf. Hpall (rozeznavajici a Sté-
pici sekvenci CCGG), BstUl (CGCG) nebo
Hhal (GCGCQ), pricemz pfitomnost me-
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tylcytozinu v rozeznavané sekvenci 5té-
peni DNA blokuje. Naproti tomu exis-
tuji i endonukledzy, které naopak stépi
pouze metylovanou DNA, napf. McrBC
rozezndvajici a Stépici dvé (G/A)C mista
vzdalend od sebe az 3 kb [11,14]. Ztej-
mou nevyhodou restrikénich analyz je
nutna pfitomnost daného restrikéniho
mista v analyzovaném genu nebo pro-
motoru. Plvodni ¢asové i materidlné
nych fragmentu [15] nahradila restrikéni
analyza v kombinaci s kvantitativni PCR
(qPCR). DNA je nejdfiv stépena vhod-
nou endonukledzou a nasledné pouze
nefragmentovana DNA (tudiz pouze
metylovana anebo nemetylovana DNA,
v zavislosti na pouzité restriktaze) je am-
plifikovana a soucasné kvantifikovana
pomoci qPCR [16].

Dal$i metodou je tzv. MS-MLPA (me-
thylation-sensitive multiplex ligation-
-dependent probe amplification) cili
kombinace restrikce, ligace a amplifi-
kace [17]. MLPA test je zaloZen na apli-
kaci dvou oligonukleotidl, které hyb-
ridizuji k pfilehlym cilovym sekvencim
ve zkoumané DNA a pomoci ligazy jsou
spojeny do jedné sondy. Soucasné se
pfidava i restriktaza, kterd stépi nemety-
lovanou ligovanou DNA. V priibéhu na-
sledné PCR reakce jsou amplifikovany
pouze nestépené sondy (obsahujici pri-
mer sekvence), které hybridizovaly s me-
tylovanou DNA. Metoda je sice semi-
-kvantitativni, ale umozniuje analyzu
az 60 rGznych fragment DNA v jediné
multiplexni PCR reakci pomoci nasledné
kapilarni elektroforézy, a to na zékladé
riznych délek oligonukleotidll (obr. 2).

Bisulfitova konverze
fite) deaminuje v sérii krokl cytozin na
uracil, zatimco metylcytozin je chemicky
chranén a zUstdva nezménén. Takto mo-
difikovana DNA je nasledné pouzita jako
templat pro PCR reakci, pficemz uracil
je amplifikovan jako tymin a metylcyto-
zin jako cytozin (obr. 3). Tim jsou ziskany
dvé rdzné sekvence DNA v zavislosti na
plvodni metylaci. Tato specifickd kon-
verze je zdkladem mnoha technik ana-
lyzy DNA metylace.

Mezi nejpouzivanéjsi patii metyla¢né-
-specificka PCR (MSP) [18], ktera ampli-

nemetylovana DNA

—~

l

neamplifikovano

N

simultanni ligace a $tépeni endonukledzami

PCR reakce a analyza fragment( pomoci kapilarni elektroforézy

~

CH,

metylovana DNA

CH,

CHs

Obr. 2. Schéma MS-MLPA.

Stanoveni metylace restrikéniho mista kombinaci ligace, $tépeni, PCR reakce a kapi-
larni elektroforézy. Zakladem je vhodny design DNA sond, z niz jedna obsahuje primer X
adruhad primerY. U metylované DNA po ligaci probéhne PCR reakce, generujici amplikony
o riznych délkach v zavislosti na délce plivodni DNA sondy, které jsou rozlieny kapilarni
elektroforézou. Nemetylovana DNA je po ligaci stépena a amplifikace neprobiha.

DNA sondy: fialové - sekvence primerd, Cervené — sekvence hybridizujici s cilovou DNA,
zelené - nehybridizujici sekvence o rlznych délkach pro usnadnéni analyzy kapilarni

elektroforézou

fikuje bisulfitem konvertovanou DNA
pomoci metyl-specifickych primerd, pfi-
¢emz tyto primery jsou navrzeny zvlast
pro konvertovanou nemetylovanou
DNA (kterd obsahuje uracily, a proto ma
primer vice adenind) a zvlast pro kon-
vertovanou metylovanou DNA (pri-
mer obsahuje vice guanin®). Amplikony
jsou nasledné vizualizovany pomoci ge-
lové elektroforézy. Jedna se o rychlou
a citlivou metodu bez nutnosti special-
niho pfislusenstvi, neni viak dostate¢né
kvantitativni. Tou je naopak metoda Me-

thyLight [19] kombinujici MSP (tj. kon-
verzi bisulfitem s naslednou amplifikaci
pomoci metyl-specifickych primer()
a fluorescen¢ni detekci pomoci Tagman
sondy (DNA oligonukleotid znaceny
na jednom konci fluoroforem a na dru-
hém konci zhasedlem). Béhem PCR Tag-
man sonda hybridizuje s templatovou
DNA v rdmci amplifikované sekvence,
pficemz DNA polymeraza béhem repli-
kace sondu rozstépi, fluorofor je tim od
zhasedla oddélen, coz vede k narlstu
fluorescence. | kdyz se jedna o metodu

4566

Klin Onkol 2016; 29 (Suppl 4): 4564-4571




NOVE METODY STUDIA METYLACE DNA — MS-HRM ANALYZA A ELEKTROCHEMIE

A . sulfonovany B
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NH, NH,
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bisulfitova konverze

nemetylovana DNA
G-T-G-G-C-G-C-G-A-G-C-T-T-C

!

G-T-G-G-U-G-U-G-A-G-U-T-T-U

-NH, l Hz0 1 PCR amplifikace 1
0 Q G-T-G-G-T-G-T-G-A-G-T-T-T-T
I NH alkal NH
| i e /&O metylovana DNA
NS0 5 N
! | G-T-G-G- -G-1'-G-A-G-C-T-T-C
uracil sulfonovany uracil 1 : l
bisulfitova konverze
N G G-T-G-G-mC-G-mC-G-A-G-U-T-T-U
XN
H | hll Xo bez konverze l PCR amplifikace 1
e G-T-G-G- -G- -G-A-G-T-T-T-T
5-metylcytozin

Obr. 3. Zaklady bisulfitové konverze.

A. Cytozin je pfi reakci s bisulfitem (hydrogensifi¢citanem sodnym) sulfonovén, deaminovén, a nakonec pii zvyseném pH desulfonovan az
na uracil, zatimco metylcytozin je nezménén. B. Stejna primarni sekvence DNA se po bisulfitové konverzi a PCR amplifikaci li$i v zavislosti
na tom, zda byla plivodné metylovéna ¢i nikoliv. Metylcytozin se amplifikuje jako cytozin, zatimco uracil jako tymin.

drazsi, Tagman sondy zabezpecuji vyssi
specificitu amplifikace.

Bisulfitové pyrosekvenovani poskytuje
relativné presna data o metylaci jednot-
livych cytozind, i kdyz pouze u kratkych
sekvenci do délky cca 250 bazi. Po bisulfi-
tové konverzi DNA nasleduje PCR, u které
je jeden z primerd biotinylovan, a mize
tak byt imobilizovan na streptavidinovych
kulickach. Do reakéni smési jsou postupné
pfidavany jednotlivé deoxynukleotidtri-
fosfaty (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), pficemz
v reakéni smési je v dany okamzik pfito-
men pouze jeden z téchto nukleotidd.
Po inkorporaci komplementérniho nuk-
leotidu se uvolni pyrofosfat (PPi), ktery je
enzymem ATP sulfuryldzou konvertovdn
na ATP. ATP je nasledné vyuZito lucifera-
zou k oxidaci luciferinu na oxyluciferin,
¢imz dochdzi k uvolnéni svétla, které je
snimano kamerou. Nespotfebované nuk-
leotidy jsou na zavér degradovany apy-
razou a z kulicek odmyty, aby do reakéni
smési mohly vstoupit jiné nukleotidy [20].

Kombinaci bisulfitové konverze s re-
strikénimi endonukledzami predstavuje

tzv. COBRA analyza (combined bisulfite
restriction analysis). Po bisulfitové kon-
verzi a PCR amplifikaci jsou amplikony
stépeny restriktazou, kterd specificky
Stépi restrik¢ni misto ovlivnéné konverzi.
Elektroforézou v denaturujicim gelu Ize
z poméru Stépenych a nestépenych PCR
produktl zjistit stupen metylace [21].

Proteiny vazajici metylcytozin

Metylcytoziny v DNA mohou byt speci-
ficky zachyceny pomoci protilatek vici
metylcytozinu, popfipadé s vyuzitim
protein( vézajicich metylovou skupinu
(methyl-binding proteins). V obou pfi-
padech se v podstaté jedna o oboha-
ceni vzorku o metylovanou DNA a jeji
naslednou analyzu pomoci rGznych
metod. Imunoprecipitace metylované
DNA (methylated DNA immunopreci-
pitation — MeDIP) pfedstavuje metodu
globalni analyzy metylace. DNA je frag-
mentovana ultrazvukem, po denaturaci
inkubovana s protilatkou proti metylcy-
tozinu a nasledné se sekundarni protilat-
kou navadzanou na magnetickou kuli¢ku.

Metylovana DNA je tak zachycena a ne-
metylovand DNA je nasledné odmyta.
Ziskana DNA je sekvenovana nebo ana-
lyzovana pomoci DNA microarrays [22].

HRM analyza

Jednou z pomérné citlivych a nepfilis na-
kladnych metod analyzy metylace DNA
je MS-HRM (methylation-specific high re-
solution melting) vyuzivajici rozdilnych
teplot téni dvouretézcovych DNA v z&-
vislosti na jejich sekvenci. Podil par( cy-
tozin-guanin (C-G) a tymin-adenin (T-A)
obecné uruje pevnost vazby mezi
dvéma fetézci DNA. Par C-G je spojen
tfemi vodikovymi vazbami, zatimco T-A
jen dvéma. Cim vyssi je tedy podil C-G
par( v analyzovaném fetézci, tim je vazba
dvouretézce silnéjsi a tim vyssi je teplota
tani, T_, které je potfeba dosahnout, aby
dvouretézcova DNA disociovala na jed-
notlivé fetézce. Pokud je k detekci DNA
pouzito fluorescencni interkala¢ni bar-
vivo, pak je mozné srovnat T_ jednotli-
vych dvoufetézcli stanovenim teploty,
pfi které dochazi k poklesu fluorescence
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danému rozpadem dvouretézce a uvol-
nénim interkala¢niho barviva.

Vyvoj interkala¢nich barviv, ktera ne-
inhibuji pribéh PCR, a pfistroji s dosta-
te¢nou citlivosti zachycujicich i jemné
zmény fluorescence vedl k vyuzZiti me-
tody HRM pro detekci jednonukleotido-
vych polymorfizm( v genotypizac¢nich
studiich [23,24]. Stejny princip Ize vyuZit
i pro rozlieni mezi metylovanou a ne-
metylovanou alelou, pficemz MS-HRM
poprvé vyuzili k detekci metylace MGMT
promotoru Wojdacz et al [25]. V této va-
rianté metody HRM je DNA nejprve
podrobena bisulfitové konverzi a poté
je v ptitomnosti fluorescen¢niho inter-
kala¢niho barviva amplifikovan analy-
zovany Usek. Po ukon¢eni amplifikace
je sledovan pokles fluorescence jednot-
livych vzorkl pfi zvysujici se teploté.
Ke stanoveni procenta metylace vzorku
je vzdy jako standard pouZzita plné mety-
lovana a pIné demetylovand DNA, které
jsou smichany v urcitych pomérech a od
nichz lze stuper metylace vzorku odecist
(obr. 4).Vyhodou MS-HRM jsou pomérné
nizké naklady a dostatecna citlivost
pro detekci 0,1% metylace templatu.
Nevyhodou je, Ze touto metodou Ize zjis-
tit pouze procento metylace dané sek-
vence, ale nikoliv, které konkrétni CpG
dinukleotidy jsou metylované a které
ne. Déle, stejné jako u ostatnich metod
zalozenych na PCR dochazi k nerovno-
mérné efektivité amplifikace metylo-
vané a nemetylované DNA sekvence,
kdy nemetylovana DNA je obecné am-
plifikovana s vyssi ucinnosti. Tento pro-
blém je fesitelny upravenym designem
primerU tak, aby obsahovaly jeden az
dva CpG dinukleotidy u 5’-konce, ¢imz
se stanou o néco specifictéjsi pro mety-
lovanou alelu. Takto navrzené primery
spolu s optimalizaci teploty renaturace
pak umozni vyrovnani ucinnosti PCR
u metylované a nemetylované DNA [26].
MS-HRM lIze nejlépe vyuzit pro kvantifi-
kaci metylace u DNA sekvenci bohatych
na CpG dinukleotidy, které tvofi pouze
homoduplexy, a mohou tak byt srov-
nany s pIné metylovanou/demetylova-
nou DNA. V pfipadé sekvenci s nizkym
obsahem CpG (méné nez tfi) se mohou
tvofit i heteroduplexy a kfivky tani jsou
potom komplexnéjsi a obtiznéji inter-
pretovatelné. Pfesnéjsi stanoveni poctu

normalizovana fluorescence

20 4
10 +

100% metylace
25% metylace

0% metylace
analyzovany vzorek

T =1

80 80,5 81

i e
T 1 T T | 1 Ll

81,5 82 835 84 84,5 85 855 86 865 87 87,5

teplota (°C)

Obr. 4. Typicky normalizovany vysledek MS-HRM.

Fluorescen¢ni profily, ziskané pfi zvysujici se teploté, se lisi v zavislosti na plvodnim stupni
metylace amplifikovaného tseku DNA. Krivky tani kontrolnich vzorkd (metylovana a de-
metylovand DNA smichané v rliznych pomérech) umozni urcit stupen metylace analyzo-

vaného vzorku.

metylovanych/nemetylovanych alel i ve
vzorku s nizkym obsahem CpG umoz-
nuje modifikace MS-HRM vyuzivajici di-
gitalni PCR (dMS-HRM), pfi niz je vzo-
rek pred amplifikaci nafedén tak, Ze je
nasledné amplifikovdna vzdy jen jedna
molekula DNA. Tim se zaroven vyfiesi
i nerovhomérna efektivita amplifikace
metylovanych vs. nemetylovanych DNA
sekvenci [27].

Od dob téchto pilotnich studii se vyu-
zZiti metodiky MS-HRM postupné rozsifuje
a pribyva praci, ve kterych byla Uspésné
aplikovana na detekci metylace promo-
torll gend spojenych vétsinou s nado-
rovymi onemocnénimi. Konkrétné byla
takto popsédna metylace promotoru
genu AKAP12 u karcinomu prostaty [28],
u pacientek s karcinomem prsu pak byla
touto metodou detekovadna napf. me-
tylace promotoru genu CST6 [29] nebo
SOX17 [30]. Yang et al provedli MS-HRM
analyzu metylace promotord nékolika
genu s funkci nadorovych supresord, pfi-
¢emz ziskali zajimavé vysledky, které by
mohly byt vyuzity pfi véasné detekci kar-
cinom@ nosohltanu [31]. Citlivost me-
tody potvrzuje i jeji vyuziti u pacient(
s kolorektalnim karcinomem pfi ana-
lyze metylaci cirkulujici nddorové DNA
v periferni krvi [32] nebo ze stolice [33].
U pacientek s rakovinou déloZzniho hrdla

pak byla vyuzita k detekci metylova-
ného virového genu L7 u HPV-16, ¢imz by
mohla prispét k pfesnéjsi prognostice to-
hoto onemocnéni [34,35]. dMS-HRM byla
vyuZita pfi detailni analyze metylace pro-
motoru genu koédujictho BRCA1 nebo
CDKN2B [27,36].

Elektrochemie

Elektrochemie se na rozdil od vyse po-
psanych optickych metod zabyva pfeno-
sem elektront mezi studovanou latkou
a elektrodou, a to v prostiedi elektro-
lytu (tj. vodivého roztoku). Studovana
latka muze elektrodé elektrony ode-
vzdavat (oxidovat se), nebo od elektrody
elektrony pfijimat (redukovat se), pfi-
¢emz se tento prenos elektronl projevi
zménou sledovaného signalu (obr. 5).
Vyhodou elektrochemie je jednoducha
a relativné levna instrumentace, rychlé
méfeni a moznost miniaturizace sys-
tému s paralelni detekci vzorkd. | proto
je ¢im dal castéji aplikovana v oblasti
molekuldrni onkologie, kde se obvykle
pouziva pri detekci rGznych biomarkerd
(proteinl [37], DNA [38,39] nebo mi-
kroRNA [40]), studiu interakci DNA
s proteiny [41] a poskozeni DNA nizko-
molekuldrnimi latkami [38], ale i pfi tes-
tovani potencialnich protinddorovych
[éciv [42].
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——> oxidace

Obr. 5. Elektrodovy déj.

05 07
potencial (V)

<«—— redukce

Priklad elektrodového déje, znadzoriujici elektrooxidaci Zeleznatého kationtu na povrchu
elektrody (A). Pomoci cyklické voltametrie (B) se da sledovat nejenom oxidace (horni pik),
ale i zpétna redukce tfimocného kationtu na dvoumocny (dolni pik). Sipky ukazuji smér
zmény potencidlu v ¢ase, monitoruje se proudova odezva. Z velikosti pik{l se dé stanovit
koncentrace studované molekuly, napf. DNA nebo proteinu.

Bylo rovnéz publikovano nékolik stra-
tegii vyuzivajicich elektrochemickou
analyzu metylace DNA. Nejjednodussi
je pfimé rozlideni cytozinu a metylcy-
tozinu na povrchu urcitych elektrod na
bazi uhliku, a to diky rozdilnému po-
tencidlu jejich oxidace [43]. Vyslednd
voltametricka krivka (kfivka zavislosti
proudu na potencidlu) pak obsahuje
dva oddélené piky, jeden od cytozinu
a druhy od metylcytozinu. Tento pfi-
stup, ktery jako jeden z mala nevyza-
duje hybridizaci s komplementéarni DNA,
ovsem vyzaduje vysoké vstupni kon-
centrace DNA a neumoznuje lokalizaci
CpG dinukleotid(l v ramci analyzované
sekvence.

Velice ¢astou strategif je elektroche-
mické sledovani aktivity a inhibice me-
tyltransferdz [44-50]. Povrch elektrody,
poptipadé magnetickych kuli¢ek je mo-
difikovan nemetylovanym duplexem
DNA obsahujicim restrikéni misto pro
vybranou restriktdzu, pficemz jedno
z vladken DNA je obvykle elektroche-
micky znaceno. V pfitomnosti DNMT na-
stava metylace cytozin(i v CpG mistech
a nasledna inkubace s restriktdzou vede
k tomu, Ze nemetylovany duplex je $té-
pen, zatimco metylovany ne. Promytim
elektrody/kuli¢ek je odstranéna znacena
¢ast nemetylované DNA, coz vede v po-
rovnani s metylovanym vzorkem k po-
klesu signalu. Jednotlivé prace se pak
lisi typem studovaného genu, zvolené
restriktdzy nebo pouzité elektroche-

mické znacky. Skupina J. Bartonové apli-
kovala popsanou strategii pro studium
hyperaktivity DNMT1 pfimo v bunéc-
nych lyzétech kolorektélniho karcinomu,
pficemz zjistili vyrazné vyssi aktivitu
DNMT1 v nadorové tkani oproti prilehlé
zdravé tkani [45]. gPCR ani Western blot-
ting analyza ovsem tuto hyperaktivitu
nepotvrdily, coz autofi vysvétluji vyssi
senzitivitou elektrochemické metody.

eMethylsorb je nedavno navrzeny test
pro rozliseni metylované a nemetylo-
vané DNA na zékladé jejich rozdilnych
adsorpénich vlastnosti. Obé DNA jsou
modifikovany bisulfitem a nasledné am-
plifikovany asymetrickou PCR, ktera vy-
generuje jednofetézcové amplikony
obohacené bud o guanin (pro metylo-
vanou DNA), anebo adenin (pro neme-
tylovanou DNA). Rozdilné afinity téchto
amplikonl ke zlatému povrchu elekt-
rody vedou k vétsi adsorpci ,adenino-
vych” amplikond (od nemetylované
DNA), a tudiz k vétsi elektrostatické re-
pulzi se zaporné nabitou elektroaktivni
znackou (tj. k poklesu signdlu). Proza-
tim byla metoda testovana na DNA z na-
dorovych bunék MCF-7, u které rozlisila
0%, 10%, 25%, 50%, 75% a 100% stupen
metylace [51,52].

Bisulfitova konverze byla pouzita i pro
analyzu metylace genu TP53 [53], a to
bez pouziti PCR amplifikace. Autofi ne-
pouzili DNA sondu, ale jeji strukturni
analog slozeny z peptidové kostry
a DNA nukleotidl, tzv. PNA (peptide

nucleic acid) sondu. Tato PNA sonda byla
komplementarni k metylované DNA po
konverzi bisulfitem (naopak nemetylo-
vana DNA se po konverzi liSila ve dvou
nukleotidech, a tudiz nebyla plné kom-
plementarni k PNA sondé). Nasledné
aplikovali kladné nabitou elektroak-
tivni znacku, kterd se elektrostaticky va-
zala na zdporné nabitou metylovanou
DNA daleko vice nez na nemetylovanou
DNA (ta s PNA sondou totiz hybridizo-
vala v mnohem mensi mife). Vyhodou
PNA sondy je jeji elektroneutralita —
proto se na ni kladné nabita znacka ne-
vézala, coz vedlo ke snizeni faleSné ne-
gativnich vysledkl. Metoda ovsem
nebyla testovana na biologickych vzor-
cich, a proto zUstava otdzkou, jestli bude
efektivni nejenom u nadorovych linii,
ale zejména v klinickém materialu od
pacientd.

Nase laboratof rovnéz aplikovala bi-
sulfitovou konverzi bez nutnosti pouziti
PCR [54]. Metoda spociva v tom, ze me-
tylcytozin je na rtutovych elektrodach
redukovatelny, zatimco uracil po bisul-
fitové konverzi nikoliv. Metylovand DNA
tak po konverzi poskytovala vyssi signal
nez nemetylovana DNA, pficemz mnoz-
stvi metylcytozinG v DNA korelovalo
s velikosti signalu. | tuto metodu je po-
tfeba optimalizovat pro jeji pouZziti v bio-
logickych vzorcich.

Zavér a vyhled do budoucnosti
Studium metylace DNA jakozZto epigene-
tické modifikace regulujici genovou ex-
presi je nejen zajimavou, ale i nesmirné
dllezitou oblasti sou¢asného onkologic-
kého vyzkumu. Cim dal tim vice védec-
kych praci potvrzuje vliv abnormalni me-
tylace na expresi dllezitych nadorovych
supresord nebo onkoproteind, a vyvoj no-
vych metod pro analyzu metylace DNA tak
muze vést k efektivnéjsi diagnostice nddo-
rovych onemocnéni anebo k lepsi predikci
odpovédi na jejich l1écbu. Prozatim vsak
chybi dostatecné ovérené testy pouzitelné
v klinické praxi. Jednim z mala je Epi pro-
Colon - diagnosticky krevni test neddvno
schvéleny americkym Ufadem pro kont-
rolu potravin a Ié¢iv pro detekci metylace
promotoru genu pro Septin 9 u pacientt
s kolorektalnim karcinomem [55].

Protoze dllezitym faktorem téchto test(
bude i jejich findlni cena, vyvijeji se i me-

Klin Onkol 2016; 29 (Suppl 4): 4564-4S71

4569




NOVE METODY STUDIA METYLACE DNA = MS-HRM ANALYZA A ELEKTROCHEMIE

tody relativné ¢asové a laboratorné ne-
narocné, a tudiz celkové levnéjsi. Mezi
tyto metody patii jednak MS-HRM, sle-
dujici rozdilné teploty tani duplexti DNA
v zavislosti na metylaci konkrétnich CpG
mist, a rdzné elektrochemické techniky.
| navzdory zna¢nému pokroku ve vy-
voji téchto metod v3ak bude potreba je-
jich pfisna validace v klinickém materidlu.
Da se ocekdvat, ze ruku v ruce s dalsim po-
krokem ve vyzkumu metylace DNA a je-
jiho vlivu na karcinogenezi dojde k dal-
$imu rozvoji a vyuziti téchto metod
v diagnostice a prognostice onkologickych
onemocnéni.

Literatura

1. Herman JG, Baylin SB. Mechanisms of disease: gene
silencing in cancer in association with promoter hyper-
methylation. New Engl J Med 2003; 349(21): 2042-2054.
2. Walsh CP, Chaillet JR, Bestor TH. Transcription of IAP en-
dogenous retroviruses is constrained by cytosine methy-
lation. Nat Genet 1998; 20(2): 116-117.

3. Xu GL, Bestor TH, Bourchis D et al. Chromosome insta-
bility and immunodeficiency syndrome caused by mu-
tations in a DNA methyltransferase gene. Nature 1999;
402(6758): 187-191.

4. Belinsky SA, Nikula KJ, Palmisano WA et al. Aberrant me-
thylation of p16(INK4a) is an early event in lung cancer
and a potential biomarker for early diagnosis. Proc Natl
Acad Sci U S A 1998; 95(20): 11891-11896.

5. Esteller M, Silva JM, Dominguez G et al. Promoter hy-
permethylation and BRCAT1 inactivation in sporadic
breast and ovarian tumors. J Natl Cancer Inst 2000; 92(7):
564-569.

6. Hegi ME, Diserens A, Gorlia T et al. MGMT gene silenc-
ing and benefit from temozolomide in glioblastoma. New
EnglJ Med 2005; 352(10): 997-1003.

7. Esteller M, Corn PG, Urena JM et al. Inactivation of glu-
tathione S-transferase P1 gene by promoter hypermeth-
ylation in human neoplasia. Cancer Res 1998; 58(20):
4515-4518.

8.5ato Y, Yoshizato T, Shiraishi Y et al. Integrated molecular
analysis of clear-cell renal cell carcinoma. Nat Genet 2013;
45(8): 860-867. doi: 10.1038/ng.2699.

9. Suzuki H, Maruyama R, Yamamoto E et al. DNA meth-
ylation and microRNA dysregulation in cancer. Molecu-
lar Oncology 2012; 6(6): 567-578. doi: 10.1016/j.mol-
onc.2012.07.007.

10. Ehrlich M. DNA methylation in cancer: too much, but
also too little. Oncogene 2002; 21(35): 5400-5413.

11. Hublarova P, Hrstka R, Rotterova P et al. Prediction of
human papillomavirus 16 E6 gene expression and cervi-
cal intraepithelial neoplasia progression by methylation
status. Int J Gynecol Cancer 2009; 19(3): 321-325. doi:
10.1111/IGC.0b013e31819d8a5¢.

12. Delpu Y, Cordelier B, Cho WC et al. DNA methyl-
ation and cancer diagnosis. Int J Mol Sci 2013; 14(7):
15029-15058. doi: 10.3390/ijms140715029.

13. Ehrlich M, Gamasosa MA, Huang LH et al. Amount and
distribution of 5-methylcytosine in human DNA from dif-
ferent types of tissues or cells. Nucleic Acids Res 1982;
10(8): 2709-2721.

14. Badal V, Chuang LS, Tan EH et al. CpG methylation of
human papillomavirus type 16 DNA in cervical cancer cell
lines and in clinical specimens: genomic hypomethyla-
tion correlates with carcinogenic progression. J Virol 2003;
77(11):6227-6234.

15. Li E, Bestor TH, Jaenisch R. Targeted mutation of the
DNA methyltransferase gene results in embryonic letha-
lity. Cell 1992; 69(6): 915-926.

16. Bruce S, Hannula-Jouppi K, Lindgren CM et al. Restric-
tion site-specific methylation studies of imprinted genes
with quantitative real-time PCR. Clin Chem 2008; 54(3):
491-499. doi: 10.1373/clinchem.2007.098491.

17.von Kénel T, Huber AR. DNA methylation analysis. Swiss
Med Wkly 2013; 143: w13799. doi: 10.4414/smw.2013.
13799.

18. Herman JG, Graff JR, Myohanen S et al. Methylation-
-specific PCR: a novel PCR assay for methylation status
of CpG islands. Proc Natl Acad Sci U S A 1996; 93(18):
9821-9826.

19. Eads CA, Danenberg KD, Kawakami K et al. Methy
Light: a high-throughput assay to measure DNA methyl-
ation. Nucleic Acids Res 2000; 28(8): e32.

20. Tost J, Gut IG. DNA methylation analysis by pyrose-
quencing. Nat Protoc 2007; 2(9): 2265-2275.

21. Xiong ZG, Laird PW. COBRA: a sensitive and quanti-
tative DNA methylation assay. Nucleic Acids Res 1997;
25(12): 2532-2534.

22. Jacinto FV, Ballestar E, Esteller M. Methyl-DNA im-
munoprecipitation (MeDIP): hunting down the DNA
methylome. Biotechniques 2008; 44(1): 35-43.

23. Wittwer CT, Reed GH, Gundry CN et al. High-resolution
genotyping by amplicon melting analysis using LCGreen.
Clin Chem 2003; 49(6): 853-860.

24. Montgomery JL, Sanford LN, Wittwer CT. High-reso-
lution DNA melting analysis in clinical research and diag-
nostics. Expert Rev Mol Diagn 2010; 10(2): 219-240. doi:
10.1586/erm.09.84.

25. Wojdacz TK, Dobrovic A. Methylation-sensitive high
resolution melting (MS-HRM): a new approach for sen-
sitive and high-throughput assessment of methylation.
Nucleic Acids Res 2007; 35(6): E41.

26. Wojdacz TK, Hansen LL, Dobrovic A. A new approach
to primer design for the control of PCR bias in methylation
studies. BMC Res Notes 2008; 1(1): 54. doi: 10.1186/1756-
0500-1-54.

27. Snell C, Krypuy M, Wong EM et al. BRCAT promoter
methylation in peripheral blood DNA of mutation nega-
tive familial breast cancer patients with a BRCAT tumour
phenotype. Breast Cancer Res 2008; 10(1): R12. doi:
10.1186/bcr1858.

28. Liu W, Gong J, Hu J et al. Quantitative assessment of
AKAP12 promoter methylation in human prostate can-
cer using methylation-sensitive high-resolution melt-
ing: correlation with gleason score. Urology 2017;
77(4): 1006.1-1006.€7. doi: 10.1016/j.urology.2010.12.
010.

29. Dimitrakopoulos L, Vorkas PA, Georgoulias V et al.
A closed-tube methylation-sensitive high resolution
melting assay (MS-HRMA) for the semi-quantitative deter-
mination of CST6 promoter methylation in clinical sam-
ples. BMC Cancer 2012; 12: 486-497. doi: 10.1186/1471-
2407-12-486.

30. Mastoraki S, Chimonidou M, Dimitrakopoulos L et al.
A rapid and accurate closed-tube methylation-sensitive
high resolution melting analysis assay for the semi-quan-
titative determination of SOX17 promoter methylation in
clinical samples. Clin Chim Acta 2015; 444: 303-309. doi:
10.1016/j.cca.2015.02.035.

31. Yang X, Dai W, Kwong DL et al. Epigenetic markers
for noninvasive early detection of nasopharyngeal carci-
noma by methylation-sensitive high resolution melting.
IntJ Cancer 2015; 136(4): E127-E135.

32. Liu W, Guan M, Su B et al. Rapid determination of
AKAP12 promoter methylation levels in peripheral blood
using methylation-sensitive high resolution melting
(MS-HRM) analysis: application in colorectal cancer. Clin
Chim Acta 2010; 411(13-14): 940-946.

33. Xiao Z, Li B, Wang G et al. Validation of methylation-
-sensitive high-resolution melting (MS-HRM) for the de-

tection of stool DNA methylation in colorectal neo-
plasms. Clin Chim Acta 2014;431: 154-163. doi: 10.1016/].
cca.2014.01.044.

34. Qiu C, Zhi Y, Shen Y et al. High-resolution melt-
ing analysis of HPV-16 L1 gene methylation: a promis-
ing method for prognosing cervical cancer. Clin
Biochem 2015;48(13-14): 855-859. doi: 10.1016/j.clinbio-
chem.2015.05.006.

35. Jacquin E, Baraquin A, Ramanah R et al. Methylation
of human papillomavirus type 16 CpG sites at E2-binding
site 1 (E2BS1), E2BS2, and the Sp1-binding site in cervical
cancer samples as determined by high-resolution melt-
ing analysis-PCR. J Clin Microbiol 2013; 51(10): 3207-3215.
doi: 10.1128/JCM.01106-13.

36. Candiloro IL, Mikeska T, Hokland P et al. Rapid analysis
of heterogeneously methylated DNA using digital meth-
ylation-sensitive high resolution melting: application to
the CDKN2B (p15) gene. Epigenetics Chromatin 2008;
1(1): 7. doi: 10.1186/1756-8935-1-7.

37. Palecek E, Tkac J, Bartosik M et al. Electrochemistry of
nonconjugated proteins and glycoproteins. Toward sen-
sors for biomedicine and glycomics. Chem Rev 2015;
115(5): 2045-2108. doi: 10.1021/cr50027h.

38. Palecek E, Bartosik M. Electrochemistry of nucleic
acids. Chem Rev 2012; 112(6): 3427-3481. doi:
10.1021/cr200303p.

39. Bartosik M, Palecek E, Vojtesek B. Elektrochemicka ana-
lyza nukleovych kyselin, bilkovin a polysacharidd v bio-
mediciné. Klin Onkol 2014; 27 (Suppl 1): S53-S60.

40. Campuzano S, Pedrero M, Pingarron JM. Electroche-
mical genosensors for the detection of cancer-related
miRNAs. Anal Bioanal Chem 2014; 406(1): 27-33. doi:
10.1007/500216-013-7459-z.

41. Boon EM, Salas JE, Barton JK. An electrical probe of
protein-DNA interactions on DNA-modified surfaces. Nat
Biotechnol 2002; 20(3): 282-286.

42, Bartosik M, Koubkova L, Karban J et al. Electrochemi-
cal analysis of a novel ferrocene derivative as a potential
antitumor drug. Analyst 2015; 140(17): 5864-5867. doi:
10.1039/c5an00958h.

43, Wang P, Han P, Dong L et al. Direct potential resolution
and simultaneous detection of cytosine and 5-methyl-
cytosine based on the construction of polypyrrole func-
tionalized graphene nanowall interface. Electrochem
Commun 2015; 61:36-39.

44, Deng H, Yang X, Yeo SP et al. Highly sensitive elect-
rochemical methyltransferase activity assay. Anal Chem
2014; 86(4): 2117-2123. doi: 10.1021/ac4037164.

45. Furst AL, Barton JK. DNA electrochemistry shows
DNMT1 methyltransferase hyperactivity in colorectal tu-
mors. Chem Biol 2015; 22(7): 938-945. doi: 10.1016/j.
chembiol.2015.05.019.

46. Furst AL, Muren NB, Hill MG et al. Label-free elect-
rochemical detection of human methyltransferase
from tumors. Proc Natl Acad Sci U S A 2014; 111(42):
14985-14989. doi: 10.1073/pnas.1417351111.

47. Li W, Liu X, Hou T et al. Ultrasensitive homogeneous
electrochemical strategy for DNA methyltransferase acti-
vity assay based on autonomous exonuclease lll-assisted
isothermal cycling signal amplification. Biosens Bioelectron
2015; 70: 304-309. doi: 10.1016/].bi0s.2015.03.060.

48. Muren NB, Barton JK. Electrochemical assay for the
signal-on detection of human DNA methyltransferase
activity. J Am Chem Soc 2013; 135(44): 16632—16640.
49.Wu H, Liu S, Jiang J et al. A sensitive electrochemical
biosensor for detection of DNA methyltransferase activity
by combining DNA methylation-sensitive cleavage and
terminal transferase-mediated extension. Chem Com-
mun 2012; 48(50): 6280-6282. doi: 10.1039/c2cc32397d.
50. Zhang L, Wei M, Gao C et al. Label-free electrochemi-
cal detection of methyltransferase activity and inhibitor
screening based on endonuclease Hpall and the deposi-
tion of polyaniline. Biosens Bioelectron 2015; 73: 188-194.
doi: 10.1016/j.bi05.2015.05.066.

4570

Klin Onkol 2016; 29 (Suppl 4): 4564-4571




NOVE METODY STUDIA METYLACE DNA = MS-HRM ANALYZA A ELEKTROCHEMIE

51. Sina AA, Howell S, Carrascosa LG et al. eMethylsorb:
electrochemical quantification of DNA methylation at
CpG resolution using DNA-gold affinity interactions.
Chem Commun (Camb) 2014; 50(86): 13153-13156. doi:
10.1039/c4cc06732k.

52. Koo KM, Sina AA, Carrascosa LG et al. eMethylsorb:
rapid quantification of DNA methylation in cancer cells

on screen-printed gold electrodes. Analyst 2014; 139(23):
6178-6184. doi: 10.1039/c4an01641f.

53.Wang P, Wu H, Dai Z et al. Picomolar level profiling of
the methylation status of the p53 tumor suppressor gene
by a label-free electrochemical biosensor. Chem Com-
mun 2012; 48(87): 10754-10756. doi: 10.1039/c2cc35
615e.

54. Bartosik M, Fojta M, Palecek E. Electrochemical detec-
tion of 5-methylcytosine in bisulfite-treated DNA. Electro-
chim Acta 2012; 78: 75-81.

55. Epigenomics.com [homepage on the Internet].
Spole¢nost Epigenomics [updated 2016 May 16; cited
2016 May 16]. Available from: www.epigenomics.com/en/
products-services/epi-procolon.html.

Klin Onkol 2016; 29 (Suppl 4): 4564-4571

4571




PREHLED

Uloha PD-1/PD-L1 signalizace v protinadorové

imunitni odpovédi

The Role of PD-1/PD-L1 Signaling Pathway in Antitumor Immune

Response

Zatloukalova P, Pjechova M., Babc¢anova S., Hupp T. R., Vojtések B.

Regiondlnf centrum aplikované molekuldrni onkologie, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno

Souhrn

Vychodiska: Pro spravnou funkci imunitniho systému je ddlezita souhra mezi inhibi¢nimi a stimu-
la¢nimi mechanizmy, které jednak chrani organizmus pfed cizorodymi mikroorganizmy a latkami
z vnéjsiho prostredi, ale také brani zdravou tkan pred pfipadnymi poskozujicimi utoky imunit-
niho systému. Inhibi¢ni mechanizmy jsou tedy nepostradatelnou slozkou imunitniho systému
podilejici se na jeho spravné funkci. Nadorové buriky vsak mohou inhibi¢ni mechanizmy zneu-
Zit k uniku pred imunitni reakci a tim podpofit vznik a rozvoj nddorového onemocnéni. Proto je
tedy za jednu z charakteristik nadorovych bunék povazovand schopnost vyhnout se imunitnimu
dozoru. Imunoterapie je l[é¢ebnym postupem, v pribéhu kterého dochézi ke stimulaci imunit-
niho systému. Za efektivni a specifické imunoterapeutické cile jsou povazovany kontrolni body
imunitni reakce. V poslednich letech je zna¢nd pozornost vénovana inhibi¢ni draze PD-1/PD-L1,
tj. drdze programované bunécné smrti. Blokadou PD-1/PD-L1 dochdzi k utlumeni inhibi¢niho sig-
nélu, k obnoveni ucinnosti imunitnich mechanizma a ke zvyseni protinddorové aktivity. Protilatky
blokujici receptor PD-1 a jeho ligand PD-L1 jsou jiz pomérné uspésné klinicky vyuZzivany. Pfesto je
stale velmi dlileZité vést vyzkum se zaméfenim na objasnéni mechanizmu této drahy, na nalezeni
faktord vyznamné ovliviujicich jeji aktivitu a na popis variability této drahy vychazejici z rdznoro-
dosti nadorového prostredi. Ziskané vysledky Ize poté vyuzit k dosazeni maximalniho protinado-
rového Ucinku inhibici osy PD-1/PD-L1. Cil: Cilem tohoto ¢lanku je shrnout dosavadni poznatky
o PD-1/PD-L1 signélni draze a prodiskutovat jeji Glohu v protinadorové imunitni odpovédi.

Klicova slova
draha programované bunécéné smrti — Unikové mechanizmy nadord - PD-1 - PD-L1 - CD274

Summary

Background: Correct function of the immune system depends on close cooperation between sti-
mulation and inhibition signals, which protect an organism from outside microorganisms and other
agents, but also protects healthy tissues against possible self-destructing attacks of the immune
system. However, the inhibitory mechanisms can be abused by cancer cells that evade immune re-
sponses and, in fact, they help develop cancer. Therefore, one of the characteristics of cancer cells
is the ability to evade immune recognition. Immunotherapy is a treatment method that stimulates
the immune system to fight cancer. The checkpoints of the immune system can be considered as
effective and specific therapeutic targets. Programmed cell death signaling pathway (PD-1/PD-L1)
is one of the most discussed inhibition pathways in recent years. Blockage of PD-1/PD-L1 interaction
restores mechanisms of immune response and increases antitumor immune activity. Monoclonal
antibodies blocking PD-1 receptor or its ligand PD-L1 have already shown clinical efficacy. However,
it is important to carry out research to explore the mechanisms of PD-1/PD-L1 pathway to find new
factors, which influence its activity and, of course, to illuminate the variability of this pathway which
naturally originates in the diversity of the tumor milieu. Obtained results could be utilized to achieve
maximal anticancer effect after inhibition of PD-1/PD-L1 signaling pathway useful in clinical practice.
Aim: The aim of the article is to summarize current knowledge about PD-1/PD-L1 signaling pathway
and to discuss its role in antitumor immune response.

Key words
programmed cell death pathway - tumor escape — PD-1 - PD-L1 - CD274
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ULOHA PD-1/PD-L1 SIGNALIZACE V PROTINADOROVE IMUNITNI ODPOVEDI

Uvod

Imunitni systém zajistuje integritu orga-
nizmu tim, Ze jej chrani pred patogen-
nimi organizmy a Skodlivymi latkami, roz-
poznava vlastni tkané, odstranuje buriky
staré, poskozené a nadorové. Veskeré
déje probihajici v organizmu, v¢. karcino-
geneze, jsou pod neustalym imunitnim
dohledem. Imunitni systém potlacuje
rlst nadorovych bunék predevsim v po-
catecnich fazich nadorové transformace.
S rozvojem nadoru se mechanizmy imu-
nitni reakce postupné vycerpavaji a na-
dorové bunky nasazuji ndstroje, kterymi
imunitni reakci samy uc¢inné omezuji.
Imunitni systém je navic ve vztahu k na-
dorovym bunkam v nevyhodé, a to z dG-
vodu zna¢né podobnosti nddorovych
bunék s normalnimi. Imunitni systém
ma tendenci nadorové buriky tolero-
vat jako buriky vlastni a tim snizuje svoji
uc¢innost v boji proti nadortim. Pokud je
ovsem abnormalita nddorovych bunék
rozpoznatelnd, jsou do reakce zapojeny
vSechny mechanizmy pfirozené (nespe-
cifické) i adaptivni (antigenné specifické)
imunity.

Nadorové bunky uplatfuji fadu stra-
tegii, pomoci nichz se snazi uniknout
kontrole imunitniho systému. Nadorova
burika se predevsim snazi zamaskovat
svUj specificky nadorovy antigen roz-
poznatelny imunitnim systémem. Imu-
nogenicita (schopnost vyvolat imunitni
odpovéd) nadorovych bunék je velmi
ucinné snizovana mutacemi v genech
kédujicich nadorové antigeny, které maji
za nasledek vznik variant imunitnim sys-
témem nerozpoznatelnych. U fady na-
dorovych bunék muize pro zménu dojit
k poklesu, nebo dokonce az ke ztraté
exprese MHC molekul (major histo-
compatibility complex — hlavni histo-
kompatibilni komplex) nezbytnych pro
zviditelnéni nadorovych antigentd pro
T lymfocyty a u nékterych nador( do-
chazi ke zvysené produkci glykokalyxo-
vych molekul pfekryvajicich nadorové
antigeny [1].

Nadorové buriky jsou schopné ve svij
prospéch zneuzivat také samotné bu-
nécné slozky imunitniho systému. T lym-
focyty se podileji na rozpoznani a likvi-
daci patogenl a nadorovych bunék,
pficemz jejich aktivita je velmi pfisné
modulovana pozitivnimi (kostimulac-

nimi) a negativnimi (inhibi¢nimi) re-
gula¢nimi signaly. Aktivace ,naivnich”
T lymfocytd je zprostiedkovand pres
TCR receptor interagujici s antigenem
navazanym na molekulu MHC v antigen
prezentujicich bunkach (APC) (obr. 1).
Tento signal zajistuje specificitu imu-
nitni odpovédi, ale sdm o sobé neni k ak-
tivaci T lymfocyt( dostatecny. Druhy, tzv.
kostimulacni signal, je pfenasen pro-
stfednictvim kostimulaéni molekuly
CD28 piitomné na povrchu T lymfocytd,
kterd se vaZze na receptor B7 pfitomny
na APC. Kostimulacni signdl je na anti-
genu nezavisly, ale k aktivaci T lymfocytl
je nezbytny. Nedostatecn4 sila kostimu-
la¢niho signalu po setkani T lymfocytu
s nadorovou bunkou zpUsobi ,uspani”
neboli funkcni inaktivitu, tzv. anergii.
Proto jsou také kostimula¢ni molekuly
CD80 a CD86 exprimované nadorovymi
bunkami jen minimalné nebo vibec [2].
Anergni T lymfocyty nemaji schopnost
produkovat aktivacni cytokiny, coz brani
jejich dozravani v bunky efektorové.
Rozsah imunitni reakce je zavisly na in-
terakci fady dal3ich receptor( a ligand(,
které zesiluji ¢i tlumi procesy aktivace
T lymfocytd. Vyznamnou inhibi¢ni dra-
hou navozujici funkéni inaktivitu lymfo-
cytl je PD-1/PD-L1, kterd je povazovand
za jeden z kontrolnich bodd imunit-
niho systému (checkpoint). Obecné tato
draha chrani organizmus pfed vznikem
autoimunitnich onemocnéni, ale sou-
¢asné se muze podilet na navozeni na-
dorové tolerance. Vznik nadorové tole-
rance je slozity a komplexni proces, ktery
je ¢asto provazen dysbalanci mezi inhi-
bi¢nimi a kostimula¢nimi signaly. Zvy-
$ena aktivita inhibi¢ni PD-1/PD-L1 dréhy
mUze vyvolat funkcni postizeni efekto-
rovych T lymfocytd, a tim zpUsobit jejich
Lvycerpani” (exhausting). ,Vycerpané”
T lymfocyty nejsou schopné specifické
cytotoxické odpovédi a destrukce ci-
lovych bunék [3]. K této T lymfocytarni
dysfunkci mize dochazet, kromé jiz zmi-
nénych nadorovych onemocnéni, také
u dlouhodobych infekci a jejim typickym
znakem je zvySena exprese PD-1.

PD-1 receptor a jeho exprese

PD-1 je transmembranovy glykoprotein
typu | patfici do velké imunoglobulinové
rodiny proteinti CD28/B7. PD-1 je tvo-

fen transmembranovou hydrofobni do-
ménou, na kterou je pfes 20 aminokyse-
lin dlouhy linker navdzana extracelularni
IgV doména, kterd vykazuje 21-22% ho-
mologii s ostatnimi receptory rodiny
CD28 [4]. Na vnitfni strané membrény se
nachdzi intracelularni doména receptoru
se dvéma konzervovanymi tyrozinovymi
motivy — ITIM (immunoreceptor tyrosin-
-based inhibitory motif) neboli inhibi¢ni
motiv receptoru imunitniho systému za-
loZeny na tyrozinu — a ITSM (immunore-
ceptor tyrosin-based switch motif) neboli
Lprepinatelny” motiv receptoru imunit-
niho systému zaloZeny na tyrozinu. Inhi-
bi¢ni funkce PD-1 je vazana predevsim na
ITSM motiv (TxYxxV/1) [5] a jeho vyznam-
nost byla potvrzena nalezenim mutace,
ktera potlacila inhibi¢ni schopnost PD-1.
Naopak mutace v sekvenci ITIM funkci
PD-1 neovlivnila a pfedpoklada se, ze
ITIM je pravdépodobné zapojen do jinych
regulacnich déji nesouvisejicich s akti-
vaci T lymfocytd [5]. PD-1 se v membréné
vyskytuje ve formé monomeru, a to z dG-
vodu nepfitomnosti cysteinovych zbytk(,
které by umoznily homodimerizaci.

PD-1 je kédovan genem PDCD1 lokali-
zovanym na chromozomu 2 a obsahuji-
cim pét exond [6]. Je exprimovan prede-
vsim na aktivovanych T a B lymfocytech,
monocytech, NK burikach, dendritickych
bunkach a na tumor infiltrujicich lymfocy-
tech [6]. K expresi PD-1 mUze také docha-
zet na regulacnich T lymfocytech (Treg),
a to na membrané i v cytoplazmé [7].
V tomto pfipadé neni ovsem jasné, zda
cytoplazmaticky PD-1 uplatiiuje své in-
hibi¢ni vlastnosti [8]. V klidovych imu-
nitnich bunkach byla pozorovana jen
minimalni exprese PD-1. Po stimulaci
T lymfocytll vsak byla vyznamna hladina
PD-1 detekovéna jiz po 2 hod a exprese
PD-1 plynule stoupala v prabéhu dal-
Sich 24 hod [9]. K silné expresi PD-1 do-
chazi na ,vycerpanych” inaktivnich T lym-
focytech pfi chronické virové infekci [3].
Pfestoze je PD-1 exprimovan v celé fadé
bunék imunitniho systému, pravdépo-
dobné nejdulezitéjsi funkci zaujima jako
inhibi¢ni receptor na T lymfocytech.

Ligandy PD-L1 a PD-L2

a jejich exprese

Mezi ligandy specificky se vazajici na
PD-1 patfi PD-L1 (neboli B7-H1, CD274)
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Obr. 1. Molekularni mechanizmus PD-1/PD-L1 signalizace. Upraveno podle [34].

a PD-L2 (neboli B7-DC, CD273). Jedna
se o transmembranové glykoproteiny
imunoglobulinové povahy majici ve
své struktufe extracelularni domény IgC
a lgV typické pro rodinu protein(i B7.
Domény obsahuiji Ctyfi cysteinové zbytky,
které vytvareji disulfidické mastky stabi-
lizujici molekulu. Cytoplazmatickd do-
ména je tvofena retézcem 30 aminoky-
selin a pravdépodobné neni schopna
déle prendset signal po vazbé ligandu
na PD-1.

Inhibi¢ni role PD-L1 v imunitnim sys-
tému byla objasnéna u mysi deficient-
nich v PD-L1, u kterych se rozvinulo au-

toimunitni onemocnéni [10]. Pozdéji
bylo potvrzeno, Ze PD-1/PD-L1 inter-
akce hraje vyznamnou roli v potlaceni
imunitni odpovédi v nadorovém mik-
roprostiedi [11,12]. DalSim interakénim
partnerem PD-L1 je kostimulaéni mo-
lekula CD80 exprimovand na aktivova-
nych T lymfocytech [13]. Jejich vzajem-
nou interakci dochazi k omezeni funkce
T lymfocytl a ke snizeni produkce cy-
tokin0 [13]. Jakou mérou se na ome-
zeni imunitni odpovédi podili inter-
akce PD-L1 s PD-1 ¢i CD80 neni dosud
znamo [14]. Interakénim partnerem
PD-L2 je kromé PD-1 také transmembra-

novy receptor RGMb (repulsive guidance
molecule b neboli Dragon). Funkce
RGMb v rdmci imunitniho systému neni
doposud zcela objasnéna. Bylo zjisténo,
Ze interakce PD-L2/RGMb zvysuje tole-
ranci k patogentm, které proniknou do
dychacich cest [15].

Expresni profily PD-L1 a PD-L2 se vy-
razné lisi, proto se predpoklada, ze se
kazdy ucastni jinych procest regulace
imunitni odpovédi. PD-L2 je obvykle de-
tekovan ve velmi nizké hladiné a jeho ex-
prese je omezena na makrofagy a den-
dritické bunky. Pfedpoklada se, Ze hlavni
funkci PD-L2 je aktivace a polarizace
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T lymfocytl [16]. PD-L1 je exprimovan
zejména na T a B lymfocytech, dendri-
tickych burikdch a makrofazich. Exprese
PD-L1 vsak byla zjisténa i v bunkach
zdravé tkané plic, jater, sleziny atd. [6],
kde pravdépodobné prispiva k periferni
toleranci [6]. Nadorové tkané ¢asto vyka-
zujizvysenou hladinu PD-L1, ktery je vét-
sinou detekovan v lokalné ohranic¢enych
oblastech na povrchu bunék [17] a prav-
dépodobné napomaha vzniku nddorové
tolerance. Zajimavy je pfiklad Hodgki-
nova lymfomu, ktery je charakterizovan
pfitomnosti bunék Reedové-Sternberga
vykazujicich specifickou genovou abe-
raci, a to amplifikaci oblasti chromozomu
9p24.1, ktera je zodpovédna za zvysenou
produkci ligandd PD-L1 a PD-L2 [18].
Zvysend hladina PD-L1 koreluje s nepfi-
znivou progn6ézou onemocnéni a ex-
prese PD-L1 zvysSuje agresivitu a invazi-
vitu nadord [16].

Molekularni mechanizmus
PD-1/PD-L1 signalizace
Pro aktivaci T lymfocyt(l je zasadni inter-
akce TCR receptoru s antigenem nava-
zanym na MHC molekulu APC za vzniku
imunologické synapse. Jedna se o supra-
molekuldrni strukturu, jejiz soucdsti
jsou kostimula¢ni molekuly jako CD28,
CD80/CD86 ¢i CDA40, ale i dalsi adhezivni
molekuly jako LFA-1 (lymphocyte func-
tion-associated antigen-1) ¢i ICAM (intra-
cellular adhesion molecule-1) zajistujici
stabilitu komplexu. V pfipadé interakce
s inhibi¢ni drdhou PD-1/PD-L1 dochazi
nejprve k vazbé PD-L1 na PD-1, k pfi-
pojeni k TCR synapsi a k defosfory-
laci CD3 a ZAP-70 molekuly TCR recep-
toru podilejicich se na TCR signalizaci
(obr. 1). Vazbou ligandu na PD-1 dochazi
soucasné k fosforylaci tyrozinu na ITSM
motivu, ¢imz se aktivuje tyrozinova fos-
fatdza SHP-2 (Src homology 2 domain-
-containing tyrosine phosphatase 2) in-
hibujici PI3K/Akt signdini drahu [6]. Oba
vyse zminéné déje aktivuji dalsi mecha-
nizmy vedouci k omezeni proliferace
a k dysfunkci T lymfocytG.

PD-1/PD-L1 dradha stimuluje apoptozu
T lymfocytt (obr. 1). Za normélnich pod-
minek kostimula¢ni synapse podporuje
expresi antiapoptotického Bcl-xL (B-cell
lymphoma-extra large), jehoz exprese
je ale v nadorovém prostredi potlacena

aktivitou PD-1/PD-L1. Tento proces byl
potvrzen jiz dfive v ramci studii mysich
a lidskych PD-L1* bunék, u kterych byla
apoptoéza T lymfocytl potlacena proti-
latkou blokujici PD-L1 [17,19].

Proliferace T lymfocytl mize byt dale
omezena blokddou bunééného cyklu
(obr. 1), kterou navozuje zvysena aktivita
transkrip¢niho faktoru Smad3 (SMAD fa-
mily member 3) blokujiciho bunéény
cyklus a degradace Cdc25A (M-phase
inducer phosphatase 1), coz je pro
zménu aktivator bunééného cyklu. Oba
vyse zminéné faktory inhibuji prolife-
raci T lymfocytd a oba jsou indukované
PD-1/PD-L1 drahou [20]. Ras (p21ras)
je naopak faktorem stimulujicim bu-
nécny cyklus, jehoz exprese je vlivem
PD-1/PD-L1 signalizace inhibovéana [20].
PD-1/PD-L1 déle inhibuje signalni drahu
PI3K/Akt, kterd omezuje degradaci tran-
skrip¢niho faktoru FoxO1, ktery zpétné
pfispiva k expresi PD-1 a tim podporuje
vznik,vycerpanych” T lymfocytl [21].

PD-1/PD-L1 signalizace ovliviuje také
metabolizmus T lymfocytd, a to inhibici
glykolyzy a metabolizmu aminokyse-
lin a soucasné aktivaci déji vedoucich
k oxidaci mastnych kyselin [22].

Velmi dullezity je indukujici vliv
PD-1/PD-L1 drahy na vyvoj Treg, které
se obecné podileji na potlaceni imu-
nity tim, ze omezuji aktivitu efektoro-
vych T lymfocytl [23]. Prestoze je role
Treg v regula¢nich procesech imu-
nitni odpovédi velmi komplexni a neni
dosud zcela objasnénd, podafilo se inhi-
bici PD-1/PD-L1 drahy bunék melanomu
obnovit cytotoxické vlastnosti T lym-
focytll a naopak potlacit tlumivou akti-
vitu Treg [24]. Stejny pozitivni i¢inek na
vyvoj Treg byl také pozorovan u dendri-
tickych bunék exprimujicich PD-1 [25].

Mechanizmy regulujici expresi
PD-L1 a PD-L2 v nadorovych
bunkach

Exprese PD-L1 je regulovana signalnimi
drdhami MAPK (mitogen-activated pro-
tein kinase, rodina serin/threonin kinaz)
a PI3K/Akt (phosphatidylinositol-3-ki-
nase-Akt) (obr. 2), pficemz predevsim
abnormality na urovni jednotlivych re-
gula¢nich komponent mohou vést ke
karcinogenezi. Podil obou drah v pro-
cesu karcinogeneze se u jednotlivych na-

dorovych onemocnéni lisi. Jednou z mu-
taci vedouci k aberantni aktivaci MAPK
podilejici se na zvysené proliferaci, ale
i rezistenci nddorovych bunék, je mu-
tace v genu BRAF kédujicim serin/threo-
nin kindzu. Mutace v genu BRAF ovliv-
nuji aktivitu transkrip¢nich faktord c-Jun
a STAT3. c-Jun pfimo zvysSuje de novo ex-
presi PD-L1. Naopak transkrip¢ni fak-
tor STAT3 je schopen indukovat expresi
PD-L1 u melanomu pouze v koope-
raci s c-Jun [26]. Ke zvySené expresi
PD-L1 miZe také dochazet po aktivaci
MAPK zplsobené mutaci v receptoru
epidermalniho rlstového faktoru u ne-
malobunéc¢ného karcinomu plic (non-
-small cell lung cancer — NSCLC) [27].
Naopak hyperaktivace PI3K/Akt signdlni
drahy indukujici expresi PD-L1 je ¢asto
spojena se ztratou funkce nadorového
supresoru PTEN (phosphatase and tensin
homologue), jak bylo zjisténo u bunék
karcinomu stieva [28] a melanomu [26].

Exprese PD-L1 u nddorovych bunék
byla indukovana aktivaci MAPK po apli-
kaci paklitaxelu [29] nebo nizké kon-
centrace cisplatiny [30]. Aktivovand
MAPK a s ni spojend zvysena exprese
PD-L1 mUze pfispivat k omezeni imu-
nitni reakce a tim podporovat nadoro-
vou rezistenci [29].

Exprese PD-L1 je také indukovana hy-
poxickym prostfedim, které je typické pro
nadorové tkané (obr. 2). Toto prostredi in-
dukuje zvysenou expresi transkripéniho
faktoru HIF-1a (hypoxia-inducible fac-
tor 1a), ktery se ptimo vaze na promo-
tor genu kédujiciho PD-L1 a tim regu-
luje jeho transkripci [31]. Exprese PD-L1 je
také modulovana prostfednictvim mik-
roRNA (miRNA). Jednd se malé regula¢ni
RNA o velikosti 22-24 nukleotidd, které se
vazou na castecné komplementarni ob-
lasti mRNA a tim fidi inhibici translace,
nebo degradaci mRNA. Exprese PD-L1 je
indukovand miR-200, ktera zaroven
podporuje metastazovani nadoru [32].
Naopak snizeni exprese PD-L1 je zpro-
sttedkovano miR-513 [33]. Exprese
PD-L1 je indukovana IFN-y (interfero-
nem y), ktery je produkovan cytotoxic-
kymi T lymfocyty. IFN-y uvolnény z ak-
tivovanych T lymfocytli mohou vyuzit
nadorové burky k indukci svého ,nado-
rového” PD-L1, jehoz interakce s PD-1 re-
ceptorem na T lymfocytech prispiva k in-
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Obr. 2. Mechanizmy regulace exprese PD-L1 v nadorovych burkach.

hibici imunitniho systému. Na expresi
PD-L1 indukované IFN-y se podili tran-
skrip&ni faktor IRF-1 (interferon regulatory
factor 1), ktery se pfimo vaze na promo-
tor PD-L1 (obr. 2) [34]. Expresi PD-L1 zvy-
Suji také interleukiny signalizaci prostied-
nictvim transkripcniho faktoru STAT3 [35].

PD-1/PD-L1

a protinadorova terapie

V soucasné dobé jsou k dispozici mo-
noklondlni protilatky blokujici recep-
tor PD-1, ale i ligand PD-L1. Prvni kli-
nické experimenty byly zaméfeny na
podani anti-PD-1 protilatek pacientim
s metastatickym melanomem. Prvni |ék
schvaleny pro klinické vyuziti byl pem-
brolizumab. Jedna se vysoce selektivni
humanizovanou IgG4-k protilatku proti
receptoru PD-1 vyuzivanou k lé¢bé
pacientl s pokrocilym melanomem. Kli-

nicky pfinos pembrolizumabu byl viak
zjistén pouze u omezeného poctu Ié-
¢enych pacientd, navic vyvolané au-
toimunitni nezddouci uc¢inky mohou
byt zdvazné az Zivot ohrozujici. Dalsi
IgG4 monoklonadlni protilatkou proti
PD-1 je nivolumab. Byl schvéleny k 1é¢bé
pokrocilého metastazujictho melanomu,
rendlniho karcinomu a NSCLC, u kte-
rého byl pozorovan vyrazny efekt mono-
terapie s prekvapivé nizkymi vedlejsimi
ucinky [36]. V nejblizsi dobé se ocekava
jeho rozsifeni na dalsi diagnozy.

Na ligand PD-L1 cili protilatky atezoli-
zumab, durvalumab a avelumab. Atezoli-
zumab je testovan k terapii urotelidlniho
karcinomu mocového méchyfe (uri-
nary bladder cancer - UBC), kde celkova
mira |é¢ebné odpovédi (overall response
rate - ORR) dosahovala 50 % u pacient(
s metastazujicim karcinomem [37]. Dalsi

studie probihaji u pacientd s PD-L1 po-
zitivnim lokalné pokrocilym metastazu-
jicim NSCLC. Durvalumab je humanizo-
vana protilatka prochézejici klinickymi
studiemi monoterapie u NSCLC, nadort
hlavy a krku a UBC, kde ORR dosahly
46 % u PD-L1 pozitivnich pacientt [38].

Dalsi moznosti je kombinovana lécba
blokujici sou¢asné dva kontrolni body
PD-1 a CTLA-4 (cytotoxicky T lymfocy-
tarni antigen 4). Inhibice CTLA-4 se pro-
jevuje pfevazné v casnych stadiich akti-
vace T lymfocyt(, inhibice PD-1 ovliviiuje
T lymfocyty zejména v efektorové fazi.
Rozdilnost v plisobeni téchto protila-
tek naznacuje jejich komplementaritu
a také vysledky kombinované lé¢by po-
tvrdily jeji vy3si ucinnost oproti mono-
terapii anti-CTLA-4 i anti-PD-1. Bohuzel
vyssi viak byla i toxicita kombinované
[écby [39].
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Zaveér

Identifikace kontrolnich bodl imunit-
niho systému a zaroven hlubsi pocho-
peni vztahu mezi nddorovou progresi
a imunitnim systémem pfindsi nové
moznosti v |é¢bé nddorovych onemoc-
néni. Lé¢ba zaloZzend na vyuziti mo-
noklondlnich protilatek ke kontrolnim
boddm imunitni reakce predstavuje
novou éru moderni imunoterapie. Vyfa-
zeni popsanych inhibi¢nich molekul po-
moci cilenych protildtek napomaha vyssi
aktivité imunitniho systému, nebot blo-
kadou PD-1/PD-L1 je podpofena efek-
torova slozka imunity pfimo v nadoru,
kde napomdhd pfemoci toleranci k na-
dorové tkani.

Exprese,nddorového” PD-L1 je vysoce
heterogenni a vychazi z rdznorodosti
nadorového mikroprostiedi. Inhibi¢ni
draha PD-1/PD-L1 mUze k prolomeni to-
lerance imunitniho systému vyuzit fadu
mechanizmd, proto se i strategie Uniku
nadorovych bunék pfed imunitni reakci
lisi a proto také dochazi k odpovédi na
imunoterapii bez ohledu na miru ex-
prese ligandu PD-L1. PD-L1 je dyna-
micky marker, jehoZ hladina se v case
méni v zavislosti na rozvoji imunitni od-
povédi a stdle neni jasné, zda se testo-
vani nadorovych bunék na pfitomnost
PD-L1 bude moci prenést do klinické
praxe [40]. Jednim z dUlezitych ukoll
blizké budoucnosti je nalezeni predik-
tivnich a prognostickych markerd, které
by napomohly ohodnotit moznosti a silu
imunitniho systému a vybrat populaci
pacientl vhodnych pro tuto lé¢bu.
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Souhrn

Vychodiska: Zakladem 1é¢by ¢asnych nebo lokéalné pokrocilych stadii nemalobuné¢ného karci-
nomu plic (non-small cell lung cancer — NSCLC) je chirurgicka resekce, event. radioterapie. V pfipadé
inoperabilniho ¢i metastatického postizeni je 1é¢ba paliativni systémova. Celosvétové predstavuje
NSCLC nejcastéjsi pfi¢inu imrti v souvislosti s nddorovym onemocnénim a dlouhodobé vyvstava
potieba novych terapeutickych pfistupl. Dlikazy o Gloze protinadorové aktivity imunitniho sys-
tému vyvolaly v poslednich letech novy zéjem o imunoterapii, a to i v [é¢bé NSCLC. Pfedmétem
vyvoje a klinického hodnoceni jsou rlizné strategie vakcinace s cilem posileni imunitni odpovédi
a antigen-nespecificka imunomodulace. V této oblasti se dostavaji do klinické praxe tzv. checkpoint
inhibitory blokujici inhibi¢ni imunologické synapse jak cytotoxického T lymfocytarniho antigenu 4
(CTLA-4) ¢i proteinu programované buné¢né smrti a jeho ligandu (PD-1, PD-L1). Mimo vyvoj inova-
tivnich 1éciv je vyznamnym cilem v oblasti imunoterapie solidnich malignit identifikace a klinicka
aplikace efektivnich biomarkerd odpovédi na protinadorovou imunoterapii a hodnoceni pfinosu
kombinace imunoterapie s klasickymi lé¢ebnymi metodami jako chemoterapie, radioterapie a s ci-
lenou Ié¢bou. Cil: Cilem tohoto sdéleni je 1. popsat zékladni imunobiologii NSCLC v kontextu ino-
vativnich imunomodulacnich terapeutik, 2. popsat strategii a shrnout terapeutické vysledky proti-
néadorovych vakcin u NSCLC z klinickych hodnoceni faze lll, 3. shrnout vysledky terapie checkpoint
inhibitory u NSCLC a 4. nastinit aktudlni vyzvy v oblasti imunoterapie NSCLC.

Klicova slova
nemalobunécény karcinom plic - imunoterapie — protinddorové vakciny — biomarkery léc¢ebné
odpovédi

Summary

Background: The treatment of early or locally advanced stages of non-small cell lung cancer (NSCLC)
is based on surgical resection or radiotherapy. Metastatic disease is always incurable, treatment is
palliative, systemic based on chemotherapy or target therapy. NSCLC is the most common cause of
cancer-related death worldwide, and new therapeutic approaches are needed. Based on the emerg-
ing data on the role of immune system in shaping of tumor outbreak and outcome, immunotherapy
is currently in the center of interest of cancer research and therapy of solid cancers including NSCLC.
Various anti-cancer vaccination approaches and antigen-independent immunomodulatory drugs
are being developed and trialed. The most advanced in terms of approaching clinical practice are the
so-called checkpoint inhibitors blocking cytotoxic T-lymphocyte antigen-4 (CTLA-4) or programmed
cell death of the protein and its ligand (PD-1, PD-L1). Beside innovative drug development, the field
of cancer immunotherapy focuses on the identification and clinical application of effective biomar-
kers of clinical efficacy and on the evaluation of combinations of immunotherapeutic drugs or with
classical anti-cancer approaches, such as chemotherapy, radiotherapy or with targeted therapy.
Aim: In this review, we summarize basic principles of immnobiology of NSCLC in the context of inno-
vative immunotherapeutics, strategy and phase Il results of anti-cancer vaccines in NSCLC, results of
NSCLC treatment with checkpoint inhibitors, and current challenges inimmunotherapy of lung cancers.

Key words
non-small cell lung cancer — immunotherapy — cancer vaccines — drug response biomarkers
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NEMALOBUNECNY KARCINOM PLIC — OD IMUNOBIOLOGIE K IMUNOTERAPII

Uvod

Incidence karcinomu plic v CR je 38/
/100 000 Zen a 87/100 000 muzd. Celo-
svétové predstavuje nejcastéjsi pficinu
umrti v souvislosti s nadorovym one-
mocnénim. Zakladem lé¢by nemalo-
bunécného karcinomu (non-small cell
lung cancer - NSCLC) stadia | a Il je re-
sekéni vykon, event. radioterapie, neni-li
operace indikovéna. Stadium IlIA je rov-
néz povazovano za operabilni, ale s vy-
razné horsi prognézou nepfresahujici
15% 5leté preziti, zvlasté pfi N2 posti-
Zeni. Adjuvantni chemoterapie je indi-
kovana u stadia Il a lll, pfinos u stadia IB
zGstava sporny, u stadia IA neni zadny.
Adjuvantni radioterapie ma pfinos jen
u stadia Il s uzlinovym postizenim N2.
Lécba metastatického bronchogenniho
karcinomu je paliativni systémova. Ana-
lytické mozZnosti poslednich let pfinesly
zasadni informace o biologii a patofy-
ziologii NSCLC, které svédci o tom, Ze
molekuldrni podstata této diagnézy je
heterogenni a na zdkladé pfitomnosti
kauzalnich onkogennich mutaci/abe-
raci se rozpadda do nékolika molekularné
definovanych podjednotek [1]. Jednot-

livé kauzalni aberace se pak stavaji cilem
protinadorové terapie (tab. 1) [2-34].
V zavislosti na pfitomnosti aktivacnich
mutaci EGFR ¢i translokace EML4-ALK je
volena cilend lé¢ba kindzovym inhibito-
rem nebo chemoterapii.

Imunobiologie NSCLC

Pocatky hypotézy predpokladajici schop-
nost imunitniho systému eliminovat ¢i
kontrolovat maligni bunky se datuji na
prelom 19. a 20. stoleti [35-38]. Existuje
fada nastrojl imunitniho systému, které
mohou atakovat maligni burky; prikla-
dem je generace efektorovych T lym-
focytd namitenych proti nadorovym
antigendm (obr. 1) ¢i cytolytickd akti-
vita NK bunék. Na druhou stranu exis-
tuje fada imunosupresivnich mecha-
nizm(, jimiz mdze disponovat maligni
bunka ¢i spise nddorové mikroprostiedi
a které odvraci protinddorovou akti-
vitu imunitnich bunék. Koncept imu-
nitniho dohledu nad nddorovym buje-
nim je v dnesni dobé rozpracovan do
konceptu nadorové imunoeditace (can-
cer immunoediting) popisujiciho vza-
jemnou interakci nadorovych bunék

a imunitniho systému. Imunoeditace
spociva ve vyvoji protindadorovych me-
chanizm( imunitniho systému, ale také
prvkd dniku nddorovych bunék imunit-
nimu dohledu. Béhem imunoeditingu se
tedy selektuji klony nddorovych bunék
nim spektrem, proti némuz nebyla na-
mifena imunitni reakce. Vzajemnd inter-
akce nadorovych bunék a imunitniho
systému muUze byt rozdélena do t¥i fazi
(3Es), z anglického elimination, equilib-
rium, escape. Faze eliminace je charakte-
rizovana pfevahou imunitniho dohledu,
tedy protinddorovymi mechanizmy imu-
nitniho systému, které vedou k eliminaci
tumoru ¢i efektivni kontrole jeho rlstu.
V rovnovazné fazi nddorové imunoedi-
tace udrzuje imunitni systém maligni
tkan z klinického hlediska v klidovém
stadiu (dormancy). Nicméné v nddorové
tkani dochazi ke genetickym a epigene-
tickym zméndm a diky konstantnimu se-
lekénimu tlaku imunitniho systému déle
progreduji klony bunék mélo imuno-
gennich, rezistentnich k imunitni odpo-
védi a navozujicich imunosupresi, coz
pfedstavuje nadorovou imunoeditaci

Tab. 1. Nejcastéjsi dosud znamé aberace u NSCLC jako cile stavajici a potencionalni protinddorové terapie.

Cil = aberace Frekvence u NSCLC Cilena lécba Reference
aktivacni mutace receptord ,EGFR 15-20 % u adenokarcinom(l,  EGFR tyrozinkindzové inhibitory prvni
(delece v exonu 19 a bodova mutace malo ¢asté u SCC enerace/gefitinib**, erlotinib** [2-7]
v exonu 21 = L858R) 9 9 !
aktiva¢ni mutace receptorti EGFR EGFR tyrozinkindzové inhibitory druhé (8-13]
v¢. mutace T790M mutace T790M vznika sekun- generace/afatinib**, dacomitinib, neratinib
dérné pfi lé¢bé; EGFR TKI inkina 4 inhibi feti
aktiva¢ni mutace EGFR T790M P EGFR tyrozinkinazové inhibitory treti 1, g
generace/rociletinib, osimertinib*
inhibitory ALK tyrozinkinazy/
ALK-EML4 fuzni protein 5-7% /crizotinib**, ceritinib*, alectinib [19-23]
inhibice HSP90/ganetespid

. . o crizotinib** B

fuze zahrnujici ROS1 2% rigatinb [19,24-26]
. N N crizotinib** 2
amplifikace cMET 4 9% adeno, 6 % SCC TK inhibitor/kabozantinib [27-29]
2 % adenomd, 2 % SCC; . - A
mutace BRAF V60OE 1 % adenomd dabrafenib, trametinib (MEK inhibitor) [30-32]
mutace KRAS 20-30 % NSCLC selumetinib (MEK inhibitor) [33]
fuzni gen RET 1% adenom kabozantinib, vandetanib [28,34]
*\/ soucasnosti je registrovano pro lé¢bu NSCLC v ramci EU.
**\/ sou¢asnosti je registrovano pro lé¢bu NSCLC v rdmci EU a souc¢asné hrazeno ze zdravotniho pojisténi v ramci CR.
Klin Onkol 2016; 29 (Suppl 4): 4578-4587 4579




NEMALOBUNECNY KARCINOM PLIC = OD IMUNOBIOLOGIE K IMUNOTERAPII

-

Obr. 1. Zakladni mechanizmus antigen-dependentni stimulace T lymfocytt.

Na pocatku bunécné (i protilatkové) imunitni odpovédi je internalizace antigenu dendritickou pfipadné jinou antigen-prezentujici buri-
kou (APC), nasledny rozklad antigenu na malé peptidy a prezentace na povrchu buriky v kontextu proteind hlavniho histokompatibilniho
komplexu (MHQ) 1. a Il. tfidy. Dendritické burnky s antigennim peptidem cirkuluji do lymfatickych uzlin, po zrdni umozni aktivaci naivnich
T lymfocytd na pomocné (Th1, Th2) CD4* kostimulacni reakci mezi receptory B7.1 (CD80) a B7.2 (CD86) pfitomnymi na APC a recepto-
rem CD28 pfitomnym na Th bunkéch. Prezentaci antigenu dendritickou burikou potencuje signalizace z TLR receptorti pro PAMP mole-
kuly, coz vede v dendritické bunce k signalizaci stimulujici expresi MHC Il i kostimula¢nich molekul CD80/CD86. Signalizace mezi dendri-
tickou burikou a T lymfocytech je modulovéna fadou inhibic¢nich a aktivacnich signal(i. Mezi aktivacni signély dendritickych bunék patfi
mimo CD80/CD86 také OX40L ¢i CD70, jez vazbou na pfislusné molekuly na T lymfocytech potencuii jejich aktivaci, proliferaci a ziskani
efektorovych funkci. Cross-prezentace antigent dendritickou burikou je potencovana tzv. licencovani (licensing) CD4* Th lymfocytl se
stejnou antigenni specificitou. V procesu licencovéni se uplatruje napf. signalizace z CD40 po interakci s CD40L Th lymfocytd, kterd vede
k up-regulaci kostimula¢nich molekul na dendritické burky a toto potazmo k aktivaci efektorovyvh CD8* cytotoxickych T lymfocytd.
Sekrece cytokin( jako IL-2 (Th1 lymfocyty), IL-12 (dendritické bunky), IFN-y (Th1 lymfocyty) usnadnuje aktivaci CD8* lymfocytd na cyto-
toxické T lymfocyty, které ziskavaji a) schopnost rozpoznat nddorové bunky, prostfednictvim komplexu peptid - MHC | a b) efektorové
funkce k indukci bunéc¢né smrti malignich bunék. Proteiny z usmrcenych malignich bunék jsou opét pohlceny APC burkami, coz navo-
zuje antigen-dependentni stimulaci T lymfocyt(.

/

TAA - antigen asociovany s nadorem, TLR - toll-like receptor, DC - dendritickéd burka

v pravém slova smyslu. Jako Unik/escape  vymi burikami pfevladnou, vznikd imu-  klinicky manifestovat. Ke vzniku imu-
se oznacuje stav, kdy mechanizmy rezis-  nosupresivni nddorové mikroprostiedi,  nosupresivniho nddorového mikropro-
tence a navozeni imunosuprese nadoro-  dochazi k rdstu nadoru a ten se zacind  stfedi pfispiva celkova imunosuprese
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©® inhibice CTLA-4

() inhibice PD-1/PD-L1
aktivace CD27

mmm) aktivace OX40
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\_ /

Obr. 2. Imunomodulac¢ni mechanizmy checkpoint inhibitord v sekundarnich lymfatickych organech a nadorovém mikroprostredi.
CTLA-4 (CD152) je exprimovana na T lymfocytech a slouzi k supresi imunitni reakce. CTLA-4 kompetuje s aktiva¢ni molekulou CD28
o vazbu s kostimula¢nim komplexem dendritickych bunék CD80/CD86. Vazba CTLA-4 a CD80/CD86 vede k navozeni tolerogenni/imu-
nosupresivni signalizace v dendritickych bunkach vedouci k produkci imunosupresivnich pisobkd napf. TGF-{ ¢i IDO. Terapeutické pro-
tilatky interferujici s vazbou CTLA-4 a CD80/CD86 jsou ipilimumab a tremelimumab. Imunosupresivni systém PD-1/PD-L1 se uplatruje
v potlaceni funkce efektorovych T lymfocytl v misté zadnétu [52]. Povrchové molekula PD-1 (CD279) je exptrimovéna T, B lymfocyty,
NK bunkami, dendritickymi burikami, monocyty. Vazba PD-L1 (CD274) ¢i PD-L2 (CD275) na PD-1 vede ke snizeni produkce cytokintd
a proliferace a navozeni apoptdzy PD-1* bunék. PD-L1 je exprimovan fadou bunék v¢. malignich bunék, fibroblastd asociovanych s na-
dorem, T regula¢nich lymfocyt(, myeloidnich supresorovych bunék MDSC ¢i M2 s nadorem asociovanych makrofagu. Terapeuticky se vy-
uziva blokace PD-1/PD-L1 vazby, jak prosttednictvim anti-PD-1 mAb (nivolumab, pembrolizumab) tak anti-PD-L1 protildtek (avelumab,
atezolizumab, durvalumab). CD27 je stimula¢ni molekula na povrchu T lymfocytd, jejiz interakce s CD70 APC prispiva k antigen-depen-
dentni klonalni expanzi a ziskani efektorovych funkci T lymfocyt(. Pfedmétem klinického hodnoceni aktudlné ¢asnych fazi je agonista
CD27 varlilumab. Signalni molekula OX-40 je exprimovéna na efektorovych T lymfocytech. Interakce OX-40 a OX-40L exprimovaného zra-
lymi dendritickymi burikami vede k signalizaci dilezité pro preziti efektorovych T lymfocytl a tvorbu a reaktiveci pamétovych T lymfo-
cytd. Na stimulaci OX-40 cili agonisticka protilatka anti-OX-40 ¢i fuzni protein imunoglobulinu a OX-40L; v soucasnosti v klinickych hod-
nocenich ¢asnych fazi. CD40 je exprimovan na APC a na fadé bunék mimo imunitni systém v¢. malignich bunék. Aktivace CD40 stimuluje
antigen-prezentacni schopnosti dendritickych bunék napt. prostiednictvi upregulace ko-stimula¢nich molekul CD80/CD86 poskytuji-
cich 2. signdl pro aktivaci T lymfocytd. Mimo to anti-CD40 agonistické protilatky potencuji protinddorvou aktivitu makrofagli a navozuiji
ADCC malignich bunék exprimujicich CD40 (popsano predevsim u hematoonkologickych malignit). Pfedmétem klinického hodnoceni
jsou agonistické anti-CD40 protilatky a rekombinantni CD-40L.

Treg - regula¢ni T lymfocyt, CAF — fibroblast asociovany s malignitou, MDSC — myeloidni supresorova bunka, M2 — M2 polarizovany
makrofag
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jedince. Mezi konkrétni imunosupre-
sivni mechanizmy nadoru patfi exprese
PD-L1 na membranach malignich bunék
¢i antigen-prezentujicich bunék (APC)
navozujici supresi efektorovych T lym-
focytl. K dals$im mechanizmlm roz-
voje imunologické tolerance patfi sni-
Zzena exprese antigenll, MHC (major
histocompability complex) I. tfidy a ko-
stimula¢nich molekul na povrchu na-
dorovych bunék, sekrece cytokinl jako
napf. TGF-(, kterd interferuje s vyzrava-
nim dendritickych bunék a zvysuje podil
myeloidnich supresorovych bunék (my-
eloid-derived suppresor cells - MDSC)
a regulac¢nich T lymfocytl (Tregs) v na-
dorovém stromatu (obr. 2). Konec¢né
muze byt pfi¢inou imunologické rezis-
tence odolnost nadorovych bunék vici
navozeni apoptézy CD8 lymfocyty.

Pro rozeznani maligni buriky a efek-
tivni protinadorou odpovéd imunit-
niho systému jsou zasadni nadorové
neoantigeny, jez jsou produkty translace
mutovanych gend, intronovych sek-
venci, translace z alternativnich cte-
cich ramcu, pseudogend, antisense fe-
tézcy, translokovanych gent ¢i gend se
zaclenénym virovym genomem. Mnoz-
stvi nddorovych antigen(i/neoantigend,
které nadorovd bunka produkuje, sou-
visi s mnozstvim somatickych mutaci
dané bunky a nadory s vysokym podi-
lem somatickych mutaci jsou vice imu-
nogenni v porovnani s nddory s malym
mnozstvim mutaci. Obecné nachazime
nejvice somatickych mutaci v nadorech,
které jsou spojené s fyzikalné, chemicky
¢i biologicky indukovanou kanceroge-
nezi - tj. v malignim melanomu, skva-
mobunééném karcinomu plic, broncho-
gennim adenokarcinomu, karcinomu
mocového méchyie a malobunécném
karcinomu plic [39]; diky mutagenné
podminéné karcinogenezi jsou tyto typy
malignit nejvice imunodependentni
a imunoresponzivni. Z pohledu jednotli-
vych pfipadd NSCLC je vysoka proporce
nadorovych neoantigent spojena s del-
$im celkovym pfrezitim (overall survi-
val - OS) a naopak heterogenita nadoru
ve smyslu pfitomnosti vice subklonl se
specifickym neoantigennim repertoa-
rem je spojena s horsim OS [40]. Popsany
mechanizmus pravdépodobné souvisi
s klinickym pozorovanim lepsi 1é¢ebné

odpovédi na terapii checkpoint inhibice
PD-1/PD-L1 u kufakt s NSCLC oproti ne-
kurdklm s NSCLC [41].

Imunoterapie NSCLC

Z hlediska pfistupu je mozné obecné
rozdélit imunoterapeutické postupy
na pasivni a aktivni a dale na antigen-
-specifické ¢i nespecifické a vysledkem
jsou pak ctyfi zédkladni subkategorie
imunoterapie, do kterych spada: 1. ak-
tivni nespecificka imunoterapie humo-
ralnimi plsobky, kterd v pfipadé 1écby
NSCLC cytokiny IL-2 ¢i IFN-a nepfinesla
Uspéch [42]; 2. pasivni imunoterapie
aplikaci monoklonalnich protilatek ci-
lenych proti tumorem-asociovanym an-
tigendm s cilem vyvolani protilatkami
indukované cytotoxicity (antibody-de-
pendent cellular cytotoxicity — ADCC).
Prikladem tohoto typu protinadorové
terapie je herceptin (anti-Her2) ¢i cetu-
ximab (anti-EGFR). Nicméné pro lécbu
NSCLC neni aktudlné zadny pfipra-
vek pasivni imunoterapie registrovan;
3. protinadorova vakcinace stimulujici
protinadorovou imunitni odpovéd CD8*
cytotoxickych lymfocytl a CD4* Th lym-
focytd proti nddorovym antigenlim
a tvorbu antigen specifickych protilatek.
Nékteré z téchto pfistupl jsou ve vyvoji
a ty, které byly predmétem klinického
hodnoceni faze lll, jsou popsany v na-
sledujici podkapitole; 4. modulace imu-
nitniho systému bez antigenni specifi-
city, napft. stimulace efektorovych funkci
T lymfocytl imunomodula¢nimi mono-
klonalnimi protilatkami (tzv. checkpoint
inhibitory), které jsou v soucasné dobé
nejvétsim predmétem zajmu v oblasti
imunoterapie nador( plic.

Terapeutické

protinadorové vakciny

Jako zdroj antigend, proti némuz se vy-
vola protinadorova imunitni odpovéd,
mohou slouzit imortalizované nadorové
bunky, lyzaty z nddorovych bunék, de-
finované nadorové peptidy, které jsou
spolu s adjuvans aplikovany onkolo-
gickym pacientim. Jako adjuvans jsou
pouzivany mikrobidlni latky, napt. in-
kompletni Freundovo adjuvans, CpG,
cytokiny, jako je GM-CSF, IL-2, IL-12,
IFN-a ¢i fosfolipidy a slou¢eniny hliniku.
Nadorové antigeny mohou byt apliko-

vany pfimo ¢i spolu s vektorem, ktery
mUze zaroven poskytovat imunostimu-
la¢ni kontext. Prikladem jsou virové vek-
tory ¢i dendritické buriky. Mechanizmus
ucinku protinddorovych vakcin predpo-
klada, Ze aplikace nddorovych antigent
spolu s adjuvans spusti pfirozenou imu-
nitni odpovéd;, tedy spravnou prezentaci
antigent prostrednictvim APC efektoro-
vym T lymfocytlm, coz zpUsobi cytolyzu
nadorovych bunék v primarnim lozisku
i v metastazach. Vyvoj protinddoro-
vych vakcin je technologicky naro¢ny
a nakladny a nasledné je pak v klinic-
kych hodnocenich zpravidla limitovany
pocet pacientl, coz prakticky znemoz-
nuje identifikaci prediktivnich faktort
a subkohort jedinc, ktefi by z [é¢by pro-
tinddorovymi vakcinami benefitovali.
Nicméné néktera Iéciva typu protinado-
rovych vakcin se dostala do faze Ill klinic-
kého zkouseni lIé¢by NSCLC.

Tecemotide (L-BLP25)

L-BLP25 je lipozomalni vakcina proti an-
tigenu MUCT exprimovanému u vét-
Siny nddord v¢. NSCLC a jeho vysoka
exprese je spojena s horsi progno-
zou [43]. Vakcina byla zkousena ve stu-
dii START v |é¢bé pacientl s nereseka-
bilnim NSCLC v klinickém stadiu Ill po
[é¢bé chemoterapii a radioterapii. U cel-
kového souboru pacientd nebylo dosa-
Zzeno primarniho cile prodlouzeni OS.
U subpopulace pacientd, ktefi absolvo-
vali lé¢bu v konkomitantni podobé a ni-
koli sekvencné, vsak doslo k signifikant-
nimu prodlouzeni medianu OS (30,8 vs.
20,6 mésice; HR 0,78; p = 0,016). Analyza
nezadoucich ucinkd nezaznamenala kli-
nicky vyznamné rozdily mezi [é¢ebnymi
rameny [44]. Na zakladé vysledkU klinic-
kého hodnoceni faze Ill, které probihalo
v Japonsku (EMR 63325-021) a které ne-
prokazalo efektivitu L-BLP25, byly dalsi
zkousky a vyvoj preparatu zastaveny ve
prospéch checkpoint inhibitora.

TG4010 (MVA-MUCT-IL2)

Dalsi vakcinou zaméfenou proti an-
tigenu MUC1 je TG4010. Jejim zéakla-
dem je atenuovany virovy vektor ex-
primujici sekvenci MUCT a IL-2 [45].
V randomizované studii faze Ilb/Ill zahr-
nujici 222 dfive nelécenych pacientt kli-
nického stadia IlIB/IV byl hodnocen efekt
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pfidani vakciny k paliativni chemoterapii
1. linie v rezimu cisplatina/gemcitabin.
V rameni s TG4010 doslo k signifikant-
nimu prodlouzeni doby pfeziti bez pro-
grese (progression-free survival — PFS)
(5,9 vs. 5,1 mésice; HR 0,74; p = 0,019).
V medidnu OS v3ak nebylo dosazeno vy-
znamného rozdilu. Lé¢ba nebyla spojena
se zavaznymi nezadoucimi Ucinky [46].

Melanom asociovany antigen

(MAGE-A3)

MAGE-A3 patfi do rodiny tumorspeci-
fickych antigenl a je exprimovan vy-
lu¢né ndadorovymi bunkami. Poziti-
vita je uvadéna v 35-55 % pfipadl
NSCLC [47]. Hodnoceny imunoterapeu-
ticky pfipravek vyuzivajici imunogeni-
city tohoto antigenu obsahoval rekom-
binantni protein MAGE-A3 a komplexni
adjuvans AS15. Rozséhla studie MARGIT
(NCT00480025) neprokézala vyznamné
prodlouzeni PFS proti placebu v adju-
vantnim podani pacientdm klinického
stadia IB-Ill (60,5 vs. 57,9 mésice; HR
0,970; p = 0,7572). Tolerance |é¢by byla
dobra, zdvazné nezadouci Gcinky stupné
3, 4 nebyly zaznamenany [48]. Vzhle-
dem k tomu, Ze adjuvantni podani této
vakciny nevedlo k prodlouzeni celko-
vého bezpfiznakového preziti (disease-
-free survival - DFS) v porovnani se
standardnim chemoterapeutickym rezi-
mem v adjuvanci, neni tato vakcina dale
vyvijena.

Rekombinantni lidsky epidermdlni
rustovy faktor (CimaVax-EGF)

Antigenné specificka vakcina je tvofena
rekombinantnim EGF flzovanym s nos-
nym proteinem a adjuvans. Mechaniz-
mem ucinku je tvorba anti-EGF proti-
latek a tim navozeni blokace signalni
drdhy z receptortdl EGFR na malignich
bunkach. Ve studii faze Ill bylo 1é¢eno
a sledovano 405 pacientli s NSCLC sta-
dia llIB/IV pro stanoveni benefit main-
tenence podéni CimaVax-EGF po absol-
vovani 1. linie paliativni chemoterapie
proti nejlepsi podpUrné 1écbé. Studie
prokazala signifikantni prodlouzeni me-
didnu OS oproti nejlepsi podpurné lécbé
(12,43 vs. 9,43 mésice; HR 0,77; p = 0,04).
Nezadouci Ucinky stupné 3 byly hlaseny
u 3,6 % pacientt (nejcasté&ji bolest hlavy,
dusnost, eozinofilie), stupné 4 pozoro-

véany nebyly. Vysoké hladiny EGF pred za-
hajenim lécby byly prediktorem lé¢ebné
odpovédi [49].

Belagenpumatucel-L

Jednd se o celobunécnou alogenni vak-
cinu pfipravovanou transfekci ¢tyf riiz-
nych bunécnych linii odvozenych od
NSCLC antisense TGF-f2 transgenem
a ozarenim pred aplikaci. Mechanizmus
ucinku je navozeni imunitni odpovédi
proti nddorovym antigenm a potla-
¢eni imunosupresivni aktivity nadoro-
vého mikroprostiedi. Vakcina byla tes-
tovana v ramci maintenance aplikace
pacientdm v klinickém stadiu llIB/IV,
u kterych nebyla zaznamenana progrese
onemocnéni po absolvovéni 1. linie pa-
liativni chemoterapie na bazi platiny
(NCT00676507). V celkovém souboru
nebylo prokdzano prodlouzeni me-
dianu OS (20,3 vs. 17,8 mésice; HR 0,94;
p = 0,594), ani prodlouzeni PFS. Bene-
fit v medidnu OS byl pouze u pacient(
s jinou histologii nez adenokarcinom
a u téch, ktefi absolvovali radioterapii
(28,4 vs. 16,0 mésice; HR0,61; p = 0,032).
Vakcina byla dobfe tolerovana, zavazné
nezadouci Gc¢inky nebyly hlaseny [50].

Racotumomab

Racotumomab je protildtkova vakcina,
jejimz cilovym antigenem jsou N-glyco-
lilneuraminovou kyselinu (NeuGc) obsa-
hujici gangliosidy. Tyto gliolipidy nejsou
pfitomny na cytoplazmatické membrané
normalnich lidskych bunék, byly vsak za-
chyceny u nékterych typ( nadord v¢.
NSCLC. Racotumomab je mysi protilatka
proti NeuGc obsahujicim gangliosiddm,
kterd vyvoldva tvorbu IgG a IgM protildtek
proti témto epitopdm. V ramci testovani
na mysich modelech byla zaznamenéna
schopnost vyvoléni vysoké protinddorové
odpovédi. Aktudlné probiha randomizo-
vana studie faze Ill k ovéreni |é¢ebného
efektu u pacientt ve stadiu pokrocilého
neresekabilniho nebo metastatického
NSCLC, u kterych byl zaznamenan mini-
malné efekt stabilizace onemocnéni po
absolvovani 1. linie paliativni Iécby [51].

Nespecificka imunoterapie

Hlavnim predmétem zajmu vyvoje pro-
tinddorové imunoterapie jsou antigen-
-independentni modulédtory imunitniho

systému, jejichz mechanizmus plsobeni
je zalozen na eliminaci imunosupresiv-
nich mechanizm@ nadoru a/nebo ne-
specifické stimulaci imunitni odpovédi
(obr. 2) [52]. Nejvice prozkoumany a po-
psany je mechanizmus plsobeni a kli-
nické vysledky inhibice CTLA-4 a inter-
akce PD-1/PD-L1.

Anti-CTLA-4 protilatky

Ipilimumab

Ipilimumab je humanizovana IgG1 mo-
noklondlni protilatka. V sou¢asné dobé
je soucasti standardni l1é¢by napf. ma-
ligniho melanomu, kde jsou zazname-
nany pfipady dlouhodobych Ié¢ebnych
odpovédi. Efekt je zkousen i v rdmci ji-
nych diagnéz v¢. NSCLC. Vysledky studie
faze Il srovnavajici efekt pridani ipilimu-
mabu k chemoterapii v kombinaci kar-
boplatina/paclitaxel pacientlim se skva-
moznim NSCLC klinického stadia I11/IV
prokazaly prodlouzeni PFS ve skupiné
s ipilimumabem, a to v pfipadé sekvenc-
niho podani chemoterapie a imunotera-
pie. Prodlouzeni medianu OS nebylo sta-
tisticky signifikantni (12,2 vs. 8,3 mésice;
HR 0,87; p = 0,23) [53]. V soucasné dobé
probihaji studie faze Ill hodnotici efekt
1. pfidani ipilimumabu k chemoterapii
u pacientl s pokrocilym skvamoéznim
NSCLC (NCT02279732) a 2. hodnotici
efekt pridani ipilimumabu do kombi-
nace s anti-PD-1 protildtkou nivoluma-
bem v 1. linii 1é¢by NSCLC (CheckMate
227,NCT02477826).

Cetnost vedlejdich u¢inkd ipilimu-
mabu se v registracni studii pro 1é¢bu
maligniho melanomu s dédvkou 3 mg/kg
pohybuje kolem 80-90 %. Ve vétsiné pfi-
padl slo o mirnou az stredni toxicitu
(stupen 1, 2). Zavazna (stupen 3) a Zivot
ohrozujici toxicita (stupen 4) byla zazna-
mendna u cca 20-25 % pacientl. K ve-
dlejsim ucinkim maze dojit jiz v pra-
béhu infuze nebo po ni. Vice obavané
jsou vsak imunitné podminéné ved-
lejsi ucinky (immune related adverse
events — ir-AE), které jsou nejcastéj-
$i a rostou s davkou. Pfi ddvce 3mg/kg
se objevuji az u 60 % pacientl, vazna
ir-AE toxicita stupné 3 a 4 byla zazname-
nana u 10-15 % pacientd. K nej¢astéj-
$im ir-AEs patii kozni toxicita (vyrazka,
svédéni klize), enterokolitida a prdjmy,
endokrinopatie (hypofyzitida, tyreoidi-
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tida) a elevace jaternich testl. Imunitni
systém vsak muze napadnout jakykoliv
organ v téle (srdce, plice, ledviny, nervo-
vy systém, oci, hematopoeticky systém
a dalsi). Je tieba dlsledny management
toxicity lé¢by [54].

Tremelimumab

Tremelimumab je humanizovana mono-
klondIni protilatka proti CTLA-4. Ve studii
faze I [55] nebyl prokazan efekt mainte-
nance aplikace proti nejlepsi podpurné
péci pacientdm s metastatickym NSCLC,
u kterych nebyla zaznamenana progrese
onemocnéni po 1. linii paliativni chemo-
terapie (NCT02000947). Probiha studie
faze lll ovétujici ptinos kombinace tre-
melimumabu s anti-PD-L1 protilatkou
darvalumab (MEDI4736) vs. standardni
chemoterapie (NCT02352948).

Anti-PD-1, anti-PD-L1 protilatky
Nivolumab

Nivolumab je pIné humanizovana mo-
noklondlni 1gG4 anti-PD-1 protilatka
standardné pouzivana napt. v 1é¢bé ma-
ligniho melanomu (NCT01721772) [56].
Studie faze Il srovnavaly benefit po-
dani nivolumabu pacientim s metasta-
tickym NSCLC ve 2. linii paliativni 1é¢by
proti standardni chemoterapii doceta-
xelem. Studie CheckMate 017 tykajici
se skvamédzniho karcinomu plic pro-
kdzala statisticky vyznamné prodlou-
Zeni PFS a zejména medianu OS (9,2 vs.
6,0 mésice; HR 0,59; p = 0,0004). Tato stu-
die neprokazala korelaci mezi pfitom-
nosti PD-L1 na nadorovych burikach
a léc¢ebnou odpovédi (NCT01642004).
U adenokarcinomu byl rovnéz proka-
zan lé¢ebny benefit nivolumabu studii
faze 1l CheckMate 057 (NCT01673867),
ktera srovnavala monoterapii nivoluma-
bem v davce 3 mg/m? kazdé dva tydny
s podanim docetaxelu 75mg/m? jed-
nou za tfi tydny. Monoterapie nivoluma-
bem vedla k prodlouzeni medidanu OS
(12,2 vs. 9,4 mésice; HR 0,73; p = 0,002),
rozdily v PFS nebyly v celém souboru
statisticky vyznamné (median PFS 2,3 vs.
4,2 mésice; HR 0,92; p = 0393). U této
studie viak byla zjevna signifikantni z&-
vislost mezi procentudlné vyjadienym
zastoupenim PD-L1 na bunéc¢né mem-
brané nadorové burnky a mirou buné¢né
odpovédi. Na zakladé Udajui o moz-

ném zlepseni 1écebné odpovédi kombi-
naci anti-CTLA-4 a anti-PD-1 protilatek
probiha studie CheckMate 227 hodno-
tici efekt v 1. linii paliativni [é¢by NSCLC
(NCT02477826).

Toxicita anti-PD-1 a anti-PD-L1 protila-
tek je obecné mensi nez u ipilimumabu.
Vazna kozni toxicita stupné 3 a 4 se vy-
skytuje vyjimecné (2 %). Také prdjem
stupné 3 a 4 je mélo casty (1-2 %), po-
dobné jako hepatotoxicita (do 3 %)
a vazné endokrinopatie (< 1 %). Na roz-
dil od ipilimumabu se ale ¢asté&ji po anti-
-PD-1 protilatkach objevuje pneumo-
nitida (< 5 %). Podstatné vyssi cetnost
ir-AEs byla popséna ve studiich s kombi-
naci anti-PD-1 a anti-CTLA-4 protilatkou
(nivolumab + ipilimumab). Zde se vyskyt
vaznych ir-AEs stupné 3 a 4 pohyboval
kolem 50 %, s vyznamnym zastoupenim
gastrointestinalni toxicity (15 %) a hepa-
totoxicity (19 %) [54,571.

Pembrolizumab

Jednd se opét o anti-PD-1 protilatku, jejiz
uc¢innost u NSCLC byla hodnocena ve stu-
dii faze Il Keynote 010 (NCT01905657).
Do studie byli zafazovani pacienti po se-
Ihani predchozi 1. linie s platinou a sou-
¢asné s prokadzanou expresi PD-L1 min.
v 1 % nadorovych bunék s randomi-
zaci do jednoho ze tii [é¢ebnych ramen,
pembrolizumab 2mg/kg, 10mg/kg
nebo standardni rameno s docetaxelem
75mg/m? kazdé tfi tydny. OS bylo signifi-
kantné delsi v obou ramenech s pembro-
lizumabem (davka 2 mg/kg median OS
12,7 vs. 8,5 mésice; HR 0,71; p = 0,0008,
resp. 10mg/kg HR 0,61; p < 0,0001). P¥i-
tomnost PD-L1 ligandu na nadorovych
bunkach méla vyznamny vliv na miru
|éCebné odpovédi s dopadem i na pro-
dlouzeni OS [58]. U pacientt s ptitom-
nosti PD-L1 vy33i nez v 50 % nadorovych
bunék byl median OS 14,9 vs. 8,2 mé-
sice; HR 0,54; p = 0,0002 v ddvce 2mg/kg
a 17,3 vs. 8,2 mésice; HR0,5; p < 0,0001 pfi
davkovéani 10 mg/kg. FDA udélila pro tuto
indikaci v fijnu 2015 na zékladé publiko-
vanych vysledkl tzv. accelerated appro-
val, na evropské turovni EMA je pembroli-
zumab v procesu posuzovani.

Avelumab
Avelumab je anti-PD-L1 protilatka, ovliv-
nuje tedy nadorovou bunku a nikoli

ptimo lymfocyt. Aktudlné probihaji stu-
die Javelin Lung 100 (NCT02576574)
a Javelin Lung 200 (NCT02395172)
faze Ill hodnotici efekt u pacientli s me-
tastatickym NSCLC v 1. a 2. linii 1é¢by.
V 1. linii 1é¢by je avelumab v davce
10mg/kg jednou za dva tydny srov-
navan se standardni chemoterapii na
bazi platiny, primarnim cilem je hodno-
ceni PFS a sekundarné i celkového pre-
ziti. Klinickd studie Javelin Lung 200 ve
2. linii 1é¢by hodnoti podéni avelu-
mabu oproti standardnimu podani do-
cetaxelu v ddvce 75mg/m? jednou za
tfi tydny, primarnim cilem je hodnoceni
OS a prvni vysledky jsou oc¢ekavany ke
konci roku 2017. U obou studii je sou-
casné prospektivné hodnocena pfitom-
nost PD-L1 v naddoru.

Atezolizumab

Jednd se o anti-PD-L1 protilatku zkou-
Senou u fady onkologickych diagnéz.
Recentné publikované vysledky stu-
die POPLAR faze Il prokazuji prodlou-
zeni OS proti docetaxelu v 2. linii pa-
liativni 1é¢by (OS 12,6 vs. 9,7 mésice;
HR 0,73; p = 0,004). Vysledky byly v ko-
relaci s mirou exprese PD-L1 nadoro-
vou burikou [59]. Obdobné vysledky pfi-
nesla i dalsi studie BIRCH faze Il, kde byla
pozorovana odpovéd na lé¢bu u 27 %
pacientll s vyssi expresi PD-L1 [60].
V soucasnosti probihaji studie faze llI
hodnotici pfinos atezolizumabu v 1. linii
paliativni 1é¢by ve srovnani se stan-
dardni chemoterapii (NCT02409342,
NCT02409355), zde jsou prvni vysledky
ocekavany v roce 2019.

Vyzvy v imunoterapii NSCLC
Nadorova imunologie a imunoterapie
malignich onemocnéni jsou v soucasné
dobé v popredi zdjmu onkologického
vyzkumu a podstatné misto zaujimaji
i v klinické praxi. Z hlediska klasifikace
a managementu lécby ¢asnéjsich stadii
malignich onemocnéni je vyznamnym
pocinem poslednich let koncept imu-
noskére/immunoscore, ktery je nejvice
rozpracovan a aktualné validovan u ko-
lorektalniho karcinomu [61], nicméné
je predmétem klinického vyzkumu také
u jednotlivych stadii NSCLC [62].
Vzhledem k tomu, Ze imunotera-
pie soucasnosti vstupuje predevsim do
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Tab. 2. Aktualné probihajici studie faze l1I/1V s checkpoint inhibitory u NSCLC.

Studie

nivolumab = ipilimumab vs. nivolumab/cisplatina/pemetrexed

nivolumab - safety trial
nivolumab vs. dispenzarizace

pembrolizumab vs. placebo po resekci

pembrolizumab vs. chemoterapie na bazi platiny, PD-L1 pozitivni
avelumab vs. standardni chemoterapie (Javelin Lung 100)
avelumab vs. docetaxel (Javelin Lung 200)

atezolizumab vs. gemcitabin/cisplatina nebo karboplatina

atezolizumab vs. cisplatin nebo karboplatina + pemetrexed

atezolizumab vs. docetaxel

atezolizumab vs. nejlepsi podplirna péce

durvalumab + tremelimumab vs. chemoterapie na bazi platiny

durvalumab vs. placebo

durvalumab * tremelimumab vs. standardni chemoterapie

Linie lé¢by Cislo studie
paliativni, 1. linie NCT02477826
paliativni, min. 2. linie NCT02066636
adjuvantni NCT02595944
adjuvantni NCT02504372
paliativni, 1. linie NCT02220894
paliativni, 1. linie NCT02576574
paliativni, 2. linie NCT02395172
paliativni, 1. linie NCT02409355
paliativni, 1. linie NCT02409342
paliativni, 2. linie NCT02008227
adjuvantni NCT02486718
paliativni, 1. linie NCT02453282
adjuvantni NCT02273375
paliativni, min. 3. linie NCT02352948

anti-CTLA-4 - ipilimumab, tremelimumab, anti-PD-1 - nivolumab, pembrolizumab, anti-PD-L1 — avelumab, atezolizumab,

durvalumab

[é¢by pokrocilych nadorovych onemoc-
néni, jejichz charakteristikou je reper-
toar imunosupresivnich vlastnosti pro-
stiedi nadoru, je nadéji pro pacienty
s pokrocilymi onemocnénimi identifi-
kace opodstatnénych kombinaci imu-
noterapie (stavajici protilatky, nové
protilatky, vakciny) se standardnimi |é-
¢ebnymi modalitami (chemoterapie, ra-
dioterapie, cilena lécba), kde se jisté
uplatni’i,drug repositioning”. Kombinaci
|[écebnych metod by mohlo byt dosa-
Zzeno komplementarniho, ¢i dokonce sy-
nergického pusobeni [63]. Je viak nutno
zvazovat miru toxicity lécby, napf. v pfi-
padé maligniho melanomu sice pfinesla
kombinace dakarbazinu s ipilimuma-
bem (10 mg/kg) prodlouzeni OS z 9,1 na
11,2 mésice, ale zdvazné nezadouci
ucinky stupné 3, 4 byly zaznamenany
v 56 % [64]. Pfi hledani konkomitantnich
a sekvencnich protinadorovych postupt
je raciondlni kombinovat imunotera-
pii pfedevsim s terapeutickymi postupy
dosahujicimi Iécebného efektu nejen na
zakladé cytotoxickych ucinkd, ale vyvo-
lavajicimi i tzv. imunogenni bunéc¢nou
smrt, kdy dochazi ke stimulaci imunit-
niho systému proti antigenm uvolné-
nym z imunogenné likvidované maligni

bunky. Imunogenni bunéénou smrt na-
vozuji nékterd chemoterapeutika, ter-
mické ablace ¢i radioterapie. Klinicky
pozorovatelnou konsekvenci popsa-
ného zpusobu bunécné smrti je absko-
palni efekt radioterapie vedouci k re-
gresi nddorového onemocnéni i mimo
ozafované pole a kombinace radiote-
rapie s checkpoint inhibitory by mohla
vést k podpore tohoto efektu [65].V sou-
vislosti s kombinaci imunoterapie s cile-
nou lé¢bou je zminovana napt. podpora
vyzravani dendritickych bunék ¢i akti-
vace a diferenciace T lymfocytd, pficemz
¢etné studie jiz probihaji [66]. V rdmci
kombinaci se testuje i souc¢asné podani
checkpoint inhibitor( (tab. 2), jejichz re-
levance pro klinickou praxi je vzhledem
k toxicité a nakladovosti bez znalosti
prediktivniho biomarkeru limitovana.
Prestoze jsou dosavadni data ziskand
z klinickych hodnoceni imunoterapie
checkpoint inhibitory povzbudiva ve
smyslu dosazeni déle trvajicich odpo-
védi u metastatickych onemocnéni (pre-
devsim u maligniho melanomu), je pro-
porce lécenych pacientd, u kterych je
dosazeno vyznamné dlouhotrvajici kli-
nické odpovédi, mald [67]. Podstatnou
vyzvou je tedy identifikace prediktiv-

nich biomarkerd jednotlivych modalit
protinadorové imunoterapie. V pfipadé
inhibice interakce PD-1/PD-L1 se jako
prediktivni biomarker nabizi, v analo-
gii na prediktivni vlastnosti miry ex-
prese Her-2 bunkami karcinomu prsu,
kvantifikace miry exprese PD-L1 v ma-
ligni tkéani. Ve studiich jako CheckMate
017 hodnotici efekt nivolumabu u skva-
mo&zniho NSCLC nebyla uloha exprese
PD-L1 v maligni tkani jako prediktoru
Ié¢by potvrzena; naopak v pfipadé bron-
chogenniho adenokarcinomu korelo-
vala mira exprese ligandu PD-L1 s mirou
|écebného efektu (napt. CheckMate 057).
Mimo roztfisténost projektl hodnoti-
cich expresi PD-L1 s ohledem na pou-
Zity detek¢ni systém (typ diagnostickych
protilatek, hodnota cut-off, hodnoceni
exprese na malignich burikach vs. nddo-
rovém stroma) je podstatnym uskalim
v ustanoveni miry PD-L1 pozitivity jako
prediktivniho biomarkeru inducibilni
exprese tohoto ligandu, jeZ nemusi byt
pouze reflexi imunosupresivnich vlast-
nosti nddorovych bunék, ale mize byt
naopak navozena parakrinni stimulaci
T lymfocytarniho infiltratu [68].

Na pfikladu maligniho melanomu se
ukazuje, Zze prediktorem |éc¢by check-
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point inhibitory mohou byt i cirkulujici
parametry hodnotitelné z periferni krve,
kde jsou vyznamnymi biomarkery -
mimo hladinu LDH (laktatdehydroge-
nazy) spojenou s aktivitou onemoc-
néni — také parametry reflektujici miru
imunosuprese resp. efektorovych funkci
imunitniho systému, jako je proporce
lymfocytl, absolutni pocet eozinofilt
a monocytd, ale také zastoupeni Tregs
a MDSC [69,70]. Je raciondlni predpo-
kladat, Ze mimo baselinové hladiny pa-
rametrl imunitniho systému poskytuje
urc¢itou informaci o Uspésnosti IéCby
také dynamika vyvoje jednotlivych imu-
nitnich parametrd. Timto zplsobem je
mozné sledovat napf. dynamiku efek-
torovych T lymfocytl ¢i jinych leukocy-
tarnich subpopulaci; pfi znalosti kon-
krétniho nadorového antigenu (napf.
v pfipadé peptidovych vakcin) je mozno
sledovat dynamiku T lymfocytarni frakce
se specificitou k danému antigenu.
Hledéani vhodnych prediktord odpo-
védi na lé¢bu checkpoint inhibitory je
vyznamné nejen z vyzkumného hlediska
a z hlediska reality klinické praxe s ohle-
dem na optimalizaci efektivity pfi mini-
malizaci toxicity |é¢by, ale rovnéz muze
zasadné prispivat k finan¢ni udrzitel-
nosti téchto terapeutickych postupu.
Dnes je jiz vice nez zfejmé, Ze pravdépo-
dobné zadny zdravotnicky systém, tedy
nejen v CR, nebude schopen absorbo-
vat zvysujici se finan¢ni zatéz spojenou
s cilenou protinddorovou terapii v¢. na-
kladné moderni imunoterapie. Pokud je
béhem vyzkumu v ¢asnych fazich zfejmé,
Ze se bude jednat o inovativni léCivo s vy-
znamnym budoucim finan¢nim dopa-
dem do rozpoctu, a rovnéz bude zfejmé,
Ze profitovat z nakladné 1écby bude jen
urcité procento pacientd, je nezbytné
nutné, aby klinické studie pozdéjsi faze lll
byly designovany jiz soubézné s vyvojem
a ovéfenim diagnostické metody pro sta-
noveni vhodného biomarkeru. Tim by
doslo k idedlnimu stavu, kdy pFipadna
registrace léc¢iva bude soubézné dopro-
vazena i ,registraci” diagnostické me-
tody tak, jak je jiz delsi dobu v FDA gui-
delines [71,72]. Jednim z ptiklad( takto
FDA chvélenych léciv s diagnostickym
kitem muze byt olaparib a BRACAnaly-
sis CDx™ nebo crizotinib a VENTANA ALK
(D5F3) CDx Assay™ [73]. Prestoze ne-

jsou na evropské urovni zatim tyto va-
lidované prediktivni testy pfi registraci
|éciv Evropskou Iékovou agenturou vy-
zadovény, je diskuze na toto téma ev-
ropskymi regulatory vedena a pravdé-
podobné se v blizké dobé stane realitou.
Tento zpUsob regulace inovativnich a ci-
lenych protinddorovych terapeutik patfi
k tém smysluplnéjsim a ma redlny po-
tenciadl povzbudit farmaceutické firmy,
aby intenzivnéji implementovaly hle-
dani vhodnych biomarker( jiz béhem
klinického vyzkumu nového lé¢iva, ni-
koliv az nasledné retrospektivné pfi hle-
déani ,vhodnych podskupin” pacientt
v pfipadé, kdy se neprokaze superiorni
efekt hodnoceného lécivého piipravku
v celé kohorté testovanych subjektd, pfi-
padné po registraci é¢iva, kdy je identi-
fikace a implementace prediktord l1écby
v rozporu s komerénimi zdjmy drzitel(
registraci.
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Souhrn

Vychodiska: K 1é¢bé onkologickych onemocnéni se pouzivaji kombinace postupt zalozenych
nejcastéji na chirurgickém odstranéni nadoru, radioterapii, chemoterapii ¢i hormonalini tera-
pii, pficemz samotny chirurgicky zdkrok vétsinou predstavuje stéZejni krok pro odstranéni na-
dorové masy. Je ovsem casto provazen problémy s uréenim ohraniceni nadoru. Chirurg ma
pred operaci k dispozici pouze informace z pfedoperacnich vysetreni, ktera naznacuji lokali-
zaci a rozsah nadoru, ale neurci jasné hranice mezi nddorovou a zdravou tkani. Tuto oblast ve
vétsiné pfipadd nelze rozeznat zrakem ¢i hmatem, a pokud neni nador zcela odstranén, musi
pacient podstoupit reoperaci. Cil: Nové technologie vyvijené ve vyzkumnych centrech umoz-
Nnuji operatérovi ziskat informace o stavu nadorové tkané v realném ¢ase pfimo na opera¢nim
sale v pribéhu chirurgického zakroku. Patii mezi né pristroje MarginProbe, Spectropen a spek-
troskopicky tkénovy skener. Dalsi skupinu tvofi zobrazovaci techniky vyuzivajici hmotnostni
spektrometrii k ur¢ovani tkarové specifi¢nosti. V poslednich letech prosla obrovskym vyvojem
technika intraoperativni hmotnostni spektrometrie (REIMS). Vyuziva elektronicky skalpel, kte-
rym chirurg provadi fez tkané, pficemz vznikajici aerosol je odvadén do hmotnostniho spek-
trometru, jenz béhem nékolika desetin sekund ziska hmotnostni spektra fosfolipidd specific-
kych pro operovanou tkan (nddorovou ¢&i zdravou). V Ceské republice se jiz tato technologie
vyuziva ve vyzkumu k detekci koncentrace Iéciva deponovaného v nddorové a zdravé tkéni
mysi trpicich melanomem. Ziskané vysledky ukazuji, ze pomoci tohoto pfistroje by bylo mozné
zasadnim zpUsobem ovlivnit Iécbu i jeji G¢innost u onkologickych onemocnéni. O téchto no-
vych technologiich vés v ¢lanku budeme podrobnéji informovat a seznamovat s jejich principy
a vyuzitim.

Klicova slova
chirurgie - rakovina — nddory — molekuldrni diagnostika — hmotnostni spektrometrie — databaze
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Summary

Background: The treatment of oncological diseases is based on the combination of surgery, representing the key step for the removal of the
tumor tissue, radiotherapy, chemotherapy, and hormone therapy. However, the surgery is often accompanied by issue of determining the
boundaries of the tumor. Prior the operation, the surgeon has information on preoperative findings, which indicate the location and extent of
the tumor, but does not specify a clear boundary between the tumor and healthy tissue. This area cannot be recognized visually or by touch in
most cases and when the tumor is not removed completely the patient has to undergo reoperation. Aim: Therefore, a number of research centers
began to deal with the development of technology that would provide information about the state of the tissue in real time directly during sur-
gery and would not require the collection or storage of tissue samples. These include MarginProbe, Spectropen tissue and spectroscopic scanner
devices. Another group consists of imaging techniques using mass spectrometry approaches to determine the tissue specificity. Recently, the
intraoperative mass spectrometry (REIMS) technique has undergone tremendous development. It uses an electronic scalpel using by the sur-
geon for cutting the tissue, when the resulting aerosol is discharged into the mass spectrometer that in tenths of seconds measures mass spectra
of phospholipids, which are specific to the operated tissue (tumor or healthy). In the Czech Republic this technology has been already used for
research purposes for the detection of drug deposited in the tumor and healthy tissue of mice suffering from melanoma. The obtained results
show that with this apparatus it would be possible fundamentally affect the treatment and its efficacy in oncology as well. We will inform you

about these new technologies and elucidate their principles and utilization.

Key words

surgery — cancer — tumors — molecular diagnostics — mass spectrometry — database

Uvod

V soucasné dobé je lécba solidnich na-
dorl zalozena na kombinaci chirurgic-
kého zakroku, chemoterapie, radiotera-
pie a biologické 1écby. Cilem chirurgické
[é¢by je odstranéni celého nddoru nebo
alespon jeho prevazné casti. Ponechani
zbytku nadoru muize mit rizné ddvody,
jako je napf. velikost, rozloZeni ¢i umisténi
v blizkosti organt a v neposledni fadé ne-
moznost rozeznani nadorové tkané od
zdravé. Zbyvajici nador je pak elimino-
van jinym postupem, napt. radioterapif
¢i chemoterapii v zavislosti na histologic-
kém typu, avsak v nékterych pfipadech
musi byt provedena reoperace k jeho
odstranéni. Pfi samotné operaci nastava
v fadé pfipadl problém s uréenim hra-

nice nadoru a chirurg je odkdzén pouze
na své zkusenosti podlozené vizudlnimi
nebo hmatovymi vjemy. Ohraniceni na-
doru neni ¢asto makroskopicky zietelné,
neni zndmo, zda okraje resekatu obsa-
huji nddorové buriky ¢i nikoliv a jestli je
tfeba odstranit dalsi tkan a v jakém roz-
sahu. Zavazné rozhodovani nastava napf.
pfi operacich nadord mozku, pfi nichz
je radikalita zdkroku jednim ze zasad-
nich prognostickych faktord. Zakladnim
problémem vétsiny zhoubnych mozko-
vych nadord je jejich infiltrativni charak-
ter rastu, kdy nadorové bunky prorustaji
mezi zdravymi a hranice nadoru nejsou
ostré. Neurochirurg tak pfi snaze o co nej-
radikalné;jsi vykon maze odstranitizdravé
bunky, nebo naopak musi ponechat ¢ast

Obr. 1. MarginProbe System. Pfevzato z [1].

~

nadorové tkdné z ddvodu jejiho umisténi
v blizkosti dulezitych nervovych drah,
jejichz preruseni by mélo pro pacienta
vézné nasledky. Obdobna situace mize
nastat pii operacich infiltrujicich nadort
mékkych tkani nebo pankreatu, pfipadné
u nékterych 1ézi v prsu, kde je kritické ze-
jména Siteni nddorové slozky ve vyvo-
dech. Chirurg tedy provadi zékrok na
zakladé predoperacnich vysetieni a ob-
vykle nema béhem operace informace
o tom, zda byla odstranéna veskerd na-
dorova masa. Tyto Udaje ziska z histopa-
tologického vysetieni celého resekatu
a teprve potom se rozhoduje o nésledné
|é¢bé ¢i pFipadné reoperaci. Histologické
vysetieni materialu z resek¢ni linie je sa-
moziejmé mozné provést i pooperacné.
Pokud vsak ma byt provedeno v pfijatel-
ném ¢asovém limitu, ma vyznamna ome-
zeni ve smyslu malého objemu vysetfené
tkané a nizsi kvality morfologie ve zmra-
zenych fezech. Proto se v posledni dobé
fada vyzkumnych center zacala zabyvat
touto problematikou a vyvijet technolo-
gie, které by operatérovi daly informace
o stavu tkdné v redlném case pfimo na
operac¢nim séle a nevyzadovaly odbér ani
skladovani vzorka.

Technologie pouzivané pro
detekci nadorovych bunék

v prubéhu operace

MarginProbe

Mezi nové technologie, které se v sou-
¢asné dobé vyvijeji pro urychleni vy-
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Obr. 2. Schematické znazornéni zlaté
nanocastice.

1 -jadro z inertniho zlata, 2 - aktivni vrs-
tva pro Ramanovo zafeni (4,4’-dipyridyl),
3 — kfemenny obal

Setfeni tkané, patfi MarginProbe. Vyvoj
zafizeni byl uskute¢nén firmou Dune
Medical Devices, Izrael (obr. 1) [1] pro
in situ detekci invazivniho duktalniho
a lobularniho nddoru prsu. Princip je za-
lozen na radiofrekvencni spektrosko-
pii vyuzivajici elektromagnetické viny
k rozliseni nddorové a zdravé tkané. Ste-
rilni jednorazovy senzor spojeny se son-
dou vysild radiofrekven¢ni signal do
tkdné a zachycené zpétné signaly ode-
sild do spektroskopu, kde jsou porovna-
vany se signaly uloZzenymi v databdzi.
Aplikuje se u lumpektomie [2] a po-
maha chirurgovi se rozhodnout, kolik
tkdné ma odstranit kolem nadoru (tzv.
lem ndadoru). Pfimo na sale je in situ
tkan z lemu nadoru testovana na nepfi-
tomnost nadorovych bunék a béhem
kratkého casu (3 s) se chirurg podle
vysledku rozhodne, jestli ma byt od-
stranéna dalsi ¢ast tkané nebo je zakrok
dostacujici. Vyuziti MarginProbe sniZilo
057 % pocet reoperaci[1,3], ¢imZ se sni-
Zily jak finan¢ni prostiedky vynalozené
na naslednou operaci, tak i emocni stres
pacientl. V Némecku probéhla pro-
spektivni klinicka studie pacientek s na-
dorem prsu, v ramci niz u jedné sku-
piny byla béhem operace MarginProbe
technika pouzita a u druhé nebyla.
Nasledné byl sledovan pocet provede-
nych reoperaci a ukdzalo se, Ze s aplikaci
MarginProbe techniky jejich pocet vy-
razné klesl [4]. MarginProbe systém byl
schvélen v roce 2013 americkym Ufa-
dem pro kontrolu potravin a léciv (FDA).
Tato technika je komer¢né dostupna
a je pouzivdna zejména pfi operacich
nadoru prsu [5].
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Obr. 3. Detekce nadorovych bunék mozku pomoci Ramanova skeneru.
Inertni zlaté nanocastice se kumulovaly v mozku v misté nddoru, byly detekovany sondou

a zobrazeny v Ramanové spektru.

SpectroPen

Dalsim nastrojem je SpectroPen nazy-
vany jako Ramanuv skener. Jedna se
o ru¢ni sondu vyvinutou védci z Emory
University a Georgia Institute of Techno-
logy, USA, pouzivanou k lokalizaci nado-
rovych bunék pfed i po operaci. Dokaze
pfesné rozlisit pozitivni nebo negativni
okraje nadoru. Sonda ma zabudovanou
diodu vysilajici laser s blizkym infracer-
venym zarenim (near infrared radiation —
NIR) do ur¢itého mista v tkani a je spo-
jena s jednotkou pro excitaci a zachyceni
zéfeni. BEhem operace NIR zobrazuje
a rozlisuje nadorovou a zdravou tkan.
Technologie kombinuje laser s NIR a de-
tektor fluorescencniho barviva a rozpty-
leného svétla vysilaného ¢asticemi zlata,
které byly navrzeny tak, aby se zachytily
pouze na nadorovych bunkach. Tyto ¢as-
tice se skladaji z polymerniho povlaku
obsahujiciho zlato, reportérového bar-
viva a protilatky, ktera zajisti vazbu &as-
tice na vnéjsi stranu nadorovych bunék.
Zlato znacné zesiluje signal z reportéro-
vého barviva, a tim umoznuje detekci na-
dort mensich nez 1 mm. SpectroPen je
pfipojen optickym kabelem jak k Rama-
novu spektroskopu, ktery zaznamenava
vibracni frekvence molekul, tak k detek-
toru fluorescence.Vazba a detekce téchto
nanodastic byla testovana v in vitro i ex
vivo usporadanich. V in vivo experimen-
tech byla mysim s nddorem podana i.p.
suspenze nanocastic a pomoci Specro-
Penu byl béhem operace precizné de-

tekovan okraj nddoru - pfechod nado-
rové a zdravé tkané [6]. V dalsi praci je
popisovano vyuziti nanocastic pro pred-
operacni vysetfeni magnetickou rezo-
nanci pro zobrazeni lokalizace nadoru
v mozku u zivych mysi [7]. Avsak zob-
razeni vysledku bylo téZkopadné a pro
chirurga vykonavajiciho operaci nevy-
hodné. Proto védci vyvinuli nové uspo-
fadani pristroje, jednoduché na ovladani,
schopné zobrazovat vysledky v redlném
¢ase a vyhovujici podminkdm umisténi
na operacnim sale. Zdokonalend verze
Ramanova skeneru byla pouzita pfi ope-
racich nadoru mysiho mozku (glioblas-
tom, primér 2-5mm). Mysim byly pred
operaci injek¢né aplikovany zlaté nano-
Castice, které se nechaly 24 hod cirku-
lovat v téle za ucelem jejich kumulace
v nadoru. Nasledné byly mysi rozdéleny
do skupin, pfi¢emz u jedné skupiny byla
provedena operace pii bilém osvétleni
a u dalsi skupiny byl pouzit SpectroPen.
Néslednd imunohistochemicka vysetfeni
prokdzala, Ze vizualizace nadoru pomoci
zlatych nanodcéstic umoznila odopero-
vat i mald rezidua nadoru, kterd nebyla
rozpoznatelnd pouhym okem (obr. 2, 3).
Zaroven byla provedena rozsahla cyto-
toxicka studie testujici vlastnosti zlatych
nanocastic, ktera potvrdila jejich inertni
chovéni v organizmu [8]. SpectroPen byl
také vyuzit ve studii s jinou zobrazovaci
technikou nadorové masy. Do této stu-
die bylo za¢lenéno osm psich a pét lid-
skych pacientq, jimz byla planovana ope-
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race k odstranéni nddoru za pouziti NIR
zobrazovani. Pacientim byla 16-24 hod
pred operaci injekéné podéana indocya-
ninova zelen (FDA schvélené specifické
preceptorové NIR barvivo hromadici se
v hyperpermeabilnich nddorovych tka-
nich), ktera umoznila pomoci Spectro-
Penu rozlisit nadorovou tkan od nenado-
rové u vsech pacientd béhem chirurgické
operace. Nevyhodou této technologie je
jeji nefunkénost u edematdzni tkané i
tkané se zénétem [9].

Spektroskopicky tkanovy skener
Spektroskopicky tkanovy skener de-
tekuje pfitomnost nadorovych bunék
a vysetfuje vyoperovanou tkan ex situ.
Je umistény na operacnim sdle a je
schopny podat operatérovi informaci
do 20 min. Dokaze skenovat vétsi plo-
chu tkéné (do rozméru 20 x 20cm) s vy-
sokym rozlisenim (0,25 mm). Pracuje na
principech difuzni reflektance (diffuse
reflectance infrared fourier transform
spectroscopy — DRIFT) a vnitini fluo-
rescencni spektroskopie. Ty vyuzivaji
znama fakta pouzivana pfi diagnostice
nadoru prsu, tedy pfirozenou absorpci
proteind hemoglobinu a B-karotenu
a fluorescenci NADH a kolagenu pfitom-
nych ve vyssich koncentracich v nado-
rové tkani oproti zdravé tkani prsu. Zis-
kana spektra jsou nasledné zpracovana
do obrazové formy, ktera odrazi metabo-
licky, biochemicky a morfologicky stav
tkané. Vyhodou této technologie je jeji
jednoduchost, presnost a ziskani digital-
niho obrazu tkdné. Nasledné tedy neni
tfeba provadét histologické vysetreni.
Vyuziti pfistroje se planuje predevsim pfi
operacich solidnich nadort [10].

NIVI

Mezi dalsi nadéjné techniky vyuzivajici
barevného mikroskopického zobrazo-
vani tkané patii NIVI (non-linear interfe-
rometric vibrational imaging), ktera byla
vyvinuta tymem doktora Stephena Bop-
parta z University of lllinois, USA [11]. Jeji
vyhodou je, ze se na rozdil od histologic-
kého hodnoceni nesoustfedi jen na bu-
nécnou strukturu vzorku tkané, ale vy-
hodnocuje a vytvafi obrazy zalozené na
molekuldrnim slozeni v redlném case.
Princip techniky je zaloZzen na faktu, ze
kazdy typ molekuly ma ve svych vazbach

unikatni vibraéni stav energie, ktery je
méfen a preveden na vibracni spek-
tra. Konstruktéfi NIVI vychézeli z pred-
pokladu, Ze nadorové bunky produkuji
vice urcitych bilkovin s danou vibraci nez
tkan zdrava. Pristroj vysila laserovy sva-
zek na vySetfovanou tkan, v niz dojde
k excitaci elektron(, které vyzaii Stoke-
sovy fotony, jejichZ vinova délka pfimo
souvisi s analyzovanou tkani. Na zakladé
posuvu vinovych délek je pak mozné
rozlisit zdravou tkan od nadoru ¢i pre-
kancerdzni oblasti pomoci barevné ko-
dovaného obrazu analyzované tkané.
Technika byla vyzkousena na krysich na-
dorovych bunkach i tkdnich a umoznila
detekovat jasné hranice nadoru s vice
nez 99% spolehlivosti za dobu kratsi nez
5 min [12].

Zobrazovaci techniky vyuzivajici
hmotnostni spektrometrii

V nésledujicich odstavcich budou de-
tailnéji popsany technologie vyuziva-
jici hmotnostni spektrometrii (mass
spectrometry — MS) k uréovani tkanové
specifi¢nosti.

Historie pfimého vysetreni biologické
tkdné pomoci MS

Jiz v roce 1970 byla MS vyuzivana k ana-
lyze nativni tkédné, aviak v té dobé ne-
byly dostacujici technické parametry
pfistroji k tomu, aby byly ziskany uspo-
kojivé informace o chemickém slozeni
testovanych vzorkG. Prvni pralom pfi-
Sel v letech 1985-1988 s desorpcnimi
ioniza¢nimi technikami, mezi néz patfi
ionizace/desorpce za pfitomnosti ma-
trice (matrix-assisted laser desorption/
/ionization — MALDI) [13] a MS sekundar-
nich iontl (secondary ion mass spectro-
metry — SIMS) [14]. Nasledovala je dalsi
ionizac¢ni technika, desorpcni ionizace
elektrosprejem (desorption electrospray
ionization — DESI), ktera jako prvni umoz-
novala neinvazivni testovani vzorku bez
pfipravy a bez ohledu na jeho tvar nebo
mechanické vlastnosti [15-17]. Pomoci
téchto ioniza¢nich metod bylo mozné
analyzovat slozeni povrchl pevnych
anorganickych a organickych latek, de-
tekovat jejich chemické slozeni i prvky
pritomné v nizkych koncentracich v na-
nometrovych oblastech vysetfovanych
vzorkd (napt. metodou SIMS bylo mozné

zjistit 10'>-10' atom( vétsiny stopovych
prvk( v 1 cm?®). MALDI ionizace nasla
mimo jiné uplatnéni v hmotnostné spek-
trometrickém zobrazovani (mass spectro-
metry imaging — MSI), které bylo poprvé
popsano Spenglerem a jeho kolegy v roce
1994 [18]. Teoreticky Ize touto techni-
kou zobrazovat jakékoli slou¢eniny, které
je mozné z povrchu vzorku desorbovat
a prevést do plynné faze. MALDI je spo-
le¢né s dalsimi typy ionizaci (DESI, NALDI
a SIMS) stéle se rozvijejici technikou.

Hmotnostné spektrometrické
zobrazovdni (MSI)
Koncem roku 1990 se ukazalo, ze hmot-
nostné spektrometricka data v zobra-
zovacich studiich vykazuji vysoky stu-
pen tkanové specifi¢cnosti. Pomoci MSI
bylo mozné ziskat informace z fezl
tkani stejné jako histologickymi me-
todami [13]. Hmotnostné spektromet-
ricka detekce slozek buné¢nych mem-
bran a tkani (napf. o¢nich ¢ocek) [19]
poukazuje na pfitomnost komplexnich
lipid0, pficemz distribuce lipidd je ve
velmi dobré shodé s distribu¢nimi vzory
ziskanymi imunohistochemickymi me-
todami. Tyto poznatky vedly ke vzniku
nové éry studia molekularniho slozeni
biologickych vzork.

Prostorové zobrazeni MSI spociva
v kombinaci detekce latek pfitomnych na
povrchu vzorku vdaném misté, kdy kazdy
pixel ve MSI predstavuje patfi¢né hmot-
nostni spektrum obsahuijici ionty pfitom-
nych sloucenin. Ke znazornéni zastoupeni
jednotlivych iontd ve studovaném fezu je
pouzivand barevna nebo ¢ernobild stup-
nice, kdy intenzita barvy vyjadtuje kvan-
titativni zastoupeni daného iontu na po-
vrchu analyzované oblasti. Takto ziskany
obraz je vicerozmérny, proto jsou ke zpra-
covani experimentélnich dat vyuzivény
vhodné programy umoznujici obrazovou
rekonstrukci a statistickou analyzu spolu
s archivaci dat, provddénou pomoci ve-
lice vykonnych pocitacd s vysokou pamé-
tovou kapacitou [20-23].

Intraoperativni hmotnostni

spektrometrie (REIMS)

Vyvoj REIMS techniky

Dalsi zobrazovaci technikou, ktera pro-
$la v poslednich letech obrovskym vy-
vojem, je technika intraoperativni hmot-
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Obr. 4. Schematicky nékres intraoperativni hmotnostni spektrometrie (REIMS).
Elektronicky niZ po dotyku s tkani vytvari aerosol castic, které jsou vysuseny, ionizovany a vedeny do hmotnostniho spektrometru, kde
jsou analyzovény. Namérena hmotnostni spektra jsou porovndvana s pfislusnou databazi a vysledek je signalizovan na obrazovce. Pokud
se elektronicky skalpel pohybuje v oblasti nadoru, sviti na monitoru cervené svétlo. Kdyz se posune do oblasti zdravé tkané, signalizace
na obrazovce se zméni na zelené svétlo. Chirurg tak ziskava informaci v redlném case, ze oblast nadoru je odstranéna.

nostni spektrometrie (rapid evaporative
ionization mass spectrometry — REIMS).
Poprvé byla popsana v roce 2009 ma-
darskym chemikem Zoltanem Takatsem
ze Semmelweis University v Buda-
pesti [24]. Ve svém vyzkumu pak pokra-
¢oval v Imperial College v Londyné
a v letech 2010-2012 byla tato technika
jiz testovana pfimo v nemocnicich. Zis-
kana REIMS data byla pouzita pro budo-
vani databaze hmotnostnich spekter, do
které bylo zahrnuto 1 624 vzork{ nado-
rové tkané a 1 309 vzork( zdravé tkéné.
Ke vSem vzorkiim byla k dispozici zdra-
votni dokumentace vysetfovanych je-
dincl a vysledky imunohistologickych
analyz. Timto zplsobem se podafilo pro-
pojit chirurgickou praxi s MS, ktera je
schopnd podat online informaci o stavu
tkané [25]. REIMS metoda byla také apli-
kovana na in vivo analyzu nador0 gas-
trointestinalniho traktu s cilem rozeznat
zdravou stfevni sténu, naddor a adeno-
matdzni polyp [26]. Mezi dalsi vyuziti
metody Ize zafadit i detekci metastaz
v lymfatickych uzlindch béhem operace

hrudniku [27]. Unikdtnost celého pro-
cesu spociva v pouziti elektronického
skalpelu, kterym chirurg provadi fez
tkané. Pfi tom je vytvoreny aerosol odva-
dén pomoci Venturiho trubice do hmot-
nostniho spektrometru, jenz musi kon-
strukéné vyhovovat podminkam prace
pfimo v prostorach operacnich sald.
Dr. Takats ocekava, ze REIMS metoda
bude pfipravena k redlnému vyuziti jiz
v roce 2016.

Princip REIMS techniky

Latky pfitomné v aerosolu jsou vét-
Sinou intaktni membranové lipidy ¢i
fosfolipidy, které se snadno detekuji
MS a dobfe charakterizuji dany typ
tkané [24]. Navic poskytuji dalsi dlle-
Zité informace oproti molekuldm meta-
bolomu nebo proteinlim pouzivanym
pfi imunohistologické (IHC) detekci. Vel-
kou vyhodou je tedy specifi¢cnost udaju
ziskanych z MS a jejich komplementarita
s IHC. Zasadnim pfinosem je vsak ana-
lyza aerosolu v redlném case, kterd dava
chirurgovi kontinualni informaci o tom,

zda operovana tkan obsahuje rakovinné
bunky ¢i nikoli. BEhem nékolika desetin
sekund jsou ziskdna hmotnostni spektra
fosfolipida specifickych pro operovanou
tkan (nadorovou, ¢i zdravou), coz chirur-
govi umoziuje se za méné nez 2 s roz-
hodnout o dalsim postupu chirurgic-
kého zakroku. Analyza ziskanych spekter
probihd pomoci vyhodnocovaciho pro-
gramu, ktery prlibézné porovnava pfi-
chozi data v pribéhu chirurgického za-
kroku, porovnava experimentalni data
s hmotnostnimi spektry ulozenymi v da-
tabazi, statisticky hodnoti a v jednodu-
chém formatu signalizuje vysledek pro
chirurga. Informace pro chirurga mze
byt vytvofena i pomoci zvukového sig-
nalu [28]. Vyrazné se tim zrychluje sa-
motnd operace a zvysuje se zaruka na
odstranéni prakticky viech nadorovych
bunék.

Popis funkce REIMS techniky

Elektronicky skalpel, ktery drzi chi-
rurg v ruce, je navrzen tak, aby byl
vznikajici materidl pfi fezu tkané od-
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savan a veden do hmotnostniho spektro-
metru. V tomto pfistroji jsou pfivedené
latky ionizovany, déleny podle své hmot-
nosti a naboje (m/z), detekovany a zobra-
zovany v pocitaci ve formé hmotnostniho
spektra (zavislostm/z na intenzité pikd).
Tim se v redlném case ziska molekuldrni
informace z mista fezu v tkani. Chirurg
tedy nesleduje slozité hmotnostné spek-
trometrické informace, ale ma na moni-
toru semafor, jenz méni barvy podle typu
tkané. Cervena barva signalizuje nadoro-
vou Ci poskozenou tkan a zelend barva
tkan zdravou. Pristroj tedy dokaze presné
mapovat histologicky stav tkané v pri-
béhu operace (obr. 4) [29].

Vyuziti REIMS techniky v CR

V roce 2016 byl elektronicky skalpel
spolu s hmotnostnim spektrometrem
nainstalovan a testovan v Laboratofi
charakterizace molekularni struktury
(Mikrobiologicky ustav AV CR, Praha).
Pribéh predstaveni tohoto systému je
uveden v reportazi Ceské televize [30].
CR je tak v poradi jiz ¢tvrtou zemi na
svété, kterd se zapojila do vyuzivani
a testovani techniky REIMS. Prvni ana-
lyzy provedené pomoci elektronického
skalpelu byly soucésti vyzkumu zabyva-
jiciho se detekci koncentrace léciva de-
ponovaného v nadorové a zdravé tkani
mysi trpicich melanomem. Ziskané in-
formace mohou zcela zdsadnim zpUso-
bem ovlivnit 1é¢bu i jeji u¢innost u onko-
logickych onemocnéni.

Vyhody REIMS techniky

Technologie nevyzaduje Zzadnou pfi-
pravu vzorkd ani in vivo znaceni nado-
rové tkané. Je spojena s konstrukci uni-
katni databaze obsahujici fingerprinty
hmotnostnich spekter vzniklych analy-
zou par tvoficich se pfi fezu elektronic-
kym skalpelem u presné definovanych
tkani a je Gzce propojena s nésledné pro-
vedenou histologickou analyzou. Vznikla
data jsou odbornymi pracovniky zpraco-
vavdana do databazového formatu se sta-
tistickou analyzou. Identifikace neznamé
tkané je pak zaloZena na hledéani podob-
nosti hmotnostniho spektra vysetfované
tkdné s tkdnémi ulozenymi v databazi.
Tim jsou chirurgovi poskytnuty infor-
mace v redlném c¢ase o tom, zda nado-
rova tkan byla zcela odstranéna. Cenné

jsou tyto informace zejména u nadord,
u nichz nelze pouhym okem nebo hma-
tem rozeznat okraj naddoru. To vse sni-
Zuje riziko reoperace i finan¢ni naklady
na lé¢bu pacientt. Vysledky této tech-
niky Ize kombinovat s jinymi pfistupy
schopnymi charakterizovat (identifiko-
vat, kvantifikovat atd.) jednotlivé analy-
zované latky a dosahnout tak globélniho
pfistupu profilovani. Lze také dosdhnout
poznani molekularnich markerd odpo-
védnych za rozdily v nddorové a zdravé
tkani.

Zaver
V poslednich letech byly vyvinuty a po-
psany nové ionizaéni metody spojené
s in situ a in vivo hmotnostni spektromet-
rii biologickych tkanovych vzorkd. Tech-
nicky rozvoj umoznil pfenést tyto tech-
niky do praxe a vyuzivat je pf{imo na
operacnich salech. Jsou schopné v redl-
ném case poskytovat cenné informace
o histologickém stavu tkané, pomahaji
k urceni a odstranéni tkdné obsahujici
rakovinné buriky, a tim snizuji nutnost
provadéni naslednych operaci.
Elektronicky skalpel byl primarné vyvi-
nut pro nadorovou chirurgii. V soucasné
dobé se jeho uplatnéni rozsituje i do dal-
sich odvétvi, napt. potravinarského pra-
myslu a mikrobiologie [31].
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Pokroky ve vyvoji PET radiofarmak pro pacienty

v Ceské republice

Current Progresses in Developing PET Radiopharmaceuticals

for Patients in the Czech Republic

Adam J.!, Demlova R.!, Rehak Z.'

'Regionalni centrum aplikované molekuldrni onkologie, Masaryk(v onkologicky Ustav, Brno
20ddeéleni nukledrni mediciny, Masarykdv onkologicky Ustav, Brno

Souhrn

Vychodiska: V Masarykové onkologickém ustavu v Brné (MOU) se za spoluprace projektu
RECAMO s aplikacni sférou v poslednich letech intenzivné pracuje na klinickych hodnoce-
nich modernich PET radiofarmak vedoucich k jejich budoucimu zpfistupnéni pro ceské Iékare
a jejich pacienty. Na zékladé této spoluprace byla v uplynulych letech vyvinuta mimo jiné ra-
diofarmaka [""C]lmethionin ¢i [*®FIfluorocholin, latky s dllezitym uplatnénim v onkologické
diagnostice pomoci PET. [''Clmethionin, znaceny izotopem uhliku-11 s polo¢asem pfemény
20 min, je markerem proteosyntézy, slouzicim v drtivé vétsiné k vizualizaci mozkovych tumord,
zatimco [*®F]fluorocholin, znaceny izotopem fluoru-18 s polo¢asem pfemény 109 min, je marke-
rem syntézy bunécnych membran a proliferace, jehoz nejvétsi vyuziti spociva v PET diagnostice
karcinomu prostaty. Cil: Pomoci vysledk( ziskanych provedenim klinickych hodnoceni PET radio-
farmak ve spolupraci MOU a RECAMO s vyrobcem radiofarmak na zakladé pfredem dohodnutych
a schvalenych parametrd ma byt demonstrovana ucinnost a vhodnost téchto latek k onkologické
PET diagnostice danych tumord. V obou piipadech byla radiofarmaka hodnocena ve vztahu k je-
jich majoritnimu vyuziti. Zdvér: Vysledky ziskané v ramci téchto klinickych hodnoceni prokazuji
piinos a efektivitu obou latek v PET diagnostice pfislusnych nador(. V podobé souhrnnych zprav
z klinického hodnoceni budou vysledky vyuzity v aplikacni sféfe coby soucast dokumentace po-
trebné k registraci daného radiofarmaka pro pouzivani v Ceské republice.

Klicova slova
pozitronova emisni tomografie - radiofarmaka — L-methyl-""C-methionin - "®F-fluorocholin

Summary

Background: In Masaryk Memorial Cancer Institute (MMCI), there is a long-running intensive
joint effort of the RECAMO project and commercial entities, involving mainly clinical evaluati-
ons of state-of-the-art PET radiopharmaceuticals leading to their future availability for Czech
physicians and their patients. Recently, the PET tracers ['"Clmethionine and ['®FIfluorocholine,
among others, were developed in this cooperation, both of them tracers with high importance
for oncologic positron emission tomography diagnostics. [''Clmethionine, labeled by carbon-11
with a half-life of 20 min, is a proteosynthesis marker used primarily for brain tumor visualiza-
tion, whereas ["®F]fluorocholine, labeled by fluorine-18 with a half-life of 109 min, is a marker of
synthesis of cellular membranes and cell proliferation, its primary use being PET diagnostics of
prostate carcinoma. Aim: The results of clinical evaluations of both PET radiopharmaceuticals,
performed on the basis of parameters agreed and approved beforehand in cooperation of MMCI,
RECAMO and the manufacturer of said radiopharmaceuticals, aimed to prove the efficiency and
suitability of both compounds for oncologic PET diagnostics for said tumors. In both cases, the ra-
diopharmaceuticals were evaluated in regard to their major use. Conclusion: The obtained results
prove the benefits and efficiency of both compounds in PET diagnostics of respective tumors.
The results, in the form of clinical evaluation reports, will be used as part of the documentation
required for marketing authorization of these compounds for use in the Czech Republic.

Key words
positron emission tomography - radiopharmaceuticals — L-methyl-""C-methionine - '®F-fluorocholine
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Uvod

Pozitronova emisni tomografie (PET) je
jednou z nejmodernéjsich metod mo-
lekuldrniho zobrazovani, neinvazivni
in vivo metodou umoznujici lékaflm stu-
dovat procesy v lidském téle prostred-
nictvim radioaktivné znacenych radio-
farmak a velmi piesné tak diagnostikovat
rozlicné poruchy a neobvyklé ukazy.
V kombinaci s vypocetni tomografii (CT)
patfi jiz pfes 10 let k patefnim zobra-
zovacim metoddm nejen onkologické
diagnostiky. PET je nejen v onkologic-
kych aplikacich metodou s velmi vyhod-
nym pomérem ceny a efektivity, pfispiva
nejen ke stanoveni nebo urceni diagnéz,
ale i ke stanovovani vhodné terapie di
odezvy na lécbu, a je tak dalezitym fak-
torem pro koncept takzvané personali-
zované mediciny. Vynika pfedevsim na
poli ur¢ovani metabolické aktivity na-
dor(, zhodnoceni proliferace, zhodno-
ceni hypoxie tkané, zejména nadorové,
¢i posouzeni hustoty receptord expri-
movanych v bunkach.

Hlavnim vyuzivanym PET radiofar-
makem, jakymsi taznym koném me-
tody, zUstava ['Flfluorodeoxyglukoza
(FDG), metabolicky marker, diky némuz
je mozno v téle identifikovat mista s ne-
pfirozené zvysenou ¢i naopak snize-
nou metabolickou aktivitou. FDG PET je
v soucasnosti prakticky nenahraditelnou
diagnostickou metodou pro detekci pri-
marnich tumorl a metastaz [1-4]. FDG
nicméné trpi urcitou nespecifi¢cnosti —
zvyseny piijem vykazuji také napf. mista
s probihajicim zanétlivym procesem,
nékdy je jeji pfijem vyssi v hypoxickych
oblastech, nékteré organy maji pfiro-
zené vyssi pfijem energie atd. Omezena
je i jeji schopnost posoudit odezvu na
[é¢bu - nemusi odlisit hojici se tkan od
viabilniho proliferujiciho naddoru. | to je
ddvodem, proc¢ jsou vyvijena specifi¢-
t&jsi radiofarmaka, kterd Sirokospektral-
nosti glukézy sice nedosahuji, nicméné
se hodi lépe pro nékteré specifictéjsi ap-
likace. Vhodnou volbou znacené latky
Ize monitorovat prakticky jakykoli z hle-
diska onkologického pacienta zajimavy
déj v organizmu. P¥i vyvoji novych ra-
diofarmak je nicméné zapotiebi uva-
Zit mnoho dil¢ich faktorld - vhodné
zvolit radionuklid s ohledem na che-
mizmus latky, jeji farmakokinetiku, bio-

logické chovani, polocas interakce, ale
také s ohledem na snadnost a vytézek
syntézy ¢i dostupnost prekurzoru. Drti-
va vétdina vyuzivanych radiofarmak je
proto znacena fluorem-18, nuklidem
relativné snadno pfipravitelnym a ziji-
cim dostate¢né dlouho, aby umoznio-
val transport hotového radiofarmaka na
misto potieby.

V roce 2007 bylo v arealu Masarykova
onkologického ustavu (MOU) uvedeno
do provozu druhé produkéni PET Cent-
rum UJV Rez, a.s. V souvislosti se spolu-
praci byl v roce 2009 publikovan kratky
pfehledovy ¢lanek o moznostech me-
tody PET [5]. V ndsledujicich letech byly
ve spolupréci s UJV Rez, a.s., odbornikd
z MOU a vyzkumnikd projektu RECAMO
realizovany vyzkumné vyvojové pro-
jekty zamérené na vyvoj a zpfistupnéni
daldich PET radiofarmak lékafim oboru
nukledrni mediciny a zejména jejich
pacientlim. Produktem této spoluprace
byla mimo jiné realizace klinickych hod-
noceni radiofarmak [''Clmethionin, latky
slouzici k vizualizaci mozkovych tumord,
a ['®FIfluorocholin, latky urcené k dia-
gnostice karcinomu prostaty.

["'Clmethionin

Radiofarmakum ["'Clmethionin (chemic-
kym nazvem kyselina 2-amino-4-[""C]
metylsulfanylbutanova, resp. L-[S-me-
tyl""Clmethionin) je pfikladem radioak-
tivné znacené aminokyseliny, ktera se
v téle vyskytuje pfirozené. Vétsina ami-
nokyselin je tumorovymi burikami pfi-
jimana skrze energeticky nezavisly
,L-type amino acid transporter” systém
A ¢i Na+ dependentnim systémem BO [6].
Nadorové buriky maji vétsinou zvysené
naroky na pfijem aminokyselin coby
zdroje energie a stavebniho materidlu
pro nové proteiny. Bylo dolozeno, ze
u nich dochazi ke zvysené expresi pfi-
slusnych transportnich systém [7]. Diky
tomu, Ze se po chemické strance methio-
nin znaceny "'C nijak nelisi od svého ne-
znaceného analogu, ma radiofarmakum
totozné chovaénijako pfirozend aminoky-
selina. V literatufe bylo popsano vyuziti
tohoto radiofarmaka pro detekci mozko-
vych tumort [8], jejich gradingu [9-11],
odhadu prognézy [12-14], vyhodnoceni
reakce na [é¢bu [15-18] a pro rozlisovani
mezi relapsem tumoru a radia¢ni nekro-

zou [19,20], a to i v porovnani s jinymi
PET radiofarmaky [21,22].

["'Clmethionin je znacen uhlikem-11,
tedy radionuklidem s polo¢asem roz-
padu 20 min. Vyuziti tohoto izotopu ke
znaceni je tudiz striktné vazano na cen-
tra, kterd zahrnuji vyrobni i zobrazo-
vaci zafizeni v minimalni vzdalenosti od
sebe. Prakticka transportovatelnost ta-
kového radiofarmaka je v fadu jednotek
kilometrd, tedy pouze v ramci jednoho
mésta. Realizace klinického hodnoceni
této latky v letech 2011-2014 tak byla
umoznéna blizkou spolupraci MOU se
spole¢nosti UJV Rez, a.s., ktera latku pro
klinické hodnoceni vyrdbéla ve svych
laboratofich.

Syntéza a kontrola jakosti
radiofarmaka

Nuklid [''C] byl pfipraven na cyklotronu
PET Centra Brno UJV Re?, a.s., ozaro-
vanim plynné smési kysliku a dusiku.
Reakci “N(p, a)''C se v plynné fazi vytvo-
fila smés oxidd uhliku obsahujicich [''C].
Obsah terce byl nasledné veden do syn-
tézniho zafizeni Tracerlab FXC firmy GE
Healthcare osazeného ve stinéném boxu
(obr. 1). V dalSim kroku byla smés oxidud
redukovana na niklovém katalyzatoru na
uhlovodik metan. Za vysoké teploty a pfi-
tomnosti jodu bylo vyrobeno metylaéni
Cinidlo — metyljodid ([''CJH,]). Toto bylo
vedeno do samotného reaktoru, kde
bylo rozpusténo v acetonu. Takto roz-
pustény metyljodid déle reagoval v ba-
zickém prostfedi (vodny roztok NaOH)
s prekurzorem lécivé latky, L-homocys-
teintiolaktonem. Po reakci byl odparen
aceton, reakéni smés neutralizovana HCl
a injektovana na semipreparativni HPLC
(vysokoucinna kapalinovéa chromatogra-
fie) kolonu vestavénou v syntéznim za-
fizeni. Eluci vodnym roztokem NaCl byl
nasledné z reakéni smési jimanim pfi-
slusného chromatografického peaku zis-
kan roztok [""Clmethioninu. V souladu
s pozadavky Statniho ustavu pro kont-
rolu légiv (SUKL) byla provedena analyza
jakosti radiofarmaka - kontrola vzhledu,
kontrola totoznosti (gamma spektrome-
trie, kapalinové chromatografie), radio-
chemickad cistota (kapalinovd chroma-
tografie), chemicka cistota (kapalinova
chromatografie), enantiomerni Cistota
(kapalinova chromatografie), radionuk-
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lidova cistota (gamma spektrometrie),
objemova aktivita, kontrola pH a po po-
tvrzeni vyhovujicich parametr( byla
latka preddna na Oddéleni nuklearni
mediciny, MOU.

Organizace vysetieni

Vsechna [""Clmethionin-PET vysetieni
byla provadéna u pacientll s recidi-
vou mozkového nadoru na hybrid-
nim PET/CT skeneru PET/CT Biograph
64 (Siemens, Erlangen, Némecko). Apli-
kovana aktivita byla pro prvni skupinu
pacient(l pfipravovéna v cilové davce
500 MBq, v druhé pak 350 MBq. Snimani
v rozsahu mozku bylo provadénov 5., 20.
a 35. min. Vyhodnocovani studii probi-
halo na konzolich Syngo MultiModality
WorkPlace (Siemens). CT bylo snimano
jen v rezimu low-dose CT, k uptesnéni
anatomické orientace byla vyuzivana
,off-line” fuze s MRI mozku.

Vzhledem k tomu, Ze [""Clmethio-
nin neni registrovanym diagnostickym
lé¢ivym pfipravkem, probihaly ves-
keré Ukony spojené s aplikaci a hodno-
cenim v rdmci akademicky iniciované
klinické studie schvalené SUKL (Eu-
draCT Number 2011-004877-10). Zada-
vatelem klinické studie byl MOU a ap-
likace hodnoceného radiofarmaka
probihala na Oddéleni nuklearni medi-
ciny, MOU. Do klinické studie byli zafa-
zovani pacienti s primarnimi high-grade
gliomy nebo extrakranialné ulozenymi
nadory se sekundarnim postizenim
mozku, a to vzdy po potvrzeni MRI vy-
Setfenim. Primdrnim cilem studie bylo

Obr. 1. Syntézni modul GE Tracerlab FXC pouzity k syntéze ['"C]lmethioninu. Zdroj [36].

prokdzéni akumulace radiofarmaka po-
daného v davce 500 MBq, pfipadné
350 MBq a jejich srovnani, sekundar-
nim cilem studie bylo hodnoceni bez-
pecnosti aplikovaného radiofarmaka.
Celkové bylo do klinického hodnoceni
zafazeno 18 pacientd, vysledné hodno-
titelnych bylo 16 pacientd.

Vysledky

Vysledky provedeného klinického hod-
noceni potvrdily ocekdvané schop-
nosti radiofarmaka ['"C]methionin v dia-
gnostice high-grade glioml mozku
pomoci PET vysetfeni kombinovaného

s CT ¢i MRI obrazy vysetfované oblasti
(obr. 2). K dostate¢cnému zobrazeni na-
dorové tkané dostacovala intravendzni
aplikace 350 MBq radiofarmaka (max.
500 MBq) v dobé aplikace. Radiofarma-
kum [""Clmethionin je mozné pouzit
i k diagnostice jinych primarnich moz-
kovych nadorl nebo sekundarnich na-
dorovych procesd v mozku, pokud jina
vysetfeni nevedou k jednoznaénym
vysledkdm.

['®F1fluorocholin
['®FIfluorocholin (chemickym nazvem
['8F]fluorometyl-dimetyl-2-hydroxy-

Obr. 2. ['"C]lmethionin-PET a fize s MRI mozku.
Recidiva gliomu temporalné vlevo vykazuje vysokou akumulaci [''Clmethioninu.
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k —
Obr. 3. Sestava modulti Synthera V2

a Synthera HPLC s osazenymi integrova-
nymi fluidnimi procesory (IFP). Zdroj [37].

etylammonium; resp. ['®FIfluorometyl-
cholin) je typickym pfikladem specia-
lizovaného radiofarmaka znaceného
fluorem-18. Karcinom prostaty v po-
slednich letech rapidné nabyvé na vy-
znamu - s prodluzujici se ocekdvanou
dobou doziti naristd mnozstvi muzd, jiz
touto chorobou trpi. V poslednich 20 le-
tech doslo v CR ke zvyseni incidence
tohoto typu nadoru pfiblizné o 70 %
a vzhledem k sou¢asnému prodluzovani
ocekdvané doby doziti Ize ocekdavat, ze
pocet pacientl s touto diagnézou bude
do budoucna i nadéle naristat. Pravdé-
podobnost vyskytu karcinomu prostaty
u pacienta prudce stoupd s vékem -
hlavni skupinu pacientd reprezentuji
muzi od 70 do 80 let véku (az 80 %)
a v pripadé doziti se 90 a vice let je prav-
dépodobnost onemocnéni karcinomem
prostaty pro muze prakticky 100 %. One-
mocnéni se mlze ale objevit i u muzd
mladsiho véku, pravidelny screening
hraje proto nezastupitelnou ulohu pro
casny zachyt tohoto onemocnéni. Ro¢né
je diagnostikovano rGznymi metodami
kolem 7 000 novych pfipadl. Nicméné
primarni PET radiofarmakum, FDG, neni
pro Ucely vysSetfeni prostaty pomoci
PET vhodné [23,24]. FaktorU je nékolik —
mald velikost cilového organu, vétSinou
nizka metabolickd aktivita bunék karci-
nomu prostaty, zna¢na variabilita v mife
akumulace FDG u jednotlivych pacientt
s karcinomem prostaty a zejména bez-
prostiedni blizkost orgdnu s vyraznym
fyziologickym pfijmem radiofarmaka,
mocového méchyre. ["®F]fluorocholin
vsak tyto nedostatky eliminuje.

Fluorocholin je fluorem znacenym
analogem cholinu, zdkladniho staveb-
niho kamene fosfolipidickych mem-
bran. Cholin je prekurzorem pro bio-
syntézu fosfolipidd a do buriky pronika
skrze cholinové transportéry. Takzvanou
Kennedyho drdhou je z néj posléze syn-
tetizovan fosfatidylcholin [25]. Krokem
limitujicim rychlost této drahy je hned
krok prvni, kdy je pomoci cholin kinazy
katalyzovana fosforylace cholinu na fos-
focholin [26].V bunkach karcinomu pro-
staty je cholin kindza zvysené exprimo-
vana. DeGrado et al v roce 2001 dolozili,
Ze "®F znaceny fluorocholin je in vitro fos-
forylovan cholin kinazou, stejné jako
jeho neznaceny analog [27]. To zavdalo
podnét k vyuziti fluorocholinu jako zob-
razovaciho PET agens pro karcinom pro-
staty [28-33]. Specifické vlastnosti fluo-
rocholinu ale motivuji vyzkumniky
i k vyuziti u jinych typl nadord, napf. he-
patocelularniho karcinomu ¢i nadord
pristitnych télisek [34-35].

Syntéza a kontrola jakosti
radiofarmaka
Nuklid '®F byl pfipraven na pracovisti
PET Centra Brno ozafovanim tzv. obo-
hacené vody, H,['*0], vody obohacené
o izotop kysliku-18. Ostfelovanim proto-
novym paprskem se &ast kysliku-18 pre-
ménila jadernou reakci ¥O(p,n)'®F na
fluor-18, izotop s polocasem premény
109 min. Vodny roztok fluoridovych
['8F] iontd byl veden do syntézniho zafi-
zeni IBA Synthera vyuzivajiciho technolo-
gie takzvanych integrovanych fluidnich
procesorU (IFP), de fakto jednorazovych
chemickych aparatur (obr. 3). V prvnim
kroku byly zroztoku na separa¢ni kolonce
izolovany samotné ionty ['®F]". V prvni
fazi syntézy byl pak na destilacnim IFP
fluoraci dibrommetanu pfipraven vy-
soce tékavy ['®FIfluorobrommetan. Tato
latka byla izolovana destilaci, precisténa
a vedena k druhému, tzv. alkyla¢nimu
IFP. Zde probihala pfimo na koloné alky-
la¢ni reakce ["®FIfluorobrommetanu s di-
metylaminoetanolem za vzniku ['®Ffluo-
ro(metyl)cholinu. Po dalsim precisténi od
vedlejsich produktl a zbylych reaktant(
byla findlni 1é¢iva latka eluovana fyziolo-
gickym roztokem.

V souladu s pozadavky SUKL byla pro-
vedena analyza jakosti radiofarmaka —

kontrola vzhledu, kontrola totoZnosti
(gamma spektrometrie, iontova chro-
matografie), radiochemicka cistota (ion-
tova chromatografie, tenkovrstva chro-
matografie), chemicka cistota (iontova
chromatografie, tenkovrstva chromato-
grafie), radionuklidova ¢istota (gamma
spektrometrie), objemova aktivita, hod-
nota pH a po potvrzeni vyhovuijicich pa-
rametrd byla latka pfeddna na Oddéleni
nuklearni mediciny, MOU.

Vysetieni a organizace klinické studie
Vsechna ['®F]fluorocholin-PET vysetieni
byla provadéna u pacientl s histologicky
prokdzanym karcinomem prostaty na
hybridnim PET/CT skeneru PET/CT Bio-
graph 64 (Siemens, Erlangen, Némecko),
a to v rdmci akademicky iniciované kli-
nické studie schvéalené SUKL (EudraCT
Number 2014-005345-50). Zadavatelem
klinické studie je MOU, standardni moni-
toring a farmakovigilance je provadéna
ve spolupraci s infrastrukturou pro kli-
nickd hodnoceni CZECRIN. Do klinické
studie jsou zafazovani pacienti s lokali-
zovanym nebo lokalné pokrocilym karci-
nomem prostaty s vysokym rizikem, a to
pred zvazovanou kurativni [é¢bou, nebo
pacienti s diseminovanym onemocnénim
k posouzeni rozsahu postizeni. Vsichni
pacienti zafazeni do klinického hodno-
ceni souhlasili s ucasti ve studii pode-
psanim informovaného souhlasu schva-
leného Etickou komisi MOU. Primarnim
cilem klinického hodnoceni je proka-
zani akumulace radiofarmaka v nadorové
tkani karcinomu prostaty, sekundarnimi
cili studie pak hodnoceni bezpecnosti
a srovnani akumulace radiofarmaka v ¢a-
sovych intervalech 10 a 60 min po apli-
kaci. Aplikovana aktivita byla pfipravo-
véna v cilové davce 4 MBqg/kg. Snimani
v rozsahu od kolen k loktlim vzpazenych
hornich koncetin v¢. hlavy bylo prova-
déno v 10. a 60. min po aplikaci radiofar-
maka. Vyhodnocovani studii probihalo
na konzolich Syngo MultiModality Work-
Place (Siemens). CT bylo snimano jen
v rezimu low-dose CT, k upfesnéni anato-
mické orientace byla vyuzivana ,off-line”
fuze s MRl mozku.

Vysledky
Klinické hodnoceni a aplikace hodno-
ceného radiofarmaka v ramci klinické
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Obr. 4. ["®*F]fluorocholin-PET/low-dose CT.

Vysetieni v 10. min od aplikace radiofarmaka Iépe prokazuje zvysenou akumulaci fluorocholinu v primarnim karcinomu prostaty (lokali-
zacni kfiz), naopak mnohocetné kostni metastazy jsou lépe patrny pfi vysetieni v 60. min.

studie je v soucasné dobé provadéno
na Oddéleni nuklearni mediciny, MOU.
K31.5.2016 bylo do studie zafazeno cel-
kové 26 pacientl z celkové planovaného
poctu 30-35 hodnotitelnych pacient(.
Z pribéznych vysledku (obr. 4) Ize fict, Zze
u zafazenych pacientt doslo k zobrazeni
nadorové tkané jak v primarnich karci-
nomech prostaty, tak i v loZiscich recidiv
v [0Zku po prostatektomii ¢i uzlinovych
i kostnich metastazach. Vysetieni ne-
byla provazena zadnymi zavaznymi ne-
zadoucimi Ucinky testovaného radiofar-
maka a byla pacienty dobfe tolerovana.
Vysledky klinického hodnoceni s vyhod-
nocenim primarnich i sekundarnich cilt
studie bude provedeno do konce roku
2016.

Zaveér

Spole¢né Usili RECAMO, MOU, a vyrobce
PET radiofarmak UJV Rez, a.s., vedlo
v uplynulych letech k pfipravé a reali-
zaci dvou klinickych hodnoceni PET ra-

diofarmak pro diagnostiku mozkovych
tumorld (["'Clmethionin) a karcinomu
prostaty (['®FIfluorocholin). Vysledky zis-
kané v ramci téchto klinickych hodno-
ceni prokazuji pfinos a efektivitu obou
latek v PET diagnostice pfislusnych na-
dor(. V podobé souhrnnych zprav z kli-
nického hodnoceni budou vysledky vy-
uzity v aplika¢ni sféfe coby soucast
dokumentace potifebné k registraci
daného radiofarmaka pro pouzivani
vCR.
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