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Souhrn

Vychodiska: Nadory prostaty (prostate cancer - PC) tvoii heterogenni skupinu onemocnéni s vysokou
mirou prevalence, jenz v populaci zapadnich zemi neustale stoupa. Od roku 1980 je pro sledovani
stavu nadorového onemocnéni prostaty pouzivano stanoveni prostatického specifického antigenu
(PSA) v krevnim séru nasledované dalsimi diagnostickymi postupy. Avsak relativni spolehlivost téchto
vysetieni je vykoupena nepfijemnym, invazivnim poskozenim tkané. Proto se neustéle hledaji mo-
lekuly, které by mohly tyto stresové situace eliminovat a zvysit tak zachyt PC nebo dokonce poskyt-
nout informace o vyvoji a pribéhu onemocnéni. V nyné;jsi dobé ukazuji metabolomické a genomické
studie, Ze nékteré biomolekuly mohou byt vyuzity pro zlepSeni diagnosticko-prognostickych moz-
nosti a/nebo mohou byt dokonce vhodnym cilem pro vyvoj novych terapeutickych modalit. Jed-
nou z téchto biomolekul je enzym glycin-N-metyltransferaza (GNMT), jenz hraje duleZitou roli v bio-
chemické konverzi glycinu na sarkosin. Souvislost této molekuly, ale také stejnojmenného genu, ktery
ji kéduje (GNMT), s PC byla prokézana na nékolika trovnich a Ize ji tak povazovat za jeden ze slibnych
cill pro navrh novych diagnosticko-prognostickych pfistupt. Cil: Cilem préce je popsat fyziologickou
roli a déle sumarizovat propojeni mezi GNMT a PC, a to jak na Urovni genové struktury, genové ex-
prese tohoto enzymu, tak na Urovni metabolizmu, ktery GNMT katalyzuje, ¢imz fidi nejen metyla¢ni
status buriky, ale také metabolizmus kyseliny listové ¢i methioninu. V neposledni fadé je téz disku-
tovana dulezitost metylacnich procesd v bunikach a souvislost mezi jejich aberacemi a rozvojem PC.
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Summary

Background: Prostate cancer (PC) constitutes a heterogeneous group of diseases with high preva-
lence rates that are still increasing, particularly in western countries. Since 1980, prostate specific
antigen (PSA) and other diagnostic approaches have been used for PC screening; however, some of
these approaches are often deemed painful and cause invasive damage of tissue. Therefore, mole-
cular approaches to PC diagnosis are attracting increasing attention, potentially providing patients
with less stressful situations and providing better diagnoses and even prognostic information. Recent
metabolomic and genomic studies have suggested that biomolecules can be used as diagnostic or
prognostic markers or as targets for the development of novel therapeutic modalities. One of these
molecules is glycine-N-methyltransferase (GNMT), an enzyme that plays a pivotal role in the bioche-
mical conversion of glycine to sarcosine. The link between this molecule (encoded by homonymous
gene - GNMT) and PC has been confirmed at several levels, and thus GNMT can be considered a pro-
mising target for the development of advanced diagnostic and/or prognostic approaches. Aim: The
aim of this study was to analyse the physiological role of GNMT and to examine in greater detail its
connection with PC at different levels, including gene structure, gene expression, and metabolism, in
which GNMT plays an important role, not only in controlling the methylation status of cells, but also
the metabolism of folic acid and methionine. Last but not least, we discuss the importance of cellular
methylation processes and the link between their aberrations and PC development.
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Uvod

Hypotéza, ze maligni nddor mize byt
zpusoben specifickymi molekuldrné-
-biologickymi alteracemi, byla poprvé
experimentdlné ovéfena v roce 1911,
kdy F. P. Rous prokdzal, ze sarkomy
u kurat mohou byt indukovany bezbu-
néc¢nymi filtraty ziskanymi z tkanové
kultury kufeciho sarkomu [1]. O néko-
lik dekdd pozdéji byla potvrzena virova
etiologie téchto tumorU a bylo zjisténo,
Ze za indukci Rousova sarkomu je zod-
povédny unikatni virovy onkogen v-src
(viral-avian sarcoma oncogene) [2]. Toto
zjisténi vedlo k identifikaci celé fady dal-
Sich virovych onkogend, ale také jejich
homologl pfitomnych v genomech vys-
Sich organizm(, v¢. ¢lovéka [3]. V dnesni
dobé je jiz ztejmé, ze za rozvoj malignich
nadorl jsou zodpovédné progresivni
a kumulativni alterace v genetické infor-
maci organizmu.

Nadorovd onemocnéni prostaty (pros-
tate cancer — PC) jsou heterogenni sku-
pinou onemocnéni fadici se v fadé
zemi vé&. CR na prvni misto v poctu dia-
gnostikovanych pacientl [4]. Je po-
psano velké mnozstvi gen(, protein(
¢i metabolitd, jeZ jsou pfimo zapojeny
do progrese prekurzorové léze v lo-
kalizovaném ¢i metastatickém PC [5].
| pfes znacné pokroky ve znalosti ge-
novych a proteinovych expresnich pro-
fild u pacientl s PC nejsou komplexni
zmény na Urovni metabolomu stéle

Obr. 1. Struktura tetrameru glycin-N-me-
tyltransferazy (GNMT), ziskana z krysta-
lografickych studii pii rozliseni 2.5 A.
Prevzato jako zaznam 1BHJ z RCSB Protein
Data Bank (www.rcsb.org).

zcela popséany. Dulezitou soucasti ma-
ligni transformace jsou také zmény na
urovni bioenergetiky bunék. Pravdépo-
dobné nejznaméjsi metabolickou alte-
raci malignich bunék je tzv. Warburgtv
efekt predstavujici posun ke zvysené
glykolyze, produkci laktatu a zvyseni
bioenergetickych narokl [6]. U glyko-
lyzy bylo zjisténo, ze pomoci vhodnych
inhibitor( Ize tento proces Uspésné blo-
kovat, a tim specificky zamezit rozvoji
nadord [7]. K dnednimu datu je jiz néko-
lik inhibitor( glykolyzy testovano v rlz-
nych fazich pre-klinického ¢i klinického
testovani a aplikace téchto preparat(i
sméfuje predevsim k terapiim hypoxic-
kych nadord.

Specifické metabolické drahy a mo-
lekuly, které v nich plsobi, tak mohou
byt vhodnymi cili nejen pro zefektiv-
néni v€asné nadorové diagnostiky, ale
také prognostickych a terapeutickych
moznosti. Jednou z takovych molekul
je i enzym glycin-N-metyltransferaza
(GNMT, EC 2.1.1.20), ktera katalyzuje re-
verzibilni pfeménu glycinu na sarkosin.
Tato prace si klade za cil shrnout sku-
tec¢nosti tykajici se nejen tohoto en-
zymu a jeho role v organizmu, ale také
genu, ktery jej koduje, a jejich propojeni
s PC.

Fyziologicka role GNMT

GNMT je protein vyskytujici se ve velké
mife pfedevsim v cytoplazmé jater-
nich bunék (tvofi 1-3 % cytoplazmic-
kych protein() [8], ale také jinych tkani,
v¢. prostaty ¢i pankreatu (0,4 % cytoplaz-
mickych protein) [9]. V bunce se GNMT
sklada ze ¢tyr identickych podjednotek
tvoficich tetramerni strukturu (obr. 1).
Lidskd GNMT je 32 kDa polypeptid slo-
Zeny z 292 aminokyselin [10]. Zajima-
vosti je, Ze ackoliv ma kazda ze ¢tyf pod-
jednotek své vlastni katalytické centrum,
kvarterni organizace (struktura) proteinu
je nezbytnd pro spravnou katalytickou
aktivitu a dimery ¢i monomery GNMT
jsou katalyticky inaktivni [11]. V organi-
zmu GNMT katalyzuje pfenos metylové
skupiny z S-adenosyl methioninu (SAM)
na amino skupinu glycinu, ¢imz vznika
imino kyselina sarkosin (N-metylglycin)
a S-adenosyl homocystein (SAH). Sarko-
sin je intermediatem v metabolické de-
gradaci cholinu a betainu a je dullezity

pro spravnou funkci regulace osmézy
a stabilizaci proteint [12]. MUzZe byt také
efektivné konvertovan zpét na glycin
aktivitou foldt-dependentniho enzymu
sarkosindehydrogendazy (SARDH, EC
1.5.99.1) [13]. Tyto metabolické procesy
jsou dulezité predevsim pro transport
metylovych skupin do metabolizmu ky-
seliny listové. Dale pak také pro zpétny
prenos téchto skupin do aktivniho me-
tylového cyklu, kde jsou utilizovany pro
SAM pres biosyntézu methioninu a také
pro metylaci DNA a histonu katalyzova-
nou DNA-metyltransferazami (DNMT)
(schéma 1). Z vySe zminéného lze usou-
dit, Ze funkci GNMT je predevsim regu-
lace poméru SAM/SAH a také celkového
metyla¢niho potenciélu buriky.

Ackoliv je GNMT prevazné cytoplaz-
micky protein, mUze pulsobit i jako va-
zebny receptor polycyklickych aromatic-
kych uhlovodikll 4S a také transkrip¢ni
aktivator cytochromu P450 1A1, a to
v odezvé na intoxikaci benzo(a)pyrenem
(B[alP) [14]. GNMT tak brani vzniku ne-
zadoucich aduktd aktivovaného B[a]P
s DNA sekvestraci tohoto karcinogenu
a snizovanim jeho koncentrace. Tento
jev byl pozorovén in vitro i in vivo také pfi
intoxikacich aflatoxinem B,, kdy GNMT
redukuje mnozstvi aduktd DNA s aflato-
xinem B, a karcinogenitu aflatoxinu [15].
Pochody, které vedou ke zméné funkci
z metabolického enzymu pres vazebny
protein xenobiotik az k transkripénimu
faktoru, souvisi pouze s fosforyla¢nim
stavem GNMT [16]. Vyse zminéné zdU-
razfiuje vyznam tohoto proteinu v fadé
fyziologickych procest probihajicich
v organizmu, a neni tedy prekvapivé
jeho spojeni s nadorovymi onemocné-
nimi prostaty.

GNMT a karcinogeneze
prostatické tkané

Ackoliv v jaterni tkani byla GNMT
identifikovana jako efektivni tumo-
rovy supresor a v fadé experiment(
in vivo bylo prokazano, ze u mysi s de-
letovanou GNMT (GNMT-/- mysi) do-
chazi k rychlému rozvoji hepatocelu-
larnich karcinom [17,18], funkéni role
GNMT v prostatické tkani je stale dis-
kutabilni. Prilomova studie byla pub-
likovana v roce 2007, kdy byly porov-
nany vzorky DNA izolované z periferni
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krve pacientl s PC s DNA zdravych muzi
bez onkologické historie srovnatelné vé-
kové a etnické kategorie [19]. V této stu-
dii bylo zjisténo, ze jedinci s haploty-
pem 10GAs/Ins/T, ktery ma za nasledek
zvysenou Uroven promotorové aktivity
GNMT, vykazovali vyrazné nizsi riziko
vzniku PC ve srovnani's jedinci s haploty-
motorovu aktivitu. Dalezitou roli GNMT
v rozvoji PC dokazuje i skute¢nost, ze
jednonukleotidové polymorfizmy v pro-
motorové oblasti genu GNMT jsou aso-
ciovany se zvySenym rizikem vzniku
PC[20].

Je pozoruhodné, Ze prevalence PC vy-
razné souvisi s etnicitou, pfricemz nej-
vyssi je u Afroameri¢an(, néasledova-
nych Ameri¢any evropského puvodu
pozorovéna v asijské populaci [21].
Je tedy pravdépodobné, Ze existuji ge-
netické varianty indikujici predispozici
ke vzniku PC. Podrobna geneticka ana-
lyza tak m0ze byt v klinické praxi pfi-
nosnd, zejména pro vyhledani osob se
zvySenym rizikem, a tedy vhodnych pro
Castéjsi a detailnéjsi screening.

Na proteinové Urovni je ale situace po-
nékud slozitéjsi. Jelikoz je dle nékterych
studii exprese GNMT v nadorové tkani
prostaty znacné snizena [19] a stejny jev
je pozorovatelny i ve vétsiné PC tkano-
vych kultur, Ize pfedpokladat, ze kon-
centrace metabolitu, sarkosinu, by méla
v téchto pfipadech byt relativné nizka.
Nékteré studie ale demonstruji vyrazné
zvysené hladiny sarkosinu ve vzorcich
moci pacientl s PC. To indikuje vyssi en-
zymovou aktivitu GNMT v porovnani
se zdravymi jedinci [22]. Jiné prace do-
konce tuto zvysenou aktivitu ve tkani PC
potvrzuji, pficemz byla soucasné dete-
kovana také snizena aktivita SARDH, coz
je naprosto v souladu se zvySenou hla-
dinou sarkosinu [23]. Dal$im zajimavym
zjisténim bylo, ze vyrazenim exprese
GNMT dochazi ke snizeni invazivity na-
dorovych bunék a k redukci jejich onko-
genniho potencialu indukci zastavy bu-
nécného cyklu ve fazi G, a dale apoptozy.
Souvislost GNMT a PC byla potvrzena
i v dalsi praci, kde byla studovana jeji ex-
prese ve 148 vzorcich biopsii pacient
s diagnostikovanym PC [24]. Prokazana
byla vysoce vyznamna korelace zvysené

Metabolizmus kyseliny listové

<

-CH,do cyklu

CH,THF

7 CHHF

- -CH, pro

kyseliny listové glycin sarkosin __»-’: metylace
.» v
DNMT SAH < SAM
¢ -CH, metylace ¢\
Hcy > Met -CH, folat
aktivovany metylovy cyklus
metylace DNA

metylace histont

Schéma 1. Glycin-N-metytransferaza (GNMT) katalyzuje pfeménu S-adenosyl methio-
ninu (SAM) na S-adenosyl homocystein (SAH) a metyluje glycin na sarkosin.

Tato reakce slouzi k regulaci poméru SAM/SAH a také k transportu a utilizaci metylovych
skupin mezi aktivovanym metylovym cyklem a metabolizmem kyseliny listové.

Hcy — homocystein, THF - tetrahydrofolat, DNMT — DNA metyltransferaza

exprese GNMT s vys$sim Gleasonovym
skore, a s vyssim pT a s kratsim bezpfi-
znakovym pfezitim. Tato data potvrzuji
multifaktorialni a slozitou povahu PC,
i kdyz je jasné, ze GNMT hraje duleZitou
roli pfi jeho rozvoji. K jejimu vyuZiti v dia-
gnostice a prognostice je vsak nezbytné
posuzovat pfipady individualné a na za-
kladé korelaci s hladinou dulezitych me-
tabolitd, jako je sarkosin.

Sarkosin - mozny nastroj

pro diagnostiku PC

Sarkosin je znam jiz od roku 1847, kdy jej
poprvé izoloval a pojmenoval némecky
chemik Justus von Liebig. Dlouho byl
povazovan za pouhy intermediat meta-
bolizmu glycinu katalyzovaného GNMT,
ato azdo roku 2009, kdy Sreekumar et al
provedli rozsahlou metabolomickou
studii s cilem identifikovat potencialni
biomarkery PC ve vzorcich moci [22].
Koncentrace sarkosinu byly u pacientt
s PC signifikantné zvyseny a autofi uve-
dené studie prokazali, Ze stanoveni jeho
koncentrace umoziuje rozlisit subjekty
s benigni hyperplazii, lokalizovanym
a metastatickym stadiem PC. Toto zjis-
téni nasledné potvrdily i nékteré dalsi

prace [25-28], nicméné nékteré dalsi
studie tyto néalezy nepotvrdily [29]. Roz-
dily mezi studiemi jsou pravdépodobné
zpUsobeny faktory, které mohou ziskana
data ovliviovat, a to vybérem pacient(,
odbérem, skladovanim ¢i ptipravou kli-
nickych vzorkl a také volbou analy-
tické techniky pouzivané pro stanoveni
sarkosinu.

GNMT a epigenetické faktory

Epigenetika se zabyva dédi¢nymi zmé-
nami ve fenotypu, které primarné ne-
jsou dasledkem zmén v sekvenci nuk-
leovych kyselin [30]. Mezi epigenetické
regula¢ni mechanizmy se fadi posttrans-
la¢ni modifikace histond, remodelace
chromatinu, aktivace mikroRNA a také
metylace DNA [31]. Jak jiz bylo zmi-
néno vyse, je to pravé GNMT, jez regu-
luje metyla¢ni stav bunék. Je to jiz vice
nez 30 let, kdy bylo poprvé zjisténo, ze
metylacni status benignich a malignich
bunék je odlisny [32]. DllezZitou metylaci
je napt. kovalentni adice metylové sku-
piny na uhlik 5 cytosinu za vzniku 5-me-
tylcytosinu (obr. 2). Tyto metylové sku-
piny se soustfedi do velkého zlabku
DNA a mohou efektivné inhibovat tran-
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éL - A
DNMT
SAM-CH, - SAH

Obr. 2. Schematické znazornéni metylace
cytosinu na uhliku 5 katalyzované DNA-
-metyltransferazami (DNMT).

skripci [33]. Metylace DNA tak pomaha
inhibovat transkripci v nekédujicich ob-
lastech genomu, jako je napf. pericent-
romericky heterochromatin, ktery je tak
diky velké mife metylace transkripéné
inaktivni [34]. Hypermetylace mize ale
také indukovat neodvratné zmény v ge-
nové expresi. Napiiklad metylace repa-
ra¢nich genl MLHT ¢i MGMT je mlze
inaktivovat, coZ ma za nasledek zvyse-
nou destabilizaci mikrosatelith a vyssi
Cetnost mutaci [35]. Metylace mUze rov-
néz aktivovat spontanni deaminaci bazi
DNA, coz umozniuje vyssi schopnost in-
terakci s karcinogeny. Je také zvysena
tvorba pyrimidinovych dimerd vyvola-
nych UV zéfenim, coz vede k vy3si ku-
mulaci poc¢tu mutaci. Spravna regulace
metylacnich procest tak mize znacné
ovlivhovat zdravi organizmu.

U PC je hypermetylace povazovana za
nejlépe charakterizovanou epigenetickou
abnormalitu a aberantni metylaci gent
spojenych s PC se jiz zabyvala fada au-
tor( [36-38]. Dilezité je i Fici, Ze mnoho
hypermetylovanych gend kéduje pro-
teiny zapojené do dllezitych bunécnych
procesU a také téch s tumor-supresorovou
aktivitou (GST1, GSTM1, RAR 3, RASSFI1A,
CDH1, CDKN2A/p16, TIMP-2 a dal3i) [36].
Na druhou stranu jsou ale dobfe popsany
také geny, které jsou naopak hypometylo-
vané (uPA, PLAU, HPSE, CAGE, CYP1B1) [39].
Z vySe zminéného je ziejmé, ze metylacni
status nékterych gend muize byt dllezity
pro vznik a rozvoj PC, a jeho poznani tak
muze znacné zlepsit diagnostické, pro-
gnostické ¢i terapeutické moznosti v kli-
nické praxi.

Zavér a vyhledy do budoucnosti
Prevalence PC se v zdpadni spole¢nosti
stale zvy3uje. Ackoliv jsou diagnostické

i terapeutické moznosti pomérné po-
krocilé, je PC stale pficinou Umrti vel-
kého mnozstvi muz{. Genomické i me-
tabolomické studie ukazuji, ze nékteré
molekuly, a mezi nimi pravé GNMT,
mohou hrat roli pfi vzniku a rozvoji PC.
Multifaktorialni efekt GNMT Ize pozoro-
vat jiZz na genové urovni, kde byly iden-
tifikovany haplotypy se zvysenym rizi-
kem vzniku PC. Stejné tak byl vyznam
tohoto proteinu demonstrovdn v né-
kolika studiich. S ohledem na metabo-
lizmus katalyzovany GNMT je nezbytné
zminit i vyznamny intermediat tvofeny
timto enzymem, sarkosin. Ten je stale
pfedmétem diskuzi o moznostech jeho
vyuziti pro véasnou diagnostiku PC.
Kromé toho GNMT vyznamnym zpUso-
bem ovliviiuje metylacni status bunék.
Komplexni genetickd a metabolomicka
vySetfeni zahrnujici také studium me-
tylaci specifickych genl tak mohou byt
pfinosem pro klinickou praxi. Epigeno-
mika odkryva celou fadu slibnych dia-
gnosticko-prognostickych a terapeu-
tickych cild. Neni proto prekvapivé, ze
se vyzkum na poli PC zaméfil na iden-
tifikaci epigenetickych ,otiskd” které
mohou byt vyuzity pro rozliSeni ohra-
ni¢enych, indolentnich nadord od ag-
resivnich forem onemocnéni. Urgitym
nedostatkem je stale nedostupnost sle-
dovani metylac¢nich procest. Nicméné
vyvoj vysoce kvalitnich a pfesnych sek-
venacnich metod nové generace miize
tento fakt zménit a ucinit tyto analyzy
dostupnéjsimi.
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