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Souhrn

Urokinaza (uPA) hraje zasadni roli v aktivaci plazminogenu na plazmin, ktery patii mezi serinové
proteinazy a soucasné se podili na aktivaci matrixmetaloproteinaz, latentnich elastaz, rastovych
faktord a cytokind, které se Gcastni degradace element extracelularni matrix. Urokindza tvofi
spole¢né se svym receptorem (uPAR), tkdriovym aktivatorem (tPA) a inhibitory urokinazy (PAI-1,
PAI-2, PAI-3 a protease nexin) plazminogen aktivator systém (PAS), ktery je soucasti metastatické
kaskady a vyznamnou mérou se podili na invazivnim rlstu a angiogenezi malignich nadord. PAI-1
inhibuje uPA dependentni invazivitu bunécnych linii nékterych karcinom( a spole¢né v komplexu
vitronectin-PAI-1 inhibuje migraci hladkych svalovych bunék blokadou a 8, integrinu k vitrone-
ctinu. PAI-1 nebo jeho nedostatek také alteruje se signalnimi cestami, jako napf. PI3K/Akt a Jak/
STAT, a je zahrnut do procestl udrzeni integrity endotelialnich bunék, a tim i regulace bunécné
smrti, kterou ovliviiuje snizenim bunééné adheze a ptsobenim na intraceluldrni signalni drahy. Na
zakladé vysledk jiz publikovanych studii by nékteré faktory PAS mohly plnit funkci prognostic-
kého parametru a spole¢né se zvysenou plazmatickou hladinou PAI-1 by mély byt brany v ivahu
v diagnosticko-terapeutickém procesu vybranych pacientli s nadorovym onemocnénim. Zvysena
exprese jednotlivych ¢asti PAS v nddorové tkani by mohla byt vyuZita pfi planovani lécby $ité na
miru (tailored therapy) a soucasné by se jeho jednotlivé slozky mohly stat teréem cilené 1é¢by.
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Summary

Urokinase (uPA) plays an essential role in the activation of plasminogen to plasmin, a serine
protease participating in the activation of matrixmetaloproteinases, latent elastases, growth
factors and cytokines involved in the degradation of extracellular matrix elements. Together
with its receptor (UPAR), tissue activator (tPA) and urokinase inhibitors (PAI-1, PAI-2, PAI-3 and
protease nexin), it forms the plasminogen activator system (PAS), a component of metastatic
cascade importantly contributing to the invasive growth and angiogenesis of malignant tu-
mours. Plasminogen activator inhibitor 1 inhibits uPA-dependent invasiveness of some cancer
cell lines. The vitronectin-PAl-1 complex inhibits migration of smooth muscle cells by binding
a B, integrin to vitronectin. PAI-1 or its deficiency interferes with signalling pathways such as
PI3K/Akt and JAK/STAT and it is included in the processes of maintaining the integrity of the
endothelial cells and thereby regulation of cell death. PAI-1 affects apoptosis by reducing cell
adhesion and functioning of intracellular signalling pathways. The individual components of
PAS undoubtedly play an important role in angiogenesis and metastasising of malignant tu-
mours. In the near future, results of published studies with various types of cancer could be
reflected in diagnostic and therapeutic algorithms and, at the same time, could serve as the
goal for targeted therapies.
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Fibrinolyza

Jako fibrinolyzu oznacujeme proces, pfi

kterém dochazi k degradaci fibrinu na

fibrinové monomery. Hlavnim enzymem
podilejicim se na fibrinolyze je plazmin,
ktery je produkovan v inaktivni formé
jako plazminogen v jatrech [1]. Tkanovy
aktivator plazminogenu (tPA) a uroki-
naza (uPA) jsou agens konvertujici plaz-

minogen na aktivni plazmin (obr. 1).
Proces aktivace plazminogenu pro-

biha ve tfech rlznych cestach:

1. Vnitini aktivacni systém (intrinsic) —
sestava z faktoru XII, faktoru Xl, pre-
kallikreinu, kininogenu.

2. Vnéjsi aktivacni systém (extrinsic) —
hlavnimi aktivatory jsou tPA (tka-
novy aktivator plazminogenu) a uPA
(urokinaza).

3. Exogenni aktivacni systém - aktiva-
tory mohou byt nékteré bakteridlni
proteiny (streptokinaza, stafyloki-
naza) nebo trombolytické Iéky [1].

Jednotlivé slozky plazminogen
aktivator systému

Tkanovy aktivator plazminogenu (tPA)
je serinovou proteindzou, ktera je pfi-
tomna v cévnich endoteliich a v burikdch
témér vsech parenchymatdznich organd.

, PAI-1, PAI-2 |

urokinaza — uPA

N\

plazminogen ——

faktor Xla, Xlla

tkanovy aktivator

V plazmé cirkuluje spole¢né v komplexu
s inhibitorem urokinazy 1 (PAI-1) [1]. Uro-
kindza (UPA) je serinova proteindza, ktera
hraje zasadni roli v aktivaci plazmino-
genu na plazmin. Plazmin spole¢né se
svym receptorem (uUPAR), tkanovym ak-
tivatorem (tPA) a inhibitory urokindzy
(PAI-1, PAI-2, PAI-3 - identicky s inhibi-
torem proteinu C — a protease nexin)
[1] tvofi plazminogen aktivator systém
(PAS), ktery je soucasti metastatické kas-
kady a vyznamnou mérou se podili na in-
vazivnim rlstu a angiogenezi malignich
nadorl [2]. Urokinaza hraje zasadni roli
v degradaci tkani pfi fyziologickych i pa-
tologickych pochodech, na rozdil od tPA,
ktery ma zésadni vyznam pro fibrinolyzu.

Receptor urokindzy uPAR je receptor
pro uPA. Navazanim uPA k uPAR dochazi
k aktivaci signdlni transdukce, jejimz vy-
sledkem je stimulace bunéc¢né prolife-
race, modulace adheze a zvyseni bu-
nécné migrace [3].

Nejvyznamnéjsimi specifickymi inhi-
bitory jsou PAI-1 a PAI-2, které reaguji
s receptorem uPA, oba nalezi do rodiny
serpind (serine protease inhibitor super-
family) [4].

PAI-1 je tvofen prevazné v hladké sva-
loviné cév, v megakaryocytech, endoteli-

plazminogenu - tPA fibrin
plazmin —
fibrin degradacni
kallikrein produkty
— > stimulace
- inhibice

Obr. 1. Zjednodusené schéma fibrinolyzy.

ich, granulocytech, monocytech, makro-
fazich a nadorovych bunkach. Jedna se
o serpin pfitomny v plazmé a v a-granu-
lich trombocytd, ma schopnost vazby na
vitronectin [5-7]. Komplex vitronectin-
PAI-1 ma delsi polocas rozpadu a inhi-
buje migraci hladkych svalovych bunék
blokéddou a 8, integrinu k vitronectinu
[8,9]. PAI-1 je nejucinnéjsim inhibitorem
uPA a tPA. Obvykle je plazmatickd hla-
dina PAI-1 nizka a jeho vysoka hladina je
asociovana s riznymi typy onemocnéni,
napf. vaskularnimi chorobami ¢i malig-
nimi tumory.

PAI-2 je zndmy také jako placentéarni
plazminogen aktivator inhibitor. Jeho
hladina v plazmé je zvysena u téhotnych
Zen. Kromé toho bylo zjisténo, Ze hraje
urcitou roli v procesu rdstu malignich
tumordi.

| kdyz ptesny mechanizmus lokalniho
rdstu a metastazovani malignich na-
dorll dosud neni znam, je jasné, ze se
na ném podili fada faktord a predevsim
proteolytickych enzym, které narusuji
extracelularni matrix. Jasnym prvnim
krokem k malignizaci do té doby benig-
niho naddoru se stavé destrukce bazalni
membrany pravé prostrednictvim pro-
teolytickych enzymd, kterd napomaha
jak lokalni invazivité tumoru, tak jeho
metastazovani, coz jsou zakladni pro-
cesy maligniho rlstu tumoru. Tato sek-
vence prechodu normalni tkan - ma-
ligni nddor — metastaza je doprovazena
rostouci expresi uPA, uPAR, PAI-1 a PAI-2
se soucasnym snizenim exprese tPA
[10,11].

V rdmci metastatické kaskady dochazi
k uvolnéni buriky z primarniho loziska,
prostupu pres bazalni membranu a ex-
traceluldrni matrix do cévniho systému,
kterym se dostavé na stanovené misto,
kde opét prostoupi bazalni membranou
a extraceluldrni matrix a zalozi vzdale-
nou metastazu. Zakladnim procesem
je tedy bunécnd adheze zprostiedko-
vana integriny, kadheriny, kateniny, se-
lektiny, imunoglobuliny a dalSimi adhe-
zivnimi molekulami a extraceluldrnimi
proteolytickymi enzymy, jako jsou napf.
matrixmetaloproteindzy, cysteinprotei-
nazy (napf. katepsin B, L a D) a serinpro-
teindzy (napf. urokindza). Kromé proteo-
lytického efektu byla prokazana ucast
urokindzy i v procesu angiogeneze, jiz se
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Ucastni svou katalytickou funkci, ale i pa-
rakrinné autokrinnim efektem na buné¢-
nou migraci [12].

Lze fici, Ze plazminogenem vazané
molekuly hraji zasadni roli v invazi a me-
tastazovani tumoru. Aktivace uPA je re-
gulovéna prostfednictvim urokindzo-
vého receptoru (uPAR). Navazanim uPA
na UPAR dochazi k aktivaci proteinty-
rozinkindz [13], proteinkindzy C [14]
a MAP kindzy [15]. Soucasné byla po-
psana i pfimd signalni cesta Jak/STAT
kaskadou s vyuzitim signalni transdukce
Scr-like proteintyrozinkindzy [16].
Exprese UPAR je regulovana fadou rs-
tovych faktor(, napft. EGF, bFGF a HGF.
Extracelularni interakce mezi uPA, uPAR,
a3, integrinem a fibronektinem iniciuje
intracelularni signdini kaskadu zpro-
sttedkovanou pres epidermalni rls-
tovy faktor [17]. Systém uPAR/uPA/PAI-1
se také podili na angiogenezi induko-
vané prostrednictvim VEGF [18].

Klinicky vyznam PAS

u nadorovych onemocnéni
Jednoznacné nejjasnéjsi spojitost jed-
notlivych soucasti PAS s prognézou byla
zjisténa u pacientek s karcinomem prsu.
Jako prvni popsal signifikantni korelaci
mezi elevaci uPA v tkanovém extraktu
tumoru a nadorovou progresi Duffy
v roce 1988, nasledné byl pak tento
zavér potvrzen i jinymi autory [19-21].
Byla prokazana i signifikantné horsi
prognéza u pacientek s elevaci PAI-1
v tumoru, v kontrastu s tim by mél PAI-2
u téchto nadorl znamenat lepsi pro-
gndzu [22,23]. Foekens et al publiko-
vali préci, jejimz zavérem bylo, Zze uPA
negativni pacientky mély lepsi odpo-
véd na lé¢bu tamoxifenem. Pacientky
s UPA pozitivnimi a PAI-1 pozitivnimi
tumory mély kratsi PFS a celkové pre-
Ziti [24]. PAI-1 a uPA byly pak oznaceny
za silné, nezavislé prognostické faktory
u pacientek s negativnimi lymfatickymi
uzlinami [25].

U pacientl s nddory urogenitélniho
traktu byly signifikantni vysledky publi-
kovany ve vztahu k expresi uPA a PAI-1
v nadoru k prognéze onemocnéni u pa-
cientek s karcinomem ovaria, endomet-
ria a cervixu. U Zen s karcinomem endo-
metria byla zjisténa zvySena exprese uPA,
PAI-1 i PAI-2 v nadorové tkani pacientek

s horsi prognézou. Soucasné bylo potvr-
zeno, Ze vysoka stromatickd exprese uPA
a vysoka exprese PAI-1 na nadorovych
burikdch znamenala zvysené riziko po-
stizeni lymfatickych uzlin [26-29].

Hasui et al v nékolika studiich proka-
zali, Ze UPA je prognostickym faktorem
u pacientd s povrchovym nadorem mo-
¢ového méchyre [30]. Hofman et al ve
svych vyzkumech upozornili na elevaci
uPA, uPAR a PAI-1 jako prediktoru ¢asné
recidivy a metastaz u pacientu s karcino-
mem ledviny [31]. Vyznam jednotlivych
slozek PAS byl zkouman i u pacientl
s karcinomem prostaty. Zde bylo zjis-
téno, Ze u extenzivné rostoucich nadord
se zvysuje exprese uPA. U téchto typl
nadorl byl jako u jednéch z prvnich za-
hajen vyzkum lé¢ebné ,down regulace”
uPA/uPAR komplexu jako chemopreven-
tivni ¢i terapeuticky cil [32].

Zvysena exprese uPA a PAI-1 v primar-
nim tumoru byla hodnocena jako ne-
zavisly prognosticky faktor také u karci-
nomu pankreatu, jicnu, Zaludku a dutiny
Ustni [33-36]. PAI-1, uPA a uPAR pro-
kdzaly prognosticky vztah i u nadoru
mozku, plic a mékkych tkani. Vysoka cy-
toplazmatickd hladina uPA byla nale-
zena u nadorovych bunék viech grade 4
a vétsiny grade 3 mozkovych nadord.
Vysoké hladiny uPA byly zjistény u ma-
lignich gliom(, kdy u low-grade na-
dord byla nadorové exprese uPA mini-
malni. Pacienti s vysokou expresi uPA
v nadorové tkani méli kratsi preziti [37].
U adenokarcinom plic byla vysoka ex-
prese PAI-1 spojena s kratSim celkovym
prezitim, zatimco exprese uPA neproka-
zala signifikantni vyznam. U dlazdicobu-
nécnych karcinom plic byla vysoka ex-
prese UPAR spojena s kratS$im prezitim,
ale nebyl nalezen prognosticky vyznam

adheze

migrace

proliferace

Obr. 2. Multifunk¢ni potencial uPA%,

uPA —_—

zvySené exprese uPA a PAI-1 [38]. Zvy-
send exprese UPA korelovala s rostoucim
grade, nadorovymi nekrézami, lokalni
recidivou a DNA non-diploiditou i u sar-
kom0 mékkych tkani. Vysoka exprese
uPA a PAI-1 byla prokazana i u dedife-
rencovanych forem chondrosarkomi
[39,40].

U kolorektalniho karcinomu studie
prokazaly, Ze uPAR a uPA lze povaZo-
vat za nezavislé prognostické faktory,
zvlasté u pacientl stadia Dukes B. Do-
konce bylo zjisténo, Ze zvysena hladina
UPAR v plazmé je spojena s krat$im pre-
zitim [41-44]. Exprese uPAR roste s pre-
ménou adenomu stfeva od mirnych
dysplastickych zmén po tézkou dyspla-
zii az v karcinom, zvy3end exprese uPAR
byla detekovana u adenom v 30 %,
u karcinom pak v 85 % [45-47]. Vy-
soka exprese uPA a uPAR byla prokazana
v resekované tkani mnoha dalsich na-
dord, jako napf. karcinomu pankreatu,
jicnu, ovaria, prsu, Zaludku ¢i ledviny
[19,33,34,48-52]. Navazani uPA na povr-
chovy receptor uPAR indukuje kaskadu
procest zahrnujicich buné¢nou prolife-
raci, migraci, chemotaxi, adhezi a pro-
teolytickou aktivitu naddorové bunky
(obr. 2). uPA Ize oznacit také jako protei-
nazu s funkci podobnou ristovému fak-
toru (growth factor-like funkci) [53].

V fadé studii byl podrobné zkouman
vyznam jednotlivych ¢asti plazmino-
gen aktivator systému ve vztahu k pre-
Ziti pacientli s onkologickym onemocné-
nim. Zvy3ena exprese uPA, uPAR, PAI-1
a PAI-2 v tumordzni tkani byla prokazana
u fady nadorq, jako napft. prsu, ovaria,
ledvin, plic a Zaludku [34,48-52,54,55],
ajejisté, ze tyto faktory hraji vyznamnou
roli v invazivité a metastazovani tumoru.
Nizkd exprese PAI-1 v nddorové tkani

proteolyza/invaze

motilita

angiogeneze
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u nepokrocilych onemocnéni je v sou-
ladu s teorii, podle niz PAI-1 podporuje
invazi tumoru uvolnénim nadorovych
bunék z matrix [56,57].

U jinych nador0, napf. u karcinomu
prsu, byla vysoka exprese uPAiPAI-1 hod-
nocena jako nezavisly prognosticky fak-
tor pro kratsi preziti [58,59]. A Knoop et
al prokazali, ze PAI-1 samotny je u téchto
pacientek prediktorem pro vzdalenou,
nikoliv lokdlni recidivu, coz potvrzuje
teorii o vyznamu PAS v metastazovani
malignich tumor( [60]. V rozporu s tim
jsou vysledky studie Itoa et al [61], ktefi
uvadéji, ze PAI-1 negativni zhoubné na-
dory zaludku prokazuji vyssiincidenci ja-
ternich metastdz, a tim i horsi prognézu.

Obecné je vsak u jinych typa nadort
v literatufe popsdna spojitost PAI-2
s lepsi progndézou, a to zvlasté u pa-
cientek s karcinomem prsu [62] nebo
u karcinomu zaludku, jak uvadi Maeda
et al. Tito pacienti s uPA pozitivni a PAI-2
negativni expresi v tkdni nadoru maji
signifikantné horsi prognézu nez
ostatni [63].

Macaluso et al v roce 2006 publiko-
vali praci, v niz prokazali, Ze specificky
fragment PAI-2 promotoru je vazan
soucasné s pRb2/p130, PAI-2 a tran-
skripcnim faktorem E2F5 v normalnich
lidskych primarnich kornedlnich bun-
kach a s pRb2/p130, PAI-2, E2F5 v nor-
malnich lidskych primarnich konjunk-
tivalnich epitelidlnich bunkach. Tyto
skutec¢nosti naznacuji hypotézu, ze
pRb2/p130 a PAI-2 mohou spolupraco-
vat v modulaci PAI-2 genové exprese
v normalnich kornedlnich a konjunkti-
vélnich burkach [64]. PAI-2 tedy mU(ze
zesilovat tumorsupresorovou aktivitu
Rb genu. PAI-2 tak lokalizovany s Rb
v jadfe inhibuje jeho zménu (aktivni/in-
aktivni), kterd vede ke zvysenihladiny Rb
proteinu, a tim i Rb-zprostfedkovanym
procesim [65]. PAI-2 by tedy mél mit
ochranny charakter, coz je potvrzeno
u nador( prsu, plic ¢i pankreatu [66-68],
kde je vysoka exprese PAI-2 spojena
s ochranou pfed invazivnim nadorovym
rdstem, a méla by byt tedy markerem
dobré progndzy u téchto pacient(l. Pro¢
je jeho vysoka exprese spojena s horsi
prognézou u pacientd s kolorektalnim
karcinomem a karcinomem zaludku ¢i
karcinomem endometria, jak bylo po-

psano v literature [69,70], zatim neni
zcela jasné. Zda se, Ze by PAI-2 mohl mit
u malignich nador( zasadnéjsi vyznam
v rlistu a metastazovani nez PAI-1. Ve
vztahu jednotlivych faktord PAS a dal-
ich klinicko-patologickych parame-
trd tumoru, jako je napf. grade nadoru,
jsou vysledky nejednoznacné a kontro-
verzni. Minisini et al uvadi, ze negativni
exprese UPA u karcinomu prsu je spo-
jena s vyssim grade tumoru [71]. Dub-
lin et al vSak publikovali praci, v niz pro-
kdzali, Ze naopak zvysenda exprese uPA
a PAI-1 je vyznamné svazana s vyso-
kym grade tumoru [72]. Cai et al ve své
praci vztah uPA a PAI-1 ke grade u kar-
cinomu ovarii viibec neprokazali [73].
Naopak u karcinomu Stitnice byla zvy-
Sujici se exprese uPA a PAI-1 u vyssich
grade tumorl statisticky vyznamné
prokdzéna [74], stejné jako u high
grade gliomd [75]. U hepatocelular-
niho karcinomu byl prokazan statisticky
signifikantni vztah grade tumoru a ex-
prese uPA, PAI-1 a PAI-2 v tumoru [76].
Dlvod téchto rozporuplnych vysledkd
zatim neni znam, moznym vysvétlenim
by mohla byt hypotéza, podle niz by
vztah jednotlivych slozek PAS a grade
tumoru mohl byt zavisly na zplsobu si-
feni, tedy na tom, zda se nador $ifi pre-
vazné hematogenni, ¢i lymfogenni ces-
tou. Pro takové zavéry je vsak zatim
velmi malé mnozstvi dat. Pozitivni ko-
relaci mezi expresi uPA a PAI-1 v tkani
tumoru a grade prokazal i Papadopou-
lou et al [77] a byla prokazéana i u ji-
nych nadord, jako napf. karcinom pro-
staty [78] ¢i prsu [79]. Herszényi et al
ve svém souboru pacientd prokazali
vztah mezi pfezitim pacientd a hladi-
nou PAI-1 v plazmé, a dokonce i vyznam
PAI-1 v plazmé nejen u invazivné ros-
touciho kolorektalniho karcinomu, ale
také v progresi kolorektalnich nekance-
rogennich lézi v karcinom [80].

Byly také popsany vysledky Ié¢by ta-
moxifenem u pacientek s metastatic-
kym karcinomem prsu, u kterych byla ex-
prese uPA v nadorové tkani prediktivnim
faktorem odpovédi, délky trvani odpo-
védi a celkového preziti. U tumord s niz-
kou expresi uPA byla zaznamenana lepsi
odpovéd na tamoxifen nez u téch s vy-
sokou expresi UPA [81]. Stejné tak byla
zjisténa horsi odpovéd na lé¢bu tamoxi-

fenem u pacientek s recidivou karcinomu
prsu, bez predchozi 1é¢by tamoxifenem,
u nichz byla zjisténa zvysend exprese
PAI-1 v nddorové tkéani [81]. Heiss et al
popsali, Ze pacienti s karcinomem zZa-
ludku a s negativnimi uzlinami, u kterych
byla zjisténa vysoka exprese PAI-1 a uPA,
maji benefit z adjuvantni chemoterapie
oproti pacientdim s pozitivnimi lymfatic-
kymi uzlinami a s PAI-1 nizkou expresi
[82]. Tyto zavéry naznacuji, Ze jednotlivé
soucdsti PAS by se mohly stat prediktiv-
nimi faktory odpovédi na lécbu.

Z literatury je také zndmo, Ze u kolo-
rektalniho karcinomu se zvy3uje exprese
uPA ve srovnani s normalni tkani stfeva
¢i adenomy, a existuje fada studii, ve kte-
rych byl zkouman vztah mezi expresi
uPA v tumordzni tkani a prognézou pa-
cienta [83-86]. Mulcahy et al [43], Seetoo
et al [87], Sato et al [88] a Langenskiold
et al [89] zvysujici se expresi uPA proka-
zali jako negativni prognosticky faktor,
zato Ganesh et al [42] tento vztah nepo-
tvrdili. Kammori et al ve své praci tyka-
jici se pacientll s karcinomem Zaludku
publikovali, Ze u pacientl s vyssi expresi
PAI-2 v nddorové tkani byla vyssi pravdé-
podobnost recidivy i u ¢asnych stadii to-
hoto onemocnéni [70].

Diky témto poznatkiim se v soucas-
nosti vyzkum zaméfuje na nékolik cest,
kterymi by bylo mozno ovlivnit PAS a tim
i procesy, kterych se v rdmci nddorového
rlstu Ucastni. Zatim jsou vsak zkouseny
preparaty zaméfujici se na PAS spise u ji-
nych nez nadorovych onemocnéni, jako
napt. Tiplaxtinin —inhibitor PAI-1(PAI-039),
mald molekula, kterd oslabuje remode-
laci cév, ke které dochdzi napf. pfi akti-
vaci systému renin-angiotenzin u arteri-
alni hypertenze. Prvni vysledky jsou vsak
publikovany s pozitivnim efektem i na
tumordzni angiogenezi u zvifecich mo-
delt [90].

Zaveér

Jednotlivé soucasti PAS nepochybné
hraji vyznamnou ulohu v angiogenezi
a metastazovani malignich nadord. Vy-
sledky publikovanych studii by se u jed-
notlivych typld naddorl mohly v blizké
budoucnosti odrazit v diagnosticko-te-
rapeutickych algoritmech a soucasné by
se do budoucna jeho jednotlivé slozky
mohly stat ter¢em cilené l1éCby.
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