,Cukry zasahuji" aneb glykomika na poli

nadorovych biomarkerus

'Sugars Interfere’ or Glycomics in the Field of Cancer Biomarkers

Zahradnikova M., Vojtések B., Hernychova L.

Regionalni centrum aplikované molekularni onkologie, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno

Souhrn

Glykomika se zabyva detekci a charakterizaci glykand pfitomnych v biologickych vzorcich.
Je znamo, Ze glykanové struktury dodavaji biomolekulam vysoky stupen strukturni diverzity
a tim i mnohostranné biologické funkce, jako jsou bunécné rozpoznavani, adheze nebo zapo-
jeni v bunécnych signalnich drahach. Vyznamné se také ucastni onkogeneze, napt. ve fazich
invaze, metastazovani a angiogeneze. Analyza glykanovych struktur pfitomnych v nadorovych
tkanich nebo télnich tekutinach pacientt je tedy slibnym nastrojem pro hledani potencialnich
nadorovych biomarkerd nezbytnych pro ¢asnou diagnostiku nadorovych onemocnéni. V pred-
loZené praci je popsan proces glykosylace a vznik N- a O-glykan(, souc¢asné jsou zminény pfi-
klady glykanového profilovani u rakoviny slinivky bfi$ni, prostaty a vaje¢niku.
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Summary

Glycomics is concerned with detection and characterization of glycans present in biological
samples. It is well-known that glycan structures impart high degree of structural diversity to
biomolecules and thus add wide-ranging biological functions, such as cellular recognition,
adhesion or involvement in cellular signaling pathways. They substantially participate in onco-
genesis, e.g. in phases of invasion, metastasis and angiogenesis. Therefore, analysis of glycan
structures in tumor tissues or body liquids is a promising tool for searching for potential tumor
biomarkers essential for an early diagnosis of the neoplastic disease. The presented review de-
scribes the process of glycosylation and the origination of N- and O-glycans, presenting exam-
ples of glycan profiling in pancreatic, prostate and ovarian cancer.
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Uvod

V CR je kazdoro¢né nové diagnosti-
kovano pres 82 000 piipadl nadorového
onemocnéni (data z roku 2010). Ze sta-
tistik soucasné vyplyva, ze se u kazdého
tretiho obyvatele CR v priibéhu Zivota
nadorové onemocnéni vyskytne a kazdy
¢tvrty mu podlehne [1,2]. Jednim z fak-
torl vysoké umrtnosti na nadorova one-
mocnéni je absence diagnostickych
biomarker(. Za nadorové biomarkery

mohou byt povazovény povrchové i se-
cernované molekuly rdzného charak-
teru produkované nadorovymi, ale i ne-
nadorovymi bunkami jako odpovéd na
pfitomnost nadoru. Pro klinické ucely
idedIni marker podava informace pouze
o jednom biologickém nebo patologic-
kém procesu [3]. Biomarkery lze stano-
vovat z krve (séra, plazmy), dalSich téles-
nych tekutin nebo ze vzorkd tkani, ale
obecné jsou upfednostfiovany neinva-
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Obr. 1. Typy N- a O-glykanti.

A. centrdlni strukturu N-glykand. B. tfi strukturni typy N-glykan(; zleva mandzovy typ,
hybridni typ a komplexni typ. C. zékladni centralni struktury O-glykand.

zivni zpUsoby odbéru biologického ma-
teridlu minimalizujici zatéz pacienta [4].
Jednim z velmi nadéjnych odvétvi pro
hledani novych potenciédlnich bio-
marker( je glykomika, kterd napf. me-
todou glykanového profilovani sleduje
kvalitativni i kvantitativni rozdily v glyka-
novych strukturdch mezi onkologickymi
pacienty a zdravou populaci.

Termin glykomika vznikl z pfedpony
glyko- uzivané v chemii sacharidi (z fec-
kého glykys - sladky) a pfipony -omics
dohodou pouzivané v nazvech po-
dobnych ,omovych” obor(, napf. pro-
teomika (zabyvajici se proteiny) [5].
Objektem zdjmu glykomiky je struktura
a biologicka funkce glykand - monosa-
charidd, jednoduchych i vétvenych oli-
gosacharidd, zpravidla kovalentné na-
vazanych na dalsi biologické (makro)
molekuly a ¢asto lokalizovanych na
vnéjsich membranach bunék, kde pred-
stavuji prvni moznost bunééné komu-
nikace [6]. Z doposud publikované li-
teratury vyplyva, Ze rakovinné burky
vykazuji abnormalni glykosylace — napt.
hyperfukosylace, charakteristické prede-
v$im pro rakovinu pankreatu a rakovinu
kolorekta [7-9], nebo nadmérnou sialy-
laci, jejiz vyskyt byl popsén u rakoviny
prostaty [10] a rakoviny vaje¢nikd [11].
S ohledem na rozmanitost glykanovych
struktur a mnozstvi glykokonjugatt (gly-
kolipidy, glykosfingolipidy, muciny a jiné
glykoproteiny) budou popsany pouze
procesy N- a O-glykosylace proteind,
protoze jsou nejcastéji se vyskytujicim
typem glykosylace u Zivych organizm.

Glykosylace

Glykosylace je komplexni proces spe-
cifického navézani monosacharidové
nebo oligosacharidové jednotky na pro-
tein nebo lipid za vzniku glykoproteinu
anebo glykolipidu pfi kotransla¢nich i
posttranslacnich procesech. N-glykosy-
lace zac¢ind syntézou oligosacharidového
prekurzoru vazaného na lipid dolichol
v membrané hrubého endoplazmatic-
kého retikula. Struktura prekurzoru je
v této fazi stejna pro vsechny eukaryo-
tické bunky — obsahuje tfi glukézy (Glc),
devét mandz (Man) a dva N-acetylgluko-
saminy (GIcNAc), a soucasné obsahuje
centralni strukturu véech N-glykanu slo-
zenou z Man,GIcNAc,, kterd je nékdy
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Obr. 2. Biosyntéza N-glykanu.

oznacovana i jako trimannosyl-chitobio-
sové jadro charakteristické pro viechny
N-glykany napfi¢ zivymi organizmy
(obr. 1A). Molekula prekurzoru Glc,Man,
GIcNAc, je nasledné pfenesena en bloc
z dolicholového nosi¢e na amidicky
dusikaminokyseliny asparagin (Asn) pro-
teinu, ktery ma byt glykosylovan. Tento
krok je katalyzovan enzymem oligosa-
charid-protein transferaza, ktera jako
substrat rozpozna pouze specificky ami-
nokyselinovy motiv Asn-Xxx-Ser nebo
Asn-Xxx-Thr, kde Xxx mUze reprezento-
vat jakoukoli aminokyselinu s vyjimkou
prolinu. Nové vznikly protein s navéza-
nym jednim nebo vice glykany je nej-
prve modifikovén v endoplazmatickém
retikulu enzymatickym odstépenim tii
terminalnich glukéz a poté vstupuje do
cisteren Golgiho aparétu, v nichz je gly-
kanu dana vysledna struktura odstépe-
nim mandz a navazanim dalsich mo-
nosacharid kaskadou enzymatickych
reakci katalyzovanych glykosidazami
a glykosyltransferazami (obr. 2) [12-16].
Obecné lze fici, Zze pro rdzné proteiny
stejné jako pro rGzné typy bunék jsou
tvofeny N-glykany nejriznéjsich struk-
tur. Nejcastéji pozorujeme tfi typy lid-

skych N-glykanovych struktur: 1. mané-
zovy typ, 2. hybridni typ a 3. komplexni
typ (obr. 1B) [17].

Proces O-glykosylace probihd v cister-
nach Golgiho aparatu, do kterého vstu-
puji monosacharidy navazané na nuk-
leotidovém prenaseli (mono- nebo
difosfatu), a v této podobé jsou také sub-
stratem pro odpovidajici glykosyltrans-
ferazy (obr. 3) [18,19]. Pro O-glykany
neni znam zadny vazebny motiv v ami-
nokyselinové sekvenci, dostacujici je pfi-
tomnost Ser nebo Thr v primarni struk-
tufe proteinu. Je zndmych osm variant
centrélnich struktur O-glykan( (obr. 1C),
nejbéznéjsim savéim typem jsou cent-
réIni struktury 1 a 2 mucinového typu.
Muciny jsou vysokomolekularni pro-
teiny secernované sliznicemi, které jsou
soucasné hyperglykosylovany vétsinou
krat$imi oligosacharidy [20].

Glykosylace obecné predstavuje
jednu z nejcastéji se vyskytujicich post-
transla¢nich modifikaci, kterd byla za-
znamenana u mnoha membrénovych
i secernovanych proteind. Glykosylaci
proteinu velmi ¢asto dochdazi ke zmé-
nam jeho strukturnich vlastnosti, a tedy
i funkce [21,22].

Jak glykanové struktury ovliviuji
nadorova onemocnéni?

V poslednich letech se v literatufe téma
glykomiky stéle vice objevuje v souvis-
losti s nejriznéjsimi typy nadorovych
onemocnéni, u nichz byly ¢asto pozoro-
vany zmény v glykosylaci proteinli pro-
dukovanych nadorovymi burikami. Gly-
kanovy profil pfimo koreluje s biologii
nadoru, vyznamnou mérou se podili
na jeho charakteru a soucasné se pro-
mita napf. do procesu invazivity nadoru
a neoangiogeneze. Nadorové bujeni ak-
tivuje expresi abnormélnich glykand,
které podporuji interakce nadorovych
bunék s leukocyty, trombocyty i endo-
telidInimi burikami a usnadnuji tvorbu
metastéaz [23].

Rakovina pankreatu

Nadorové onemocnéni pankreatu drzi
jednu z prednich pficek umrtnosti mezi
nadorovymi onemocnénimi s pétiletym
prezitim 4 %. Vétsiné pacientl (50 %)
je onemocnéni diagnostikovdno az ve
IV. stadiu, pouze u 5 % pacientl je za-
chyceno uz v I. stadiu. Jednim z dd-
vodl velmi pozdni diagnostiky je ab-
sence vhodného screeningového
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Obr. 3. Biosyntéza O-glykand.

programu, ktery by umoznil v¢asny za-
chyt onemocnéni. V soucasnosti je nej-
Castéji stanovovanym sérovym marke-
rem ndadorovy antigen 19-9 (CA19-9),
jehoz diagnosticky vypovidajici hodnota
je limitovana vysokym poctem falesné
pozitivnich stanoveni. CA19-9 neu-
moznuje rozlisit chronickou pankrea-
titidu a rakovinu pankreatu, a tudiz
neni vhodny pro v€asnou diagnostiku
choroby [24,25].

Glykomicka profilovani sér pacientl
s diagnostikovanou rakovinou pan-
kreatu vykazovala zmény ve stupni
fukosylace glykanu. Bylo zjisténo, Ze
fukosylace B-fetézce haptoglobinu je
signifikantné vyssi u pacientd s rakovi-
nou pankreatu oproti kontrolni popu-
laci [7]. V roce 2012 byla publikovana
studie, v rdmci niz byla analyzovéna te-
kutina pankreatickych cyst identifiku-
jici vice nez 80 glykanovych struktur,
z nichZ 40 bylo hyperfukosylovanych.
Pfitomnost fukosylovanych glykan( se
tedy jevi jako slibnym marker, pfestoze
mechanizmus hyperfukosylace dopo-
sud neni zcela objasnén [26].

Rakovina prostaty

V fadé vyspélych zemi svéta je rakovina
prostaty nejcastéjsim muzskym zhoub-
nym onemocnénim. Kazdy rok je po
celém svété diagnostikovano vice nez
600 000 novych pfipadd rakoviny pro-
staty, v EU potom okolo 300 000 no-
vych pfipadl a pfiblizné 90 000 muzl
ro¢né na rakovinu prostaty umira [27].
Pfesna pfic¢ina vzniku onemocnéni neni
jednoznacné znama, ale i zde hraje di-
lezitou roli véasna diagnostika, ktera
rutinné pouziva stanoveni hladiny pro-
statického specifického antigenu (PSA).
Pfestoze PSA patii mezi nejlépe defino-
vané doposud pouzivané biomarkery
rakoviny prostaty, i tady dochazi k re-
lativné vysokému podilu falesné pozi-
tivnich vysledkl. Zvysena hladina PSA
v séru byla pozorovédna kromé rakoviny
prostaty u benigni hyperplazie prostaty,
zanétu prostaty, ale i po pohlavnim
styku [28].

Z glykanovych frakci izolovanych ze
sér pacientll s rakovinou prostaty meé-
fenych na hmotnostnim spektrometru
bylo identifikovdno celkem 50 glyka-

novych struktur. Statisticky vyznamné
rozdily byly nalezeny u 12 glykand,
mezi kterymi byly i vice fukosylované
struktury [29].

Rakovina vajecniku
JTichy vrah”, jak se také rakoviné va-
je¢niku prezdivd, byva rocné dia-
gnostikovan u témér ¢tvrt milionu Zen
na svété a ro¢né ji podlehne okolo
140 000 pacientek. Prognéza tohoto
onemocnéni je velmi Spatnd, nebot je
obvykle diagnostikovédno az v pokro-
¢ilém stadiu, kde je vysoka pravdépo-
dobnost metastazovani. Pro rana stadia
jsou typické nespecifické symptomy jako
Uporné nadymani, bolesti bficha, ztrata
chuti k jidlu, které mohou byt snadno
zaménény s jinym onemocnénim. Dia-
gnostické metody zahrnuji nejéastéji vy-
Setfeni ultrazvukem a stanoveni hladiny
sérového mucinézniho glykoproteinu —
nadorového antigenu 125 (CA-125) [30].
Jednd se opét o nespecificky marker, pro-
toze zvysenou hladinu CA-125 zpudsobuiji
i onemocnéni jater, adenomyédza, pan-
kreatitida, ale soucasné i nadorova one-
mocnéni zlucovych cest, prsu, jater nebo
tlustého streva. Zvlasté problematicka je
situace u ranych, relativné dobfre lécitel-
nych, stadii rakoviny vaje¢niku, u kterych
je specifita CA-125 jen okolo 50 % [31].
Podobné jako u vyse zminénych one-
mocnéni byly publikovany prace spo-
jujici rakovinu vajec¢nikl se zménou
glykanového profilu a pfitomnosti ab-
normalnich glykand. Studie z roku
2012 popisuje N-glykanovy profil
20 kontrolnich sér, 19 sér pacientek s po-
krocilou rakovinou vaje¢niku a 11 sér
pacientek po Iécbé docetaxelem a ima-
tinib mesyldtem. Trendy pozorované
mezi kontrolni skupinou vzorkl a sku-
pinami pred [é¢bou i po ni jasné potvr-
zuji hypotézu, ze zmény v glykanovém
profilu mohou podévat uzite¢né infor-
mace o progresi onemocnéni i v pru-
béhu lécby [32].

Metodika prace s glykany

Glykany mohou byt izolovany z rlz-
nych typu biologickych vzorkl zahrnu-
jicich tkan, télni tekutiny a také mate-
ridl ziskany z bunécnych linii pfi in vitro
studiich. Vyhodou glykanové analyzy
je nizkd spotfeba vzorku, kdy pro kom-
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pletni glykanovou analyzu je napft. do-
stacujici 2,5-5 pl séra. Glykany mohou
byt z glykoproteint oddéleny enzyma-
tickym Stépenim, nej¢astéji endoglyko-
sidazou PNGazou F, kterd oddéli kom-
pletni glykan stépenim kovalentni vazby
mezi Asn a prvni GIcNAc [33]. Vyuzivédna
je i metoda sekvencniho $tépeni, pfi niz
je pouzito postupné nékolik enzym,
poskytujici detailnéjsi informace o gly-
kanovych strukturach. Glykany Ize uvol-
nit i neenzymaticky chemickou reakci
(B-eliminaci), kterd je doprovazena kom-
pletni degradaci proteinové slozky,
hojné vyuzivanou pfi analyze O-gly-
kanu [34]. Po uvolnéni glykan( z glyko-
proteint dochazi k jejich purifikaci a ex-
trakci. Vyznamnym krokem glykanového
profilovani je derivatizace glykand, nej-
Castéji permetylace, pfi niz dochazi k na-
hrazeni vodikd hydroxylovych skupin
metylovymi skupinami. Tento krok izo-
lované glykany stabilizuje, usnadnuje je-
jich ionizaci a separaci pfi hmotnostné
spektrometrickém méreni. Findlnim
krokem je detekce a kvantifikace gly-
kanU, ke které se pouzivaji tfi zdkladni
pfistupy: 1. kapalinovd chromatogra-
fie s fluorescencni detekci, 2. kapilarni
elektroforéza s laserové indukovanou
detekci a 3. hmotnostni spektromet-
rie (obr. 4). Vybér vhodné techniky za-
visi na typu detekce a na komplexnosti
vzorku. Pro nasledné vyhodnoceni je
mozno pouzit Siroké spektrum statis-
tickych pfistup(, napf. vypocet p hod-
noty a ROC analyza (receiver operating
characteristic AUC) [35].

Zavér

Hledani novych nddorovych biomarkert
je stale vyzvou a predevsim nutnosti pro
v¢asnou diagnostiku onemocnéni, moz-
nost sledovani jejiho prlibéhu a zejména
pro volbu nejvhodnéjsi a nejucinnéjsi
[écby na zdkladé individualnich vlast-
nosti nadord. Komplikacemi jsou mimo
jiné komplexita biologického materialu
a velmi nizké koncentrace bilkovin se-
cernovanych nddorem v ranych stadiich,
v ng/ml a nizsi, do biologickych teku-
tin (krev, sliny, moc¢). Glykomika pred-
stavuje bezpochyby nové paradigma
pro hledani nadorovych biomarkerd.
Je snad jen otdzkou casu, kdy budou
nové specifické glykokonjugaty prispi-

vzorek

odstépeni
glykant

purifikace
separace

derivatizace
glykana

ioniza¢ni
technika

hmotnostni
analyzator

v

.
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Obr. 4. Ukazka workflow pro praci s glykany.

Obecné kroky glykanového profilovani jsou zndzornény v levé casti a nékteré typy vhod-
nych metod v pravé ¢asti obrazku. Vybér vhodné metody vzdy zavisi na typu vzorku.

vat ke véasné diagnostice nadorovych
onemocnéni.
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