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EDITORIAL

Editorial

Vézeni Ctenafi,

v roce 2012 spatfilo svétlo svéta prvni supplementum projektu RECAMO, ktery realizuje Masaryklv onkologicky ustav. V uve-
deném materidlu se vyzkumny tym projektu, jenz zahrnuje nejen pracovniky vyzkumné, ale i celou fadu pracovnikd klinic-
kych, pokusil prezentovat vysledky dil¢ich védecko-vyzkumnych aktivit. V supplementu se tak objevily odborné ¢lanky s roz-
licnou tematikou, aby se ¢tenar obezndmil predevsim s 3ifi vyzkumné problematiky. Soudé dle Ustnich ohlasd snad splnilo sv(j
ucel.

Druhé supplementum ¢asopisu Klinickd onkologie pfipravené pracovniky RECAMO je vice orientovdno na praxi. Klade si ten-
tokrat za cil seznamit lékare, ktefi klinickou onkologii praktikuji, s moznymi aplikacemi vyzkumnych poznatkd do praxe klinické
onkologie. Jednotlivé prispévky blize popisuji zvlasté technologie, jeZ jsou nyni pouzivany pfi zdkladnim vyzkumu v nadorové
biologii. O téchto technologiich se domnivame, Ze v urcité, mozna blizké, dobé se mohou uplatnit i v onkologické laboratorni dia-
gnostice. Jednd se zejména o nové metody NGS a hmotnostni spektrometrie dopInéné fadou metod zamérenych na analyzu cir-
kulujicich bunécnych elementt ¢i metody, pomoci nichZ sledujeme exprese cilovych gend.

Jménem kolektivu autord vétim, ze toto supplementum pfinese relativné uceleny pohled na siroké spektrum metod aplikova-
telnych nejen v onkologickém vyzkumu, ale i v budouci laboratorni praxi a Ze si mezi vami, klinickymi lékafi, najde své ctenére.

doc. MUDr. Dalibor Valik, Ph.D.
vykonny feditel RECAMO
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Programovana bunééna smrt v nadorovych

bunkach
Programmed Cell Death in Cancer Cells

Ondrouskova E., Vojtések B.

Regionalnf centrum aplikované molekuldrni onkologie, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno

Souhrn

Rezistence k indukci smrti je jednim z charakteristickych znakd nadorové bunky, jez ovliviuje
od pocatku jak samotny proces neoplastické transformace, tak i pozdéjsi odpovéd na onko-
logickou Ié¢bu. Cilem tohoto piehledového ¢lanku je shrnout recentni informace o progra-
mované bunécné smrti zdravych i nadorovych bunék a o novych moznostech protinadorové
terapie zacilené na tyto signalni dréhy. Podrobnéji jsou popsany tfi hlavni typy: apoptdza, pro-
gramovana nekrdéza a bunécna smrt spojena s autofagii. Predevsim apoptdza hraje vyznamnou
roli nejen pii neoplastické transformaci bunky, ale i jako jeden z faktor( urcujicich Uspésnost
protinddorové terapie. V textu je podan prehled hlavnich signélnich drah a molekul podilejicich
se na regulaci apoptdzy ve zdravych bunkach. Vétsina nddorovych bunék nese mutace v pro-
teinech pfimo ¢i nepiimo se Ucastnicich indukce a exekuce bunécné smrti, jako jsou proteiny
p53, ¢lenové rodiny Bcl-2, proteiny inhibujici apoptézu (IAPs), receptory/ligandy smrti a dalsi.
U téchto vyznamnych reguldtor( jsou popsany jejich nejc¢astéjsi mutace ¢i zmény exprese vy-
skytujici se v bunkach konkrétnich typl nador(. Na zavér je podan piehled nékterych novych
|é¢iv zamérenych na modulaci programované bunécné smrti, jez pravé prochézeji klinickymi
zkouskami. Diky intenzivnimu vyzkumu je mozné stale detailnéjsi porozuméni procestim, které
v umirajici burice probihaji, a na jejich zakladé pak Ize navrhovat léciva nové generace, jez
v kombinaci s tradi¢ni terapii umozni vyznamné zlepseni odpovédi na protinddorovou terapii.

Klicova slova
programovana bunécna smrt — apoptdza — nekroptdza — autofagie — kaspazy - Bcl-2

Summary

Resistance to programmed cell death is one of the hallmarks of cancer cells that affects the
process of malignant transformation as well as response to cancer therapy. The goal of this
review is to summarize recent information about programmed cell death (PCD) in healthy and
cancer cells, as well as new perspectives for anticancer treatments targeting these signaling
pathways. Three main types of PCD are described in detail: apoptosis, necrosis/necroptosis
and cell death associated with autophagy. Among them, apoptosis plays the key role in both
malignant transformation and response to therapy. In this review, we describe main signaling
pathways and molecules participating in apoptosis regulation in healthy cells. In most cancer
cells, mutations or aberrant expression of proteins directly or indirectly involved in induction
and execution of cell death can be detected - p53, Bcl-2 family proteins, inhibitors of apoptosis,
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death receptors/ligands and other proteins. Mutations or changes in expression of these pro- Y,
teins and their relation to certain types of tumors are described. Finally, we provide a review of

recently developed treatments that target and reactivate the machinery of programmed cell

death and are currently tested in clinical trials.
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PROGRAMOVANA BUNECNA SMRTV NADOROVYCH BUNKACH

Uvod

Proces postupné pfemény normalni
bunky v nadorovou Usti ve fatalni zménu
jejich vlastnosti souvisejicich predevsim
s regulaci rlstu, schopnosti preZit a Sifit
se v organizmu. Tyto zékladni vlastnosti
malignich bunék jsou popsany v re-
spektovaném ¢lanku Hanahana a Wein-
berga [1]. Mezi nejdllezitéjsi charakteri-
stické znaky nadorové bunky tito autofi
programované bunécéné smrti. Nado-
rové burky produkuji fadu signald, které
za normalnich okolnosti aktivuji sig-
nalni drdhy vedouci k eliminaci téchto
bunék - obsahuji poskozenou DNA, akti-
vované onkogeny, jsou vystaveny oxida-
tivnimu stresu atd. Ty z nich, které ziskaji
mutace umozniujici zablokovat proces

jejich odstranéni programovanou bu-
néénou smrti, vytvafi rezistentni klony
a v organizmu dale prezivaji a neregulo-
vané se mnozi.

Prevladajici paradigma nadorové tera-
pie predpoklada, ze bunky, které jsou cit-
livé k indukci apoptézy, budou na lécbu
odpovidat Iépe nez ty, jez jsou k indukci
apoptézy a tim i k 1é¢bé rezistentni.
Z3kladni vyzkum, jenz odhaluje signalni
drédhy a mechanizmy klasické apoptézy
i alternativnich typl bunécné smrti, po-
skytuje znalosti, na zakladé kterych lze
vyvijet nova léciva a kombinovat je s tra-
di¢ni protinadorovou terapii. Tato nova lé-
Civa jsou vétsSinou zamérena na reaktivaci
apoptotické drahy a zvysuji tak Uspés-
nost eliminace nadorovych bunék, jez by
jinak byly k indukci smrti vice rezistentni.

Typy programované

bunécné smrti

Podle toho, jaké morfologické a jiné
znaky umirajici burika vykazuje, Ize pro-
gramovanou bunéc¢nou smrt (program-
med cell death - PCD) klasifikovat do
nékterého ze zdkladnich typu [2]. Mor-
fologie burikky mdze byt apoptoticka,
nekroticka, autofagicka ¢i spojend s mi-
tézou. Historicky nejstarsi typ identifiko-
vané PCD je apoptdza, popsana jiz pred
vice nez 40 lety [3]. Nekroptéza a bu-
néc¢nda smrt asociovana s autofagii jsou
dalsi dva typy PCD popsané u nejrliz-
néjsich typd bunék. Typickd morfolo-
gie normalni, apoptotické, autofagické
a nekrotické bunky, nasnimana na elek-
tronovém mikroskopu, je na obr. 1. Pro
Uplnost: ¢tvrty oficidlné uznavany, ac vy-

-
[
=i

_

~

Obr. 1. Bunika s normalni, apoptotickou, autofagickou a nekrotickou morfologii.

Nasnimano elektronovym mikroskopem, zvétseni 4 400x, upraveno dle [91]. U zdravé bunky pozorujeme obvykly tvar jadra i celé buriky
(A), u apoptotické chromatin kondenzovany v jadie a zmenseni objemu bunky (B), u autofagické vyrazné vakuolizovanou cytoplazmu
a jadro bez kondenzovaného chromatinu (C) a u nekrotické ztratu integrity membrany a bunééného obsahu (D).

S8
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PROGRAMOVANA BUNECNA SMRTV NADOROVYCH BUNKACH
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Obr. 2. Vnéjsi a vnitini signalni draha pfi apoptotické signalizaci.

Podrobnosti viz text. Upraveno dle [92,93].

soce specificky typ programované bu-
nécné smrti je tzv. kornifikace neboli
tvorba zrohovatélé vrstvy kdze z mrt-
vych keratinocytll v pevném proteino-
vém obalu [4]. Dalsi typy bunécné smrti,
které jsou v literatufe Casto uvadény
(anoikis, excitotoxicita, Wallerova degra-
dace, mitotickd katastrofa, paraptdza,
pyroptéza, entéza a pyronekréza), se
zatim nedoporucuje klasifikovat jako sa-
mostatné druhy programované bunécéné
smrti [2].

Kromé morfologickych znak( jsou dal-
$im kritériem funk¢ni aspekty, kterymi
rozliSujeme bunécnou smrt fyziologic-
kou, patologickou, ndhodnou ¢i progra-
movanou. Enzymologicky pak Ize urcit,
do jaké miry jsou aktivovany nukledzy
a protedzy ruznych trid. Aktivace rlz-
nych typd bunécné smrti se v jednot-

livych bunkach vzajemné nevylucuje,
naopak mohou spolupracovat ¢i sdi-
let nékteré signalni molekuly [5]. Jsou-li
napf. makrofagy ve tkanich vystaveny
rdznym stresorlim, je vétdinou soucasné
indukovano vice typl bunécné smrti,
pficemz apoptédza probihd nejrychleji,
zatimco autofagie nebo nekréza jsou
obvykle pozorovatelné az v pfipadé, kdy
je apoptdéza inhibovéna [6].

Apoptoza

Termin ,apoptosis” jako prvni pou-
zil J. F. Kerr pfi objevu a popsani regulo-
vané bunécné smrti [3]. Buika umira-
jici apoptézou vykazuje charakteristické
morfologické zmény, které ji odlisuji od
nekrézy - kondenzace a fragmentace
chromatinu v jadfe, tvorba vybézkud cy-
toplazmatické membrany (membranové

puchyiky), celkové zmensenia zakulaceni
buriky a v pozdnich fazich rozpad celé
bunky do tzv. apoptotickych télisek [2].
Tato téliska obsahuji stale funkéni orga-
nely, fragmenty kondenzovaného jadra
a udrzuji si intaktni membranu, ktera se
od membrany zdravych bunék lisi pfi-
tomnosti fosfatidylserinu na jeji vnéjsi
strané [7]. To umoziuje rozpoznani a na-
sledné pohlceni apoptotickych télisek
sousednimi burikami ¢i bufikami imunit-
niho systému [8]. Z biochemického hle-
diska jsou v umirajici bunce typicky akti-
vovany proteolytické enzymy - kaspazy,
které stépi fadu cilovych protein(, a nuk-
ledzy, degradujici DNA.

Aby bunka mohla zahdjit proces své
vlastni eliminace, musi obdrzet odpo-
vidajici signaly. Na obr. 2 jsou zjedno-
dusené znazornény dvé hlavni signalni

Klin Onkol 2014; 27 (Suppl 1): S7-S14
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PROGRAMOVANA BUNECNA SMRTV NADOROVYCH BUNKACH

kaskddy vedouci k apoptdze v sav-
¢ich bunkach. Vnéjsi draha je aktivo-
vana vazbou ligandd smrti (TRAIL, FasL,
TNF) na receptory smrti (DR4/DR5,
Fas, TNFR a dalsi), které tvofi trimery,
a pres dalsi adaptorové proteiny ak-
tivuji prokaspdzu-8, pfipadné pro-
kaspéazu-10 [9,10]. Vnitini draha je od-
povédna za iniciaci apoptdzy v pripadé
neopravitelného poskozeni DNA. Je to
tedy draha aktivovana obvykle pfi on-
kologické terapii, a proto bude popsana
detailnéji. Do jeji regulace se zapojuje
celd fada pro- i anti-apoptotickych pro-
teinU. Poskozeni DNA vede ke stabilizaci
a aktivaci proteinu p53, ktery apopto-
ticky signal dale pfenasi predevsim pro-
stfednictvim regulace proteinl rodiny
Bcl-2 [11]. Role proteinu p53 v regulaci
apoptotické drahy je komplexnéjsi a pro
podrobnéjsi studium odkazujeme na
prehledové clanky jinych autor? [12,13].

Zasadni uddlosti v klasické apopto-
tické signalizaci je ¢aste¢nd permea-
bilizace mitochondridlni membrany,
jez vede k uvolnéni pro-apoptotickych
molekul z mezimembranového mito-
chondridlniho prostoru do cytozolu.
Do procesu uvolfiovani téchto proteint
z mitochondrii vyznamné zasahuji dalsi
proteiny pfitomné v membrané mito-
chondrii nebo v cytoplazmé, prede-
vsim ty z rodiny Bcl-2 [14,15]. Tato ro-
dina, do které bylo doposud zafazeno
25 protein(, je charakterizovana pfi-
tomnosti BH-domén (Bcl-2 homology)
v jejich strukture. Podle jejich funkce
se rozliSuji na anti-apoptotické (Bcl-2,
Bcl-XL, Mcl-1, Bcl-W, A1), pro-apopto-
tické efektorové (Bak, Bax), pro-apopto-
tické pfimé aktivatory (Bid, Bim) ¢i ne-
pfimé aktivatory (Bad, Bik, BMF, HRK,
Puma, Noxa) [16]. Aktivatory Bid a Bim
po prijeti apoptotického signalu indu-
kuji oligomerizaci Bak a Bax, coz vede
k jejich translokaci z cytoplazmy do
membrany mitochondrii a k vytvofeni
pora ve vnéjsi mitochondridlni mem-
brané. Pro-apoptotické a anti-apopto-
tické proteiny rodiny Bcl-2 mohou tvo-
fit dimery pomoci BH-3 domény, a tim se
navzajem inaktivovat [17,18]. Vzéjemny
pomér a interakce pro- a anti-apoptotic-
kych ¢lent rodiny Bcl-2 tedy rozhoduje
o tom, zda bude apoptoticka draha in-
hibovéana ¢i posilovana. Cytochrom ¢,

uvolnény z mezimembranového pro-
storu mitochondrii, se v cytoplazmé
spojuje s proteinem Apaf-1 a prokaspa-
zou-9 a v tomto komplexu zvaném
apoptozom je prokaspdza-9 $tépena
na aktivni kaspazu-9 [19,20]. Z mito-
chondrii jsou dale uvolfhovany pro-
teiny SMAC/DIABLO, ARTS ¢&i proteaza
Omi/HtrA2, které vézou a inaktivuji
anti-apoptotické proteiny IAPs pfitomné
v cytoplazmé (inhibitor of apopto-
sis; NAIP, c-IAP1/HIAP-2, c-IAP2/HIAP-1,
XIAP/hILP, Survivin and BRUCE ) [21-23].
Proteiny AIF (apoptosis-inducing fac-
tor) a endonukledza G, rovnéz uvolno-
vané z mitochondrii, mohou realizovat
program bunééné smrti i v nepfitom-
nosti kaspdz [24]. Dalsi organela, kterd
mUzZe zasahovat do regulace apopto-
tické signalni drahy, je endoplazmatické
retikulum, jez jako odpovéd na stres ak-
tivuje prokaspazu-12 [25]. Rovnéz lyzo-
zomy se mohou Ucastnit regulace PCD,
protoze nékteré stimuly bunééné smrti
vedou k ¢astecné permeabilizaci lyzozo-
malni membrany, uvolnéni proteolytic-
kych enzymU do cytozolu a jejich aktiv-
nimu pfispéni k aktivaci kaspaz [26,271].

Aktivované signélni kaspazy-8, -9,
-10 a -12 dale aktivuji tzv. efektorové
kaspazy zajistujici inaktiva¢ni ¢i akti-
vacni stépeni fady protein(, jako jsou re-
gulatory apoptdzy, proteiny souvisejici
s bunéénou adhezi, cytoskeletem, struk-
turou jadra, bunécnym cyklem, opravou
a syntézou DNA atd. [28], coz nakonec
vyusti v Uspésnou eliminaci bunky po-
$kozené nebo z jinych dlvodl urcené
k likvidaci.

Bunécna smrt spojena s autofagii
Autofagie je vysoce konzervativni me-
chanizmus pro degradaci vétsich ob-
jem0 buné¢ného materidlu, véetné ce-
lych organel. Poprvé byla popsana
Christianem de Duve, ktery zaved|
pojem ,autophagy” jako vystizny popis
schopnosti bunky stravit a znovu vyuzit
své vlastni ¢asti (z fectiny ,autos” = sebe,
.phagein” = pojidat) [29]. RozliSujeme
makroautofagii, mikroautofagii a auto-
faqgii zprostfedkovanou chaperony [30].
Pfi makroautofagii (dale jen ,autofagie”)
jsou organely, dlouho-zZijici proteiny
nebo agregéty uzavirdny do dvoumem-
branovych utvarli zvanych autofago-

zomy, které nésledné fuzuji s lyzozomy,
a jejich obsah je v nich lyzozomalnimi
protedzami degradovan [31]. Katabo-
lické produkty jsou pak burikou znovu
recyklovany v biosyntetickych proce-
sech, nebo dale degradovény a vyu-
zity jako zdroj energie v pfipadé, Ze
bunika hladovi. Cely proces je regulo-
van skupinou gend oznacovanych ATG
(autophagy-related genes) a je detailné
popséan napt. v prehledovém ¢&lanku Ro-
senfeldta a Ryana [32].

Autofagie je pfedevsim mechanizmus,
ktery bunice umoziuje preZiti stresovych
podminek, jakymi jsou nedostatek Zivin
nebo indukce nekrotické smrti v rako-
vinnych bunkéch ¢&i pfi ischemicko-re-
perfuznim poskozeni tkani [33]. Jeji
role v nddorovych bunkach je nejasna
a ziejmé zavisi na stadiu naddorového
onemocnéni. Zatimco v ranych fazich
autofagie spiSe suprimuje vyvoj nadoru,
protoZe odstranuje poskozené organely
a proteiny s nespravnou, potencialné
skodlivou konformaci [34], v pozdéjsich
stadiich naopak zfejmé pomaha rakovin-
nym burikdm vyrovnat se se stresovymi
podminkami, jako je nedostatek Zivin ci
oxidativni stres [35]. Tzv. autofagickd bu-
né¢nd smrt je charakterizovana vyraz-
nym narlstem poctu autofagickych va-
kuol v burice, bez kondenzace jaderného
chromatinu, ukoncend jeji smrti [36].
Ackoliv je akumulace autofagickych va-
kuol v cytoplazmé casto pozorovana
u bunék umirajicich po aplikaci chemote-
rapie nebo radioterapie, neni zcela proka-
zano, zda je autofagie v téchto pfipadech
pfi¢inou smrti, anebo jen doprovod-
nym jevem [2]. Pfimy dikaz, Ze autofagie
muze skutecné vést ke smrti konkrétnich
bunék in vivo, byl zatim podéan pouze pfi
vyvoji slinnych ZIaz Drosophily, ve kterych
zablokovani genl nezbytnych pro auto-
fagii vedlo k inhibici vyvojové degradace
téchto bunék [37]. | pokud by ale autofa-
gie nebyla pfimy vykonavatel buné¢né
smrti, vzhledem k ¢asté detekci autofa-
gickych vakuol v umirajicich burikéch
zfejmé hraje v tomto procesu dulezitou
roli, a proto je i nadale nadéjnym cilem
pro vyvoj novych léciv.

Nekroptéza
Za pasivni formu bunééné smrti byla
vzdy povaZzovana nekréza. Ta je charak-
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terizovdna rychlou a neregulovanou
ztratou integrity plazmatické membrany
a buné¢nym kolapsem, ackoliv integ-
rita jaddra z(istdva pomérné dlouho za-
chovana. V poslednich letech se vsak
objevily studie prokazujici, ze ales-
pon ¢ast bunék s nekrotickou morfolo-
gii umird regulovanym procesem zva-
nym programovand nekréza nebo také
nekroptdza [38]. Nekroticka smrt je pro
bunku nejen zalozni postup v pfipadech,
kdy je apoptéza z néjakého dlvodu za-
blokovéna, ale ma i svij fyziologicky vy-
znam napf. jako obranny mechanizmus
pfi virovych infekcich. Z hlediska vlivu
na nadorové buriky je nekrotickd bu-
nécna smrt dvousecnou zbrani. Nekréza
vznikajici jakozto dlisledek chemotera-
pie pfispivd k usmrcovani nadorovych
bunék s defekty v apoptotické draze.
Na druhou stranu lokdIni zanétlivé pro-
cesy zplsobené vyplavenim obsahu
nekrotickych bunék napt. z hypoxickych
oblasti nadoru spise podporuji angioge-
nezi a proliferaci nddorovych bunék.
Nekroptdézu mlzou v bunkach aktivo-
vat rdzné stimuly: IFNy, nedostatek ATP,
pfitomnost patogen(, ischemicko-re-
perfuzni poskozeni tkani, dvouretéz-
cova RNA (dsRNA) a vazba tzv. ligandU
smrti (TNFa, TRAIL, FasL) na pfislusny
receptor [39]. Za normalnich okol-
nosti tato vazba receptoru a ligandu
vede k sestaveni proteinového kom-
plexu obsahujiciho kaspazu-8, adap-
torovy protein FADD a kinazu RIP1 (re-
ceptor-interacting serine-threonine
kinase 1) a nasledné ke spusténi apo-
ptdézy prostiednictvim signalni kaskady
zahrnujici aktivovanou kaspazu-8 [40].
Jestlize jsou viak kaspazy z néjakého di-
vodu inaktivni, je do tohoto proteino-
vého komplexu zahrnuta i kindza RIP3.
Kindzy RIP1 a RIP3 vzijemné interaguji
pomoci RIP-homotypické interakéni do-
mény. K této interakci dochdzi pouze
v pfipadé aktivace nekroptotické sig-
nalni drahy, jez mize byt blokovéna spe-
cifickym inhibitorem RIP1-kindzové akti-
vity — nekrostatinem [41]. Protein RIP1 je
spiSe znam svou Ucasti pfi aktivaci pro-
teinu NF-kB [42], a je tedy zifejmé dule-
Zity Ucastnik rozhodovani, zda burika
prezije diky aktivaci NF-kB nebo zda
bude eliminovana apoptotickym, resp.
nekroptotickym mechanizmem. Sit pro-

tein(l zasahujicich do regulace progra-
mované nekrézy se diky novym poznat-
kaim stale rozrlsta a zahrnuje dale napf.
PARP1, PAR polymery, NADPH oxidazy
a kalpainy [43].

Pro-nekroticky komplex RIP1-RIP3 na-
sledné interaguje s metabolickymi en-
zymy a zvysuje uhlovodikovy a glutami-
novy metabolizmus, coZ je doprovézeno
zvy$enim mnozstvi reaktivnich kysliko-
vych radikall (reactive oxygen species —
ROS) [44]. Pravé ROS se zfejmé u vét-
siny bunécnych typd vyznamné podili
na exekucni fazi nekrotického usmrceni
bunky [45]. Biochemickych zmén pro-
bihajicich v nekrotické burice je ale celad
fada a vétsina z nich je fatalni. Proto zatim
nelze presné Fici, které z nich jsou pro
osud bunky nejvice zasadni a urcujici [46].

Mutace regulator( programované
bunécné smrti v nadorovych
bunkach

Uspéch chemoterapeutické Ié¢by, ktera
je Casto zacilena na DNA, je z podstatné
¢asti ovlivnén schopnosti bunék opra-
vovat poskozenou DNA a také aktivovat
elimina¢ni apoptoticky proces. V nado-
rovych burikdch je mutovéna celd fada
proteind, jez pfimo ¢&i nepfimo ovliv-
nuji rezistenci bunék k indukci buné¢né
smrti. Pro jejich podrobny popis viak
neni v tomto prehledovém ¢lanku dost
prostoru. Jsou to napf. proteiny p53, Ras,
Raf, Src, NF-kB, HSPs a mnoho dalSich.

V nadorovych burkach byly deteko-
vany mutace proteind, které jsou ptimou
soucasti jak vnéjsi apoptotické signalni
drahy (vzacnéji), tak vnitini signdlni kas-
kddy od mitochondridlnich regulatord
po kaspazy. Jejich detailnéjSimu popisu
se budeme déle vénovat.

Receptory smrti
Bunéc¢na smrt indukovand Fas recepto-
rem muze byt inhibovana tvorbou roz-
pustného Fas, nedostate¢nou expresi Fas
na povrchu bunky, nadmérnou expresiin-
hibi¢nich proteind (Fas-associated phos-
phatase-1 nebo FLIP) ¢i mutaci v primarni
struktufe Fas [47-49]. Mutace ve Fas re-
ceptoru byly poprvé popsany u mnoho-
¢etného myelomu [50] a jsou detekovany
v rlznych typech lymfom [51].
TRAILem indukovana apoptéza muze
byt blokovéna expresi tzv. decoy recep-

tord pro TRAIL, nadmérnou expresi in-
hibi¢nich proteint (FLIP) nebo mutaci
v primarni struktufe DR4 a DR5 [52].
Mutace TRAIL-R1 a TRAIL-R2 receptoru
byly detekovany napt. u metastaz prsnich
karcinom(, nemalobunécnych prsnich
karcinom ¢i nddor0 hlavy a krku [53-55].

Rodina Bcl-2

Bcl-2 protein byl plvodné objeven
v bunkach B-lymfomu, v nichz je v da-
sledku chromozomidlni translokace
t(14;18) jeho gen fuzovan se silnym pro-
motorem imunoglobulinu. Diky tomu
je jeho hladina vyrazné zvysena [56].
Zvy3ena hladina Bcl-2 byla pozorovana
i v solidnich nadorech, jako jsou nadory
plic, prsu a mozku. Ddvodem zvysené
transkripce jsou pravdépodobné hypo-
metylace promotoru ¢i ztrata pfislus-
nych miRNA, které negativné reguluji ex-
presi bcl-2 [57].

Vysokd hladina exprese proteinu
Bcl-XL byla zjisténa v burikdch mnoho-
cetnych myelom0 a lymfom [58]. Zvy-
Seny pocet kopii genl bcl-xL a mcl-1 byl
déle detekovan v fadé jinych nadorq,
napf. plic a kosti [59].

Také pro-apoptotické proteiny rodiny
Bcl-2 mohou zastavat funkci nddoro-
vych supresorl. Jejich snizené hladiny
v dtsledku mutaci (Bim, Puma) ¢i epige-
netickych modifikaci (Puma) byly totiz
popsany u B-lymfom{ nebo Burkittova
lymfomu [59-61]. Mutovany Bax byl za-
chycen napt. u naddorll gastrointestinal-
niho traktu a v leukemiich [62,63].

Apaf-1

Snizena hladina Apaf-1, detekovana
v metastatickych melanomech, je spise
dusledek epigenetického umlceni ex-
prese apaf-1 nez mutace v jeho kédujici
sekvenci [64]. Snizend hladina Apaf-1 je
znak Spatné prognoézy u pacientl
s B typem chronické lymfocytické leuke-
mie, pokud se vyskytuje sou¢asné s mu-
taci v proteinu p53 [65].

IAPs

Chromozomalni region 11gq21-22, ké-
dujici clAPT a clAP2, je amplifikovan
v mnoha typech nadorovych tkani -
hepatoceluldrnim karcinomu, karci-
nomu prsu, meduloblastomu, a v karci-
nomech slinivky, plic, délozniho hrdla ci
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Tab. 1. Pfehled potencialnich léc¢iv, zamérenych na regulatory apoptézy, jez v souc¢asné dobé prochazeji klinickymi zkouskami.
Cilova Nazev ] Princip Géinku Typy tes.to.vany.ch nadort Kllmcvke Literatura
molekula  preparatu (www.clinicaltrials.gov) zkousky
non-Hodgkinlv lymfom, hepatocelularni
Mapatumumab agonisticka TRAIL-R1 karcinom, nemalobunécny typ faze 2 [76]
(HGS-ETR1) protilatka karcinomu plic (NSCLC), mnohocetny
myelom, karcinom délozniho hrdla
TRAIL Lexatumumab  agonisticka TRAIL-R2 S - .
receptory  (HGS-ETR2) protilatka solidni nddory déti faze 1 (771
FrsaniET agor'ulstlcka TRAIL-R2 non-!—|odgkmuv lymfom (australiancan- faze 2 (78]
protildtka certrials.gov.au)
Dulanermin agonisticky fragment non-HodgkinGv lymfom, kolorektélni faze 2 [79]
(PRO1762) proteinu Apo2L/TRAIL karcinom
Immunocasp 3 HER2 Qrotllatka fizovand bunécnd linie lidského lymfomu preklinické [80]
. s kaspazou-3
kaspaza-3 d . hemick
g adenovirus s chemicky T S
Ad-G/iCasp3 inducibilni kaspazou-3 bunécné linie nddoru prostaty preklinické [81]
LY2181308 antls.ense .ol.lgonukleotld alfutnl myeloidni leukemie, NSCLC, faze 1 82]
proti Survivinu nadory prostaty
antisense oligonukleotid hepatocelularni karcinom, solidni nadory
AEG35156 . 9 dospélych, myelomonocyticka akutni faze 1,2 [83]
proti XIAP .
leukemie
AP AEG40826 .mal.o.molekularnl pan-AP solidni nddory dospélych faze 1 [84]
inhibitor
malomolekularni pan-l1AP S 1 .
LCL161 inhibitor solidni nddory dospélych faze 1 [85]
e .mal.o.molekularnl pan-IAP m)./elvoc,iy?plastlcky syndrom, nadory faze 1 84]
inhibitor vajecniki
akutni myeloidni leukemie, SCLC, chro-
Oblimersen antisense oligonukleotid  nicka lymfocytickd leukemie, nadory .
. - . faze 3 [86]
(Genasense) proti Bcl-2 mlécné zldzy, non-Hodgkinlv lymfom
a dalsi
malomolekuldrni inhibi-
Obatoclax tor anti-apoptotickych leukemie (mastocytdza), lymfomy, SCLC ~ faze 2 [87]
Bcl-2 rodina ¢lend rodiny Bcl-2
malomolekularni inhibi- . .
Gossypol tor anti-apoptotickych SCL, glioblastom, nadory prostaty, faze 2 [88]
oo . mozku, lymfomy
¢lent rodiny Bcl-2
BH3-mimetika, uvolnéni
Navitoclax pro-apoptotickych BH3 SCLC, lymfomy, solidni nadory dospélych  faze 2 [89]
proteinl
i Chlf)rf)qulne + |nh|bu1e’lyz.ozomaln!.en- rv1a’dory sllnlvkvy bI’IISI’]I, mozku, mle?f:ne faze 1,2 [90]
derivaty zymy a tim i autofagii Zlazy, mnohocetny myelom a dalsi

jicnu [66]. Asi u 30 % MALT lymfomd je
detekovana chromozomalni translokace
t(11;18) (q21;921), diky které vznika chi-
méricky protein N-termindini sekvence
clAP2 spojené s C-terminalni sekvenci
MALT1 [67]. V lymfocytech mohou IAP
proteiny zfejmé naopak pusobit pro-
tinadorové. Mutace v jejich kédujicich

sekvencich byly totiz zachyceny v mno-
hocetnych myelomech [68] nebo lym-
foproliferativnich onemocnénich [69].

Kaspazy

Z prozatim testovanych typl ndado-
rovych onemocnéni byly mutace
kaspézy-8 (v kddujici sekvenci, intronech

a 3’ neprekladané oblasti) nejcastéji za-
chyceny v pokrocilych stadiich nadord
zaludku [70]. SniZzend exprese v dlsledku
hypermetylace promotoru byla popsana
u relabujicich glioblastom(, coz nazna-
Cuje, ze kaspaza-8 mlze mit vliv na vyvoj
tohoto typu nadort [71]. Inaktivacni mu-
tace kaspdz-3 a -7 byly pouze sporadicky
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zachyceny u solidnich nadord rdznych
typl [72,73]. Polymorfizmus v regionu
regulace transkripce kaspazy-3 byl po-
psan v bunkach karcinomu skvaméznich
bunék hlavy a krku [74]. V mysich se za-
blokovanou tvorbou kaspaz nebyla de-
tekovdna zvysena incidence nddorovych
onemocnéni. Tyto vysledky tedy nasvéd-
Cuji spise tomu, Ze mutace jednotlivych
kaspéaz nepatfi mezi hlavni pfi¢iny neo-
plastické transformace bunék [75].

Piehled testovanych léciv
zalozenych na reaktivaci
programované bunécné smrti

Pfi onkologické terapii jsou nejcastéjSim
cilem Iéciv proliferativni mechanizmy
a onkogenni signdly podporujici pfezi-
vani nddorovych bunék. Vyvoj novéjsich
[ékd je mimo jiné zaméren na reaktivaci
apoptotickych signalnich drah, a to jak
vnéjsi, tak prfedevsim vnitini, jez by mohly
vést k Uspésné regresi nddoru. Hlavni ci-
lové molekuly vytipované pro Ié¢bu, prin-
cip ucinku preparatu a faze klinickych
zkousek, ve kterych jsou nejnadéjnéjsi
preparaty testovany, jsou shrnuty v tab. 1.

Zaveér
Nadorova onemocnéni jsou dlouho-

dobé druhou nejcastéjsi pficinou umrti
v CR po nemocech srdce a cév. | pfes na-
rUstajici incidenci se u nas dafi stabilizo-
vat mortalitu diky ¢asnéjSimu zachytu
onemocnéni a také diky novym léceb-
nym metodam. Poznatky zdkladniho vy-
zkumu na molekuldrni a buné¢né trovni

pfindsi nové moznosti presného a efek-
tivniho zacileni [é¢by, mimo jiné i na pro-
teiny apoptotické signdlni drahy, jejiz
reaktivace by mohla vést ke zlep3eni od-
povédi na protinddorovou terapii.
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Vyuziti protokove cytometrie pro analyzu

mitochondrialni bunééne smrti

The Use of Flow Cytometry for Analysis
of the Mitochondrial Cell Death
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Souhrn

Apoptdza je typ programované bunécné smrti (typ 1), ktery je nezbytny pro spravny vyvoj organi-
zmu a tkédnovou homeostazu. Jeji pribéh muze byt uréen dvéma signédlnimi drahami — vnéjsi (re-
ceptorovou) drahou fizenou receptory smrti a vnitini (mitochondridlni) apoptotickou drahou, kde
klicovou roli pIni mitochondrie. Mitochondrie jsou dulezité bunécné organely s nepostradatel-
nymi funkcemi pro Zivot buriky, jako je napt. tvorba energie ve formé molekul ATP (adenosintrifos-
fatu). Mitochondridlni buné¢na smrt je charakteristickd zménou transmembranového potencialu
a permeabilizaci vnéjsi mitochondridlni membrany. Mitochondrie jsou elektronegativni organely
a depolarizace mitochondridlni membrany je dllezitd pro uvolnéni proapoptotickych signald.
Narusena regulace mitochondrialni bunécné smrti se mlize podilet na patogenezi riiznych one-
mocnéni, véetné rakoviny. Mitochondrie jsou také zdrojem reaktivnich kyslikovych radikald, iontd
Ca?* a proteinl ovliviujicich procesy iniciace a progrese nador(i nezavisle na indukci apoptézy.
Soucasné studie se zaméruji na vyzkum mitochondridlniho membranového potencidlu a kysliko-
vych radikald, které moduluji rdzné signalni drahy uvniti bunky a vymezeni jejich vyznamu v kan-
cerogenezi, pfipadné v [é¢bé onkologickych pacientd. Monitorovani apoptotickych markerd, jako
je stav mitochondrialniho membranového potencialu a urceni hladiny reaktivnich kyslikovych ra-
dikald ve vzorcich nadorovych pacientd, mé prediktivni hodnotu pro vystup lé¢ebnych protokol(.

Klicova slova
mitochondrie - pritokova cytometrie — apoptéza - volné radikaly - membranovy potencial
mitochondrii

Summary

Apoptosis is type | programmed cell death, a process that is essential for development and
tissue homeostasis. It is a prevalent form of cell death and it proceeds via two signaling path-
ways — external (receptor pathway) triggered by death receptors and intrinsic (mitochond-
rial) apoptotic pathway with major involvement of mitochondria. Mitochondria are important
cellular organelles producing energy stored in molecules of adenosine triphosphate that are
essential for cell survival. The mitochondrial cell death is characterized by permeabilization
of the mitochondrial outer membrane and dissipation of the transmembrane potential. Mito-
chondria are electronegative organelles and depolarization of the mitochondrial membrane
is important for the release of proapoptotic signals. Aberrant control of the mitochondrial cell
death might contribute to several diseases including cancer. Mitochondria are also a source of
reactive oxygen species, Ca?* ions and other proteins that affect processes important for the
initiation and progression of tumors independently of apoptosis. Current studies focus on re-
search of mitochondrial membrane potential and reactive oxygen species modulating various
signaling pathways within the cell, their importance in carcinogenesis, and in treatment of on-
cological patients. Monitoring of the apoptotic markers, such as the mitochondrial membrane
potential (MMP), and the level of reactive oxygen species in samples of oncological patients has
a predictive value for the output of treatment protocols.

Key words
mitochondria - flow cytometry — apoptosis — free radicals - mitochondrial membrane potential
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VYUZITI PRUTOKOVE CYTOMETRIE PRO ANALYZU MITOCHONDRIALNI BUNECNE SMRTI

Uvod

Nadorova onemocnéni patfi po kardio-
vaskularnich chorobach k druhé nej¢as-
t&jsi pficiné amrti ve vyspélych zemich.
V poctu onkologickych pacientli zaujima
Ceska republika pfedni mista v Evropé.
Kazdy rok onemocni nadory v CR pres
77 000 lidi (data za rok 2010). Statis-
tika ukazuje, Ze v pribéhu Zivota kazdy
treti obyvatel v CR onemocni rakovinou
a kazdy Ctvrty na ni zemfe [1,2].

Existuje mnoho typU rakoviny, ale nelze
fici, Ze existuje jedna vseobecné pouzi-
telnd 1é¢ba. Spolecné jsou oviem principy
[é¢by. Mezi nejcastéjsi protinddorovou
[é¢bu se fadi chirurgicky zakrok, radiote-
rapie a chemoterapie. Chemoterapie je
[é¢ba zaloZzena na podéavani cytostatic-
kych latek, které jsou toxické pro rychle se
délici bunky. Zdravé bunka zasazena cy-
tostatikem ma na rozdil od nadorové
bunky diky svym neposkozenym oprav-
nym mechanizm{m vétsi sanci na preziti.
Nékteré typy nddorli nejsou ovsem k pu-
sobeni cytostatickych latek z rGznych du-
vodu citlivé. Proto je dleZité objasnit pfi-
¢inu chemorezistence nadorovych bunék,
zaméfit se na spravné signalni drahy a tim
oteviit nové moznosti lécby rakoviny. Jed-
nou z takovych moznosti, které se mnohé
studie vénuji s cilem zvysit protinado-
rovou aktivitu a selektivitu chemotera-
peutickych latek a pfekonat lékovou re-
zistenci nadord, je kombinace tradi¢ni
chemoterapie s ldtkami zaméfenymi
na ovlivnéni funkce mitochondrii [3].
Vyzkum se zaméruje na roli mitochon-
drii a mitochondridlniho membrénového
potenciadlu v bunééném prezivani/smrti.
Ovlivnénim mitochondrii dochazi k per-
meabilizaci mitochondridlni membrany
s naslednym uvolnénim superoxidovych
aniontl a molekul peroxidu vodiku a k in-
dukci buné¢né smrti u nddorovych bunék
rezistentnich ke konvenéni chemotera-
pii [4,5]. Studium souvislosti mezi UG¢in-
nosti 1é¢by a indukci mitochondrialni
bunécné smrti je mozné analyzou mito-
chondridlniho membranového poten-
cidlu a hladiny kyslikovych radikaltd me-
todou pratokové cytometrie, kterd je
rutinné vyuzivana v diagnostice mnoha
nemoci, ve vyzkumu i klinické praxi.
Vyznam pratokové cytometrie spociva
v tom, Ze umoznuje rychlou analyzu fy-
zikalnich a biochemickych parametri ti-

sicll bunék béhem nékolika sekund. Ana-
lyza mitochondridlniho membranového
potencidlu a reaktivnich kyslikovych ra-
dikald (reactive oxygen species — ROS)
muze prispét k prohloubeni védomosti
o mechanizmech mitochondridlni bu-
néc¢né smrti a zlepsit strategie 1éceb-
nych postupl u pacienti s nadorovym
onemocnénim.

Bunécna smrt

Bunécna smrt je fyziologicky proces
dllezity pro vyvoj organizmu, udrzuje
tkdnovou homeostazu kontrolou poctu
bunék a defenzivni strategii odstranuje
bunky infikované, mutované nebo po-
Skozené. V lidském téle jsou kazdou vte-
finu mitézou produkovany nové bunky
v fadu stovek tisicd a podobny pocet
bunék umird fyziologickym procesem
zvanym apoptoza [6,7]. Apoptoza je
evolu¢né konzervativni u mnohobu-
nécnych organizmu a je striktné regu-
lovédna genetickym programem. Mize
byt iniciovdna nebo inhibovana Siro-
kym spektrem environmentélnich sti-
muld - fyziologickych i patologickych.
Odehrava se ve dvou fazich. Prvni je cha-
rakteristicka tvorbou apoptotickych téli-
sek. Druhd je jejich fagocytéza a degra-
dace jinymi bunkami [8]. Apoptoticky
proces vede k sérii charakteristickych
morfologickych a biochemickych zmén.
Genetickym programem dochdzi k ak-
tivaci cysteinovych aspartyl-protedz —
tzv. kaspaz, které hraji v apoptédze za-
sadni roli. Kaspdzy jsou syntetizovany
jako neaktivni polypeptidy (zymo-
geny), jez jsou proteolyticky Stépeny ji-
nymi protedzami a sestavovany do ak-
tivnich tetramerd. Kaspazy $tépi mnoho
rozmanitych jadernych a cytoplazma-
tickych substratd, které vedou k roz-
kladu buriky [9,10]. Mezi charakteris-
tické morfologické zmény apoptotické
bunky patfi kondenzace chromatinu,
fragmentace DNA, smrsténi plazmatické
membrany spojené s translokaci fosfa-
tidylserinu na vnéjsi stranu plazmatické
membrany a tvorba apoptotickych té-
lisek nasledné fagocytovanych makro-
fagy [8,11,12]. Dalsi skupinou protein(
vyznamnych pro apoptotickou signa-
lizaci jsou proteiny rodiny Bcl2, jejiz za-
stupci apoptézu inhibuji nebo pod-
poruji. Antiapoptotické proteiny, napf.

Bcl2 a Bclxl, apoptdzu iniciovanou Siro-
kym spektrem signald (napf. rlstovymi
faktory, cytokiny, chemoterapeutiky, po-
skozenim DNA, UV zéfenim) inhibuji, za-
timco proapoptotické proteiny, napf.
Bax a Bak, ji stimuluji [13-15]. Mezi jiné
biochemické udélosti, které se Gcastni
apoptotické signalizace, patfi zmény
v mitochondridlnim membranovém po-
tencidlu, redistribuci a mnozstvi ROS, vé-
penatych iontl, mnozstvi cytochromu c,
proapoptotickych proteind a inhibi-
tord antiapoptotickych molekul v cy-
toplazmé. Deregulace apoptézy vede
k imunodeficienci, nadorovym a au-
toimunitnim onemocnénim. Moznost
modulace apoptotickych procest ote-
vird nové strategie lé¢ebnych postupl
a zlepSeni chemoterapie.

Mitochondrie a mitochondrialni
apoptoticka draha

Mitochondrie jsou tvorfeny lipidovou
dvojvrstvou — vnéjsi a vnitini mitochon-
dridlni membranou, cozZ je dano jejich
endosymbiotickym plvodem [16]. Skl&-
daji se ze tfi ¢asti: mitochondridlni mat-
rix s DNA, mezimembranového prostoru
a mitochondridlnich krist. Kompartmen-
talizace mitochondrii je nezbytna pro
spravnou lokalizaci déjd, které se v nich
odehravaji. Zakladni funkci mitochondrif
jako hlavnich energetickych organel je
oxidativni fosforylace spojena s produkci
ATP (adenosintrifosfatu). Mitochondrie
maji ale také klicovy vyznam v indukci
bunécné smrti. Mitochondridlni drédha
apoptoézy (neboli vnitini apoptoticka
drdha) je aktivovana hlavné nerecep-
torovymi stimuly, zahrnujicimi cytoto-
xicky stres, endoplazmatickoretikuldrni
(ER) stres, poskozeni DNA, cytokinovou
deprivaci, nedostatek rlstovych faktor(,
ale mohou ji aktivovat také receptory
smrti (death receptors) (obr. 1). Kiniciaci
mitochondridlni apoptotické drahy do-
chazi nejméné tiemi moznymi mecha-
nizmy: 1. uvolnénim proapoptotickych
proteinu iniciujicich kaspazovou akti-
vitu; 2. poskozenim elektronového trans-
portu, oxidativni fosforylace a produkce
ATP, kterd mUGze vést k energetické kata-
strofé; 3. zménou redoxniho potencialu
s nasledkem zvyseni bunécného oxida-
tivniho stresu [17]. Nasledkem iniciace
vnitini apoptotické drahy dochazi k in-
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korporaci protein(i Bax a Bak z cytosolu
do vnéjsi mitochondridlni membrany.
Aktivovany protein Bax je translokovan
do vnéjsi mitochondridlni membrany
z cytosolu bunky, zatimco aktivovany
protein Bak je jiz za¢lenén do vnéjsi mi-
tochondridlni membrany, kde se vaze
na proteiny Mcl1 a Bclxl [18-21]. Inkor-
porace proteinli Bax a Bak do mitochon-
dridlni membrany ma smérodatny na-
sledek — permeabilizaci mitochondridlni
membrany. Mitochondrie jsou charak-
teristické membranovym potencidlem
okolo 150 mV a mitochondridlnim gra-
dientem pH. Tyto biochemické para-
metry mitochondrii se Ucastni vzniku
protonového elektrochemického gra-
dientového potencidlu na vnitini mito-
chondridlni membrané. Tento primarni
bioenergeticky parametr pres redukci
elektrond prostfednictvim respira¢niho
elektronového transportniho fetézce
(electron transport chain - ETC) kont-
roluje produkci mitochondridlniho ATP.
Naruseni membranového potencialu
vede k permeabilizaci mitochondrialni
membrény s néaslednym uvolnénim
proapoptotickych faktord, jako jsou cy-
tochrom ¢, SMAC, DIABLO, z intermem-
branového mitochondridlniho pro-
storu do cytosolu. Tyto udélosti vedou
k sestaveni apoptotického proteino-
vého komplexu zvaného apoptozém
tvofeného prokaspazou 9, proteinem
Apaf-1 a cytochromem ¢, s naslednou
aktivaci kaspdazy 3 a dalSich exekucnich
kaspaz. Mimo to protein Bax muze také
indukovat apoptézu pres mitochon-
dridIni poskozenii v pfipadé neaktivnich
kaspdaz [22]. Bunécna signalizace indu-
kujici apoptoézu vede k dalsim mitochon-
dridInim zméndam, jako otevreni permea-
bilnich tranzitnich péra (PT po6rd), které je
vysoce regulovdno iontovymi kandly lo-
kalizovanymi v kontaktnim misté vnitini
a vnéjsi mitochondridlni membrany [23].
PT pory jsou velké proteinové komplexy,
primarné urlené k transportu adeni-
novych nukleotidd, cyklofilinu D a k re-
gulaci aniontovych kanala zavislych na
napéti (VDAC, poriny), které mohou in-
teragovat s dalSimi proteiny [23,24]. Ote-
vieni PT péri umoznuje priichod latek
o velikosti az 1 500 Da a vede k depo-
larizaci mitochondrii. Otevieni PT pér(
také zvysuje propustnost molekul vody

vnitini apoptoticka drdha
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Obr. 1. Mitochondrialni regulace apoptézy.

Vnitini apoptotickd signalni draha je charakteristickd zménou transmembranového po-
tencidlu a permeabilizaci mitochondridlni membrany, nasledkem ¢ehoz dochazi k uvol-
néni proapoptotickych signal{ z mitochondrii. Upraveno dle [65].

pfes mitochondridlni membranu s na-
slednym zvySovanim koncentrace vody
v mitochondridlni matrix a bobtnanim
mitochondrii [25,26]. Depolarizace mi-
tochondridlni membréany vede k inhi-
bici respirace, tvorbé reaktivnich kys-
likovych radikaltd a ztraté produkce
ATP [23,27].

Princip priitokové cytometrie

Priitokova cytometrie je metoda, ktera
umoziuje simultdnni méfeni a ana-
lyzu fyzikdlnich a chemickych vlastnosti
bunék nebo jinych biologickych ¢&astic
béhem jejich prichodu laserovym pa-
prskem. Ve chvili, kdy burika prochézi pa-
prskem, dojde k rozptylu a lomu svétla,
jenz je podle sméru a uhlu lomu ozna-
¢ovan jako ptimy rozptyl (forward scat-

ter — FSC) a bo¢ni rozptyl (side scatter —
SSC). FSC je charakterizovdan lomem
svétla o malém Ghlu (2-13°) a je Gmérny
velikosti buriky, thel SSC je 90° a charak-
terizuje vnitini bunécné struktury, napf.
granularitu bunky. Dale je pratokovym
cytometrem detekovana fluorescence
prochazejicich mikroskopickych ¢&as-
tic. Na analyzované bunky nebo jejich
Casti se vazi fluorescencni barviva (fluo-
rochromy), ktera absorbuji svétlo urcité
vlnové délky vyzafované laserem a na-
sledné vyzafuji (emituji) ¢ast takto absor-
bovaného svétla o odlisné vinové délce.

Pratokovy cytometr se sklada z fluid-
niho, optického a elektronického sys-
tému (obr. 2). Pomoci fluidniho sys-
tému jsou burnky nasdvany pod tlakem
do pratokové komory s nosnou kapali-
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Obr. 2. Schematické znazornéni principu pratokové cytometrie.

Pratokovy cytometr (fluidni systém) umozriuje nasdvani bunécné suspenze vzorku a jeji
rozdéleni do jednotlivych bunék. V optické c¢asti jsou buriky ozareny laserovymi paprsky
a zmény svételnych kvant o specifické vinové délce jsou detekovany pfislusnymi optic-
kymi detektory. Svételné signaly jsou nasledné elektronickym systémem prevedeny do
elektrického signélu a digitalizovény pro pocita¢ovou analyzu.

nou, kde dochazi k jejich separaci a kde
paprsek monochromatického laseru
prochazi burikou. Opticky systém se-
stdva z excitacni ¢asti, tvofené laserem
a soustavou ¢ocek a hranoll usmérnu-
jicich paprsek, a z ¢asti sbérné, ktera se
sklada z optickych zrcadel a filtrll umoz-
nujicich detekci svételnych kvant spe-
cifické vinové délky prislusnymi optic-
kymi detektory. K pfevodu optického
signalu na elektricky a k digitalizaci pro
pocitacovou analyzu slouzi elektronicky
systém. Analyzovand data mohou byt
zobrazena jako tzv. dot plot, dvouroz-
mérny graf, kde kazdd tecka reprezen-
tuje jednu bunku, nebo ve formé histo-
gramu pro jednoparametrovou analyzu.
Vyhodna je multiparametrova analyza
umoznujici vybér raznych bunécénych
populaci s riznymi vlastnostmi a jejich
vzajemnou kombinaci. Pritokové cyto-
metry jsou bézné vybaveny 2-3 detek-

tory, které méfi svétlo specifické vinové
délky emitované bunkou. Nejcastéj-
simi fluorochromy se spole¢nou exci-
ta¢ni vinovou délkou 488 nm (dosaze-
nou argonovym modrym laserem) jsou
fluorescein izothiokyanat (FITC), phy-
coerytrin (PE), peridin-chlorofyl (PerCP),
phycoerytrin-Cy5 (PE-Cy5), Texas red aj.
Fluorochromy mohou byt konjugovéany
s rdznymi protilatkami, a byt tak vyuzity
pro vicebarevné analyzy. Specialni apli-
kaci pritokové cytometrie je bunécné
tfidéni (cell sorting), kdy jsou buriky tfi-
dény do sbérnych zkumavek na zakladé
predem znamych parametrd.

Detekce permeabilizace
mitochondrialni membrany

Vice nez pul stoleti je znamo, ze néktera
barviva v urcitém prostiedi agreguiji.
Tvorba agregétu je doprovazena drama-
tickym posunem v absorp¢nich i fluo-

rescen¢nich maximech barviva. Unikatni
znak téchto barviv je uzitecny pfi bio-
logickych studiich vlastnostibunéka cha-
rakteristik bunéénych struktur. Znacna
velikost molekul fluorescen¢niho bar-
viva umoziuje jejich pomalou absorpci
do sledovanych struktur, a jsou proto uzi-
tecné jako reportérové molekuly pro lo-
kalizaci biochemickych udélosti[28]. Tyto
molekularni sondy jsou schopny detego-
vat zmény mitochondridlniho membra-
nového potencidlu pratokovou cytomet-
riil. Mnoho z téchto sond je klasifikovéano
do tfidy lipofilnich kationtl. Sondy se
akumuluji v mitochondridlni matrix, coz
je dano negativnim nabojem mitochon-
drii. Safranin [29,30], tetrafenylfosfonium
(TPP) [31] a rhodamin 123 [32] jsou ¢leny
této tfidy. Nicméné jejich nevyhodou je
absence moznosti kvantifikace. TMRM
(tetramethylrhodamine methyl ester)
a TMRE (tetramethylrhodamine ethyl
ester) jsou fluorescen¢ni derivaty rho-
daminu 123, které mohou byt uzity ke
kvantifikaci pomoci fluorescence [33,34],
tak jako DiOC, (3,3'-dihexyloxacarbocya-
nine iodide). DiOC, je jednou z nejcasté&ji
pouzivanych sond pro méfeni membra-
nového potencidlu pratokovou cytome-
trii. Nevyhodou DiOC, je ovSem jeji vy-
soka toxicita zasahujici respiracni fetézec
a pfi pouziti ultra-nizkych koncentraci
vyzaduje pfesné méfeni, coz omezuje
jeji vyuzitelnost v porovnani s ostat-
nimi sondami. Sonda JC-1 (5,5,6,6'-te-
trachloro-1,1,3,3"-tetraethylbenzimida-
zolcarbocyanin iodid) je povazovana za
nejvykonnéjsi sondu pro detekci zmén
mitochondridlntho membranového po-
tencidlu. Molekuly sondy JC-1 exis-
tuji v monomerni formé a emituji fluo-
rescenci o vlnové délce 527 nm po
excitaci svétlem o vinové délce 488 nm.
V zavislosti na membranovém poten-
cidlu je sonda schopna vytvéret J-agre-
gaty (¢im vétsi polarizace membrany, tim
vétsi akumulace sondy) spojené s emisi
svétla o vinové délce 590 nm [35]. Pfi de-
polarizaci mitochondridlni membréany
dochazi k naslednému uvolfiovani sondy
do cytosolu, které se projevi poklesem
intenzity fluorescence.

Volné radikaly
Soucasné vyzkumy se ve zvysené mife
zaméfuji na volné radikaly a jejich roli
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v nddorovém mikroprostiedi. Volné radi-
kaly jsou molekuly s vysokou mirou ne-
stability, ktera je vyvoldna pFitomnosti
jednoho ¢i vice elektrond ve vnéjsim or-
bitu jejich atomU. Jejich vysoka reakti-
vita zpUsobuje vytrhavani elektron( ze
sousednich atom@ a nasledkem toho
dochézi k poskozeni funkce dané mo-
lekuly. RGzné vnitini a vnéjsi okolnosti
a/nebo biochemicka aktivita mohou na-
rusit kontrolu nad udrzenim rovnovahy
mezi vznikem volnych radikald a jejich
degradaci. Antioxidanty jsou hlavnim
zdrojem ochrany téla proti volnym radi-
kaldm. Antioxidanty transformuji volné
radikdly do méné reaktivnich a pro or-
ganizmus méné skodlivych forem. P¥i-
kladem téchto antioxidant(l jsou CAT
(katalaza), SOD (superoxid dismutdza),
GPx (glutation peroxidaza) [36,37].
Nerovnovaha mezi hladinou volnych ra-
dikalu a jejich degradaci antioxidanty se
nazyva oxidativni stres a mlze zapficinit
poskozeni vedouci k rdznym onemoc-
nénim [38]. Mezi volné radikaly se radi
radikaly kysliku a dusiku, které jsou kli-
¢ovymi regulatory v iniciaci a progresi
nadorl. Radikaly zpUsobuji poskozeni
genomu, zvysuji genetickou nestabilitu
a zprostfedkovévaji modulaci rdznych
procest spojenych s patogenezi na-
dord, jako jsou apoptéza, angiogeneze,
bunécny cyklus, invazivita, metastazo-
vani, metabolizmus [39]. RGzné reak-
tivni formy kysliku jsou oznacovany jako
ROS (reactive oxygen species) [40,41]
a zahrnuji superoxidové anionty (0,—),
které jsou formovany NADPH oxidazami
a jsou produkovany predevsim v mito-
chondriich. U¢inkem SOD (superoxid
dismutazy) nasledné dochézi k formo-
vani molekul peroxidu vodiku [41]. Dalsi
redukéni procesy transformujici peroxid
vodiku cestou Fentonovy reakce do hyd-
roxylovych radikald (+OH) a poté do ko-
ne¢ného produktu, kterym je voda, je
zprostfedkovan ucinkem katalazy (CAT)
a glutation peroxidazy [41]. Kdyz mole-
kuly kysliku vdZou protony jinych vol-
nych radikéld, vznikaji hydroperoxi-
dové radikély (HO,~) [42]. Mezi reaktivni
formy dusiku oznacované RNS (reactive
nitrogen species) patfi volné radikaly
oxidu dusnatého (NO-), peroxydusitany
(ONOO-), radikaly oxidu dusného (NO.-)
a dusitany (NO,-) [43]. NO- vznika pro-

strednictvim proteinové rodiny NOS (ni-
tric oxide synthetase). ONOO- vznika
reakci NO- s molekulou O,—+, s NO,: jako
meziproduktem. Tento meziprodukt
reaguje s NO- a tim vytvafi N,O, (dinit-
rogen-trioxid) [42]. NOS zahrnuji rdzné
izoformy: neurdlni (hnNOS nebo NOSI),
inducibilni (iNOS nebo NOSII), endo-
telidlni (eNOS nebo NOSIIl) a mito-
chondridlni (mtNOS), viechny zavislé
na aktivité NADPH a kalmodulinu [44].
Bunécné metabolické systémy neu-
stale produkuji volné radikaly z kysliku.
Kolem 80 % molekul kysliku je spotfebo-
vano v mitochondriich a asi 5 % z nich
je transformovano do superoxidovych
aniontl a hydroxylovych radikald. Endo-
genni (prostaglandiny, mastné kyseliny)
a exogenni latky (léciva, barviva, antioxi-
danty) jsou metabolizovany v hladkém
endoplazmatickém retikulu, spotfe-
bovévaji 15 % molekul kysliku, z nichz
kolem 2-30 % je urceno k transformaci
do volnych radikald, hlavné do hydroxy-
lovych radikalG. Makrofagy a leukocyty
tvofi radikdly jako obranny mechaniz-
mus proti bakteriim a virdm. Volné radi-
kaly jsou uzity v syntéze prostaglandind,
cholesterolu a steroidnich hormondu.
Hydroxylace lysinu a prolinu do hydro-
xylysinu a hydroxyprolinu je nutna pro
biosyntézu kolagenu, coz vyZaduje Gcast
hydroxylovych volnych radikalt [45].
Volné radikaly maji vyznam béhem me-
tabolickych a obrannych déjli zdravych
bunék. Jejich pfitomnost v burice je
ovsem spojena s rizikem hlavné pro pfi-
tomné velké molekuly, jako jsou nuk-
leové kyseliny, proteiny, polysacharidy,
lipidy, které mohou byt poskozeny oxi-
daci volnymi radikaly [45].

mtROS

Tvorba mitochondridlnich ROS (mtROS)
se odehrava v misté transportniho elek-
tronového retézce (electron transport
chain - ETC) v misté vnitini mitochon-
dridlni membrany béhem procesu oxi-
dativni fosforylace. Oxidativni fosfory-
lace je dUlezity bunécny proces, ktery
vyuziva kysliku a jednoduchych cukri
k vytvofeni ATP, hlavniho zdroje ener-
gie pro bunky. Soucasti tohoto pro-
cesu je pét velkych proteinovych kom-
plex@, zvanych komplex |-V. Jednotlivé
faze ETC neprobihaji dokonale. Uvol-

néni elektront z komplexu | a Ill vede
k ¢astecné redukci kysliku na superoxi-
dovou formu. Superoxidovy aniont je
rychle dismutovadn na peroxid vodiku
dvéma dismutdzami - superoxid dismu-
téza 2 v mitochondrialni matrix a super-
oxid dismutdza 1 v mitochondridlnim
intermembranovém prostoru. Super-
oxidové anionty a peroxidy vodiku tvo-
fené v tomto procesu jsou povazovany
za mitochondridlni ROS. Superoxidové
anionty maji elektrofilni vlastnosti
a kratky polocas rozpadu. Mohou prostu-
povat pres vnéjsi mitochondridlni mem-
branu a ovliviovat signdini cesty v cyto-
solu buriky [46]. Superoxidové anionty
mohou navic podléhat reakci s jinymi
radikaly, jakymi jsou oxidy dusiku (NO),
a vytvaret peroxidusitany (ONOO2.-)
uvnitt mitochondrii a indukovat posko-
zeni DNA, naruseni mitochondridlni in-
tegrity a nevratné modifikace proteina.
Na rozdil od superoxidovych aniontu je
peroxid vodiku nukleofilni a vice stabilni.
Navic jeho koncentrace je stondsobné
vyssi nez u superoxidovych aniontt [47].
Teoreticky by produkce mtROS méla byt
pfimo Umérnd s mnozstvim mitochon-
drii v burice. Bylo dokazano, ze faktor
mitochondridlni biogeneze PGC1a (fac-
tor peroxisome proliferator-activated re-
ceptor-y coactivator 1a) zvySuje nejen
mitochondrialni hmotnost, ale také ex-
presi mnoha antioxidant( zahrnujicich
SOD2 GPx [48]. Mitochondridlni hmot-
nost tedy neni dulezity faktor, ktery re-
guluje tvorbu mtROS. Mitochondrie jsou
dynamické organely, jez ¢asto méni svUj
pocet, velikost, tvar a distribuci v odpo-
védi na intra- a extraceluldrni stimuly.
Mitochondrie mohou podléhat selek-
tivni autofagické degradaci zvané mi-
tofagie [49]. Naruseni téchto proces( je
spojovano s neurodegenerativnimi one-
mocnénimi [50]. Procesy mitochondrial-
niho déleni a fuze jsou dllezZité pro re-
distribuci jejich protein(i a ochrané proti
Skodlivym Gcinkdm mutaci mtDNA.
Tyto procesy jsou regulovadny pro-
teiny N-ethylmaleimide-sensitive fac-
tor attachment protein receptor (SNA-
RE)-like, které zahrnuji mitofusin-1 a -2.
Presna regulace téchto procest neni po-
psana, ackoli je doloZzeno, ze mtROS zvy-
Suji mitochondridlni fragmentaci [51].
Zdravé, diferencované burnky spoléhaji
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v produkci ATP na mitochondridlni respi-
raci (aerobni fosforylaci) v pfitomnosti
kysliku (tvorba 36 mol. ATP/mol. glu-
koézy). Za podminek limitniho mnozstvi
kysliku spoléhaji buniky na anaerobni
glykolyzu jako zdroj energie (tvorba
2 mol. ATP/mol. glukézy). Vétsina nado-
rovych bunék se adaptuje na aerobni
glykolyzu jako zpusob produkce ener-
gie [52]. Tento fenomén je zndmy jako
Warburguv efekt [53]. Ukdazalo se, Zze na-
dorové burky maji dalsi energetické
pozadavky pfesahujici moznosti ae-
robni fosforylace, coz zvysuje oxidativni
stres [54]. V rychle proliferujicich nado-
rovych burikich podporuje pfitomnost
onkogennich mutaci aberantni meta-
bolizmus a proteosyntézu s nasledkem
zvysené produkce ROS. Bylo zjisténo,
Ze Warburglv efekt poskytuje vyhodu
transformovanym burkam posilenim an-
tioxida¢niho systému k neutralizaci aku-
mulace ROS. Jeden z klicovych glykoly-
tickych enzym0 - pyruvat-kinaza - hraje
dilezZitou roli v tomto procesu, nadorové
buriky exprimuji pfednostné M2 izoformu
tohoto enzymu (PKM2) [55] a akutni zvy-
$eni intraceluldrni hladiny ROS mUze inhi-
bovat PKM2 oxidaci cysteinovych zbytkl
tohoto enzymu [56]. Inhibice PKM2 pak
vede k produkci dostate¢ného reduk¢-
niho potencialu, ktery zplsobuje deto-
xifikaci ROS odklonem glukézového me-
tabolizmu do pentézafosfatového cyklu.
Tim, Ze nadorova burka reguluje vlast-
nosti PKM2, poskytuje ochranu proti nad-
mérné produkci ROS bézné pozorované
v nadorech [57].

Detekce mtROS

Pritomnost intraceluldrnich mtROS muze
byt detegovana fluorescencnimi barvivy.
Mezi nejcastéji pouzivana patii dichlo-
rodihydrofluorescein (DCF) a dihydroe-
thidium (DHE). Nevyhodou bézné uzi-
vaného fluorescen¢niho indikatoru ROS
dichlordihydrofluoresceinu je jeho ne-
specificnost (je senzitivni k vice typtm
ROS), nemUze byt cileny do specifickych
intracelularnich kompartmentl a mize
pfi expozici svétlem produkovat ROS,
které maji za nasledek tvorbu artefaktl
amplifikaci signalu. DHE je fluorescen¢ni
indikdtor superoxidovych aniont(.
Ve spojeni s markery specifickymi pro mi-
tochondrie, jako je MitoTracker uzivany

pro konfokalni mikroskopii, mdzeme ur-
Covat, zdali jsou ROS generovany z mi-
tochondrii [58,59]. HyPer plazmidy jsou
prvni geneticky kédované fluorescenéni
senzory schopné detegovat intracelularni
peroxidy vodiku. Plazmid je vytvoren vlo-
zenim cDNA kédujici Zluty fluorescenéni
protein do regula¢ni domény proteinu
OxyR E. coli [60]. HyPer plazmid vykazuje
submikromolérni afinitu k molekuldm
peroxidu vodiku a soucasné je necitlivy
k ostatnim druhdm ROS. Plazmidy HyPer
nezpUsobuji artefakty ROS a mohou byt
uzity pro detekci rychlych zmén v kon-
centracich peroxidu vodiku v rliznych bu-
nécnych kompartmentech. Pro minima-
lizaci signdl prichazejicich z ostatnich
nemitochondridlnich organel se k de-
tekci mtROS vyuzivaji fluorescencni in-
dikatory modifikované k zacileni pfimo
na mitochondrie. Jsou zaloZzeny na bazi
lipofilnich kationt(, které jsou pfitaho-
vany elektronegativnim prostfedim mi-
tochondrii zplsobenym protonovym
gradientem na vnitfni mitochondridlni
membrané. MitoSOX je DHE spojeny s tri-
fenylfosfoniem (TPP+). Vyuzivd prud-
kého elektrochemického gradientu na
vnitini mitochondridlni membrané a hro-
madi se uvnitf mitochondrii (stondsobné
vice v porovnani s cytosolem). MitoSox
je ucinné uzivan k pfimé detekci mito-
chondrialnich superoxidovych aniontt
v rlznych buné¢nych typech [61]. Pfi-
dani motivu TPP+ k fenylboronat esteru
tvofi MitoPY1 [62], biologicky kompati-
bilni sondu pro detekci mitochondrial-
niho peroxidu vodiku. Pfi zvy3eni hladiny
H,0, dochazi k vyznamnému nardstu
fluorescence MitoPY1, kterou je mozné
detegovat konfokalni mikroskopii i pra-
tokovou cytometrii. Dalsi sondy pouzi-
vané pro detekci mtROS jsou MitoAR, jez
reaguje na -OH a HOCI-, a MitoHR, kterd je
vice senzitivni k «OH. Tyto sondy vznikly
pfidanim fluoroforu podobného rhoda-
minu k 4-amino-fenyl aryl etheru, nebo
resp. k 4-hydroxy aryl ether skupiné [63].
pHyPer-dMito je sav¢i expresni vektor
obsahujici sekvenci MTS (mitochondrial
targeting sequence) odvozenou z pod-
jednotky VIl lidské cytochrom c oxidazy,
fuzované s HyPer (fluorescencni senzor
peroxidu vodiku), ktery umoziuje de-
tekci molekul peroxidu vodiku tvofenych
pfimo v mitochondriich.

Zaver

Rakovina je velmi heterogenni one-
mocnéni a rdznorodost mezi bunéc¢-
nymi populacemi nadorli maze ovliv-
novat jak jejich schopnost expanze
a progrese, tak citlivost k protinddorové
terapii. Mitochondridlni bunéc¢nda smrt
je dilezitd soucast zivota bunék a za pa-
tologickych podminek muze dojit k na-
ruseni pribéhu tohoto procesu. V di-
sledku zmén v mitochondrialni strukture
a funkci maze vznikat chemorezistence
nadorovych bunék. Rozdily membra-
nového potencidlu mezi jednotlivymi
bunkami nddoru odrdzi bunécnou he-
terogenitu a prostrednictvim jeho ana-
lyzy mohou byt identifikovany burky,
které jsou dllezité v nddorové progresi.
Membranovy potencial tak mGze byt
potencialni prediktor odpovédi na pro-
tinddorovou lé¢bu a/nebo pfimy cil che-
moterapie [63]. Studium mitochondridl-
niho potencidlu a detekce ROS muze
pfispét k lepsimu porozuméni apopto-
tického mechanizmu a sestaveni efek-
tivnéjsi 1é¢by pro pacienty s nadorovym
onemocnénim.
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Souhrn

Migrace a invazivita jsou fenotypovymi vlastnostmi bunék, které vyznamné pfispivaji k prabéhu
zadoucich fyziologickych déjd, jako je hojeni ran ¢i embryogeneze, i k velmi zdvaznym patolo-
gickym procestim, predevsim pak k metastazovani nadorud. Dostupnost vhodnych metod studia
migracnich a invazivnich vlastnosti bunék je tedy zasadni pro pochopeni molekularni podstaty
téchto déju a v pripadé nadorovych onemocnéni je migracni, invazivni a metastaticky potencial
nadorovych bunék klicovym faktorem urcujicim klinickou prognézu pacienta. Tento ¢lanek po-
dava prehled zakladnich metod in vitro a in vivo, které se vyuzivaji pfi studiu bunécné migrace,
invazivity a mechanizmud metastazovani nador(. In vitro metody studia bunécné migrace zahr-
nuji jednoduché dvourozmérné testy (scratch-wound assay a test zalozeny na Uc¢inku hepato-
cytérniho rlstového faktoru) a dale metody vyuzivajici t¢inku chemotaxe (Dunnova komdrka,
videomikroskopie bunék a pouziti nosi¢li s chemoatraktanty). Metody pro studium bunécné
migrace a invazivity in vitro zahrnuji slozitéjsi systémy zalozené na principu Boydenovy ko-
murky (Transwell migrac¢ni/invazivni test, analyza bunécné migrace a invazivity pomoci systému
xCELLigence, a analyzy provadéné s vyuzitim konfokalni mikroskopie) a rovnéz pak metodu
studia buné¢né migrace v mikrokanalcich. Prehled in vivo metod shrnuje zakladni organizmy
a metody uzivané ke studiu bunécné migrace a invazivity s hlavnim ddrazem na studium me-
tastazovani in vivo v mysich modelech. Popsané metody se uplatniuji predevsim ve vyzkumnych
projektech zamérenych na vyvoj novych diagnostickych a terapeutickych pristupl v onkologii.

Klicova slova
migrace - invazivita — in vitro assaye - in vivo modely - metastazovani - nadorové burky

Summary

Migration and invasiveness are phenotypic characteristics of cells that contribute to physiological
processes, such as wound healing or embryogenesis and they are involved in serious pathological
processes, namely in tumor cell metastasis. Availability of methods for studying migration and
invasiveness of the cells is important for understanding molecular basis of these processes. In the
case of cancer, migration, invasiveness and metastatic potential of tumor cells are key factors that
determine clinical prognosis of the patients. This communication provides an overview of in vitro
and in vivo methods which are used to study cell migration, invasion and metastasis. In vitro meth-
ods for studying cell migration include simple two-dimensional assays (scratch — wound assay and
the assay based on the effect of hepatocyte growth factor) and methods based on chemotaxis
(Dunn'’s chamber, videomicroscopy of cells, the use of carriers with chemoattractants). Methods
for studying both cell migration and invasiveness in vitro include more complex systems based on
the principle of the Boyden chamber (transwell migration/invasive test, analysis of cell migration
and invasion in XCELLigence system, confocal microscopy based approaches) as well as analysis
of cell migration in micro-channels. Our overview of in vivo methods provides an introduction
into model organisms and methods used in this field, with an emphasis on the study of cancer
metastasis in mouse models. The methods described in this review are mainly involved in larger
research projects aiming at developing new diagnostic and therapeutic approaches in oncology.

Key words
migration - invasiveness - in vitro assays — in vivo models — metastasis — tumor cells
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METODY STUDIA BUNECNE MIGRACE A INVAZIVITY NADOROVYCH BUNEK

Uvod

Bunéc¢na migrace a invazivita hraji pod-
statnou Ulohu v fadé biologickych pro-
cesy, jako je napt. embryogeneze, imu-
nitni odpovéd, hojeni ran, morfogeneze
¢i zanét [1]. V onkologii maji zasadni
vyznam v metastazovani nadorovych
bunék, coz je nejcastéjsi pric¢ina vedouci
k termindInimu stadiu nddorového one-
mocnéni. Tvorba metastaz probiha
béhem multifaktorialniho a vicestup-
nového procesu zvaného metastaticka
kaskada [2,3]. Jeji prvni krok je oddé-
leni nddorové bunky od primérniho
nadoru [3]. Diky zvysené expresi pro-
tedz, které zésadné prispivaji k invazivni
schopnosti bunék Stépenim extracelu-
[arni matrix (ECM), tyto burky nasledné
pronikaji bazélni membranou a mohou
prostupovat do stromatu [2]. Stromalni
bunky pfitom mohou zvy3Sovat jejich ag-
resivni potencial a podilet se na procesu
epitelidlné-mezenchymalni tranzice
(EMT) [4,5], vedoucim ke ztraté bunécné
adheze, epitelidlni polarity a zvysené

migrac¢ni a invazivni schopnosti nado-
rovych bunék. Buiiky s mezenchymal-
nim fenotypem pak pronikaji do cév-
niho systému procesem oznacovanym
jako intravazace, krevnim fecistém pu-
tuji do oblasti vzdaleného organu, kde
mohou po extravazaci vytvofit sekun-
darni nddor neboli metastazu.

Bunécna migrace je proces velmi kom-
plikovany a pfi jejim studiu je tfeba brat
v Uvahu fadu biologickych aspektl [6].
Pro studium migrace jsou nejcastéji uzi-
vany in vitro modelové systémy na bazi
bunécnych linii, nicméné podminky, ve
kterych bunky migruji, jsou zde zna¢né
zjednoduseny, a vysledky proto nemusi
plné reflektovat skutec¢né chovani v or-
ganizmu. Studium buné¢né invazivity se
obvykle realizuje v prostfedi substratu,
jenz se slozenim podoba pfirozené ECM,
jako je kolagen ¢i Matrigel® (obchodni
nazev pro Zelatinovou proteinovou
smés, odvozenou z mysich nadorovych
bunék [7]). Experimentdlné podstatné
naroc¢néjsi, avsak realnym podminkam

fecich modelech [6]. Za ucelem poro-
zuméni procesim migrace, invazivity
a s nimi spojené adheze jsou nadale vy-
vijeny nové metody studia, diky nimz je
mozné studovat mechanizmy migrace
bunék a bunéénych souborid ve vztahu
k regula¢nim mechanizmm. V kombi-
naci se studiem bunéc¢né migrace a inva-
zivity jsou pak vyuzivany techniky mo-
lekularni biologie, biochemie (zejména
genomiky a proteomiky) i pokrocilé zob-
razovaci techniky. Kombinace uvede-
nych pfistupl je vhodny nastroj pfi stu-
diu komplexnich patologickych procest,
jako je pravé tvorba metastaz. Tyto me-
tody (obr. 1) umoznuji nejen studovat
migraci rGznych typd bunék, ale také
analyzovat ulohu jednotlivych prometa-
statickych gen( a protein( i jejich funk-
¢nich partnerd, uplatiuji se pfi jejich
funk¢ni charakterizaci a validaci smé-
rem k vyvoji novych diagnostickych a te-
rapeutickych pfistupl. Cilem vyzkumu
je vyuzit ziskané poznatky ke zvySovani
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Obr. 1. Schéma metod studia buné¢né migrace a invazivity.

Celkové schéma vsech metod popisovanych v ¢lanku, doplnéné o vystihujici obrazky.
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Obr. 2. Scratch-wound assay - zacelovani ryhy.

Ctyii stadia priib&hu experimentu provadéného na bunkach linie MCF-7. A. Do monovrstvy bunék je $pickou pipety vytvorena ryha
o pfedem definované velikosti. B. Stejné misto na misce focené po 24 hod. Bunky na okraji ryhy polarizuji a migruji smérem k jejimu
stfedu ve snaze ji zacelit. C. Stav po 72 hod. D. Stav po 120 hod. Ryha je zcela zacelena migrujicimi burikami.

efektivity diagnostiky, |é¢by a prevence
nadorovych onemocnéni.

Jednoduché metody ke studiu
bunécné migrace in vitro
Scratch-wound assay

Scratch-wound assay (zacelovani ryhy)
je bézné uzivand jednoducha metoda
pro méreni zakladnich parametr bu-
néc¢né migrace, jako jsou predevsim
rychlost migrace a polarita bunék [8].
Buriky jsou kultivovany v bézném kulti-
va¢nim médiu, dokud nevytvofi souvis-
lou vrstvu. Nasledné je do této vrstvy
$pickou pipety o definované velikosti
vytvorena ryha [9,10]. Bunky na okraji
ryhy polarizuji a zadinaji samovolné mi-
grovat smérem ke stfedu ryhy ve snaze ji
zacelit (obr. 2) [11]. Obvyklym zpGsobem
monitorovani pohybu bunék je interva-
lové snimani mikroskopem [8]. Motilitu
je mozno kvantifikovat pomoci ¢asu ne-
zbytného pro kompletni zaceleni ryhy,
k ¢emuz Ize vyuzit softwarové hodno-
ceni pokryti snimané oblasti bunkami.
Dulezité je vsak vzit v Uvahu pfispévek
proliferace bunék na samotné zacelo-
vani béhem experimentu. K jeji inhibici
je nezbytné pridani inhibitor( prolife-
race do média (béZné je pouzivan napf.
mitomycin C). Metoda je vhodna ke stu-
diu procesu hojeni mechanickych pora-
néni. Ve vztahu k metastazovani nddoro-
vych bunék Ize tuto metodu napf. vyuzit
k zdkladnimu studiu prometastatickych
genl a protein( i jejich vlivu na migracni
schopnost bunék.

Scatter test

Metoda je zaloZzena na monitorovani od-
povédi urcitych buné¢nych linii na sti-
mulaci prostfednictvim hepatocytar-

niho rdstového faktoru (hepatocyte
growth factor - HGF) [12,13]. Po ni do-
chazi u téchto bunék k tzv. bunécnému
scatteringu, tedy rozptyleni z buné¢né
kolonie, ktery je dlsledkem reorgani-
zace aktinového cytoskeletu, naruseni
mezibunéc¢nych spojd a nasledné zvy-
Sené schopnosti migrace. Jde o mor-
fologickou zménu obdobnou procesu
EMT. Priibéh scatter testu je monitoro-
van mikroskopem s intervalovym sni-
manim. Je hodnoceno procentudlni za-
stoupeni nesoudrznych/uvolnénych
bunék, u kterych doslo k bunéé¢nému
scatteringu, k celkovému poctu bunék.
Tak Ize testovat vliv exprese jednotlivych
gend na zmény migrace. Pavodné byla
tato metoda vyvinuta pro bunécnou
linii MDCK (bunky odvozené z normal-
nich psich ledvin), pozdéji byla pouzita
i pro linii lidskych prostatickych nadoro-
vych bunék DU145 ke studiu ulohy vy-
branych proteint (Cdc42, p21 aktivova-
nych kinaz, p210ctn) v procesu EMT [12].

In vitro metody ke studiu bunécné
migrace na principu chemotaxe
Chemotaxe migrujicich bunék ma ob-
rovsky vyznam v mnoha biologickych
procesech véetné tvorby metastaz [14].

Dunnova komiirka

Jednd se o metodu, kterd umoznuje mi-
kroskopické pozorovani migrace bunék
v redlném case v odpovédi na pritom-
nost chemoatraktantu [15]. Vyuzivd
usmérnéného pohybu bunék z vnégjsi
jamky Dunnovy komUrky po mustku ve-
doucim do vnitfni jamky s chemoatrak-
tantem (obr. 1), pficemz tento pohyb po
mustku je snimdn mikroskopem a za-
znamenavan v pravidelnych intervalech.

Metodika je uzite¢ny néstroj ke studiu
chemotaxe [16], jako jednoho z migrac¢-
nich mechanizm bunék, zptsobenych
gradientem difuznich signalnich faktor(,
které prispivaji rovnéz k metastatickym
procestim.

Videomikroskopie bunék
Videomikroskopie umoziuje vizualizaci
a kvantifikaci chemotaxe, a to zejména
u adherentnich savcich bunék, jako jsou
bunky nadorové ¢i endotelidlni [17].
Tato metoda vyuzivd videomikrosko-
picky zdznam pohybu bunék, na jehoz
zakladé se odvozuje trajektorie (obr. 1)
kazdé jednotlivé burky, ktera migruje
v chemotaktickém gradientu obvykle po
dobu 12-24 hod. Ten se vytvafi diky sou-
stavé kanalkli a komGrek pod special-
nim mikrosklickem (u-Slide Chemota-
xis), pod nimz se pohybuji buriky. Touto
metodou Ize vyhodnocovat napf. vliv in-
hibitorll na chemotaxi. Inhibitory che-
motaxe jsou pfitom zvazovany jako tera-
peutika zamezujici metastazovani [17].

Nosice s chemoatraktanty jako

nastroj pro studium chemotaxe

Schopnost bunék reagovat na vnéjsi
podnéty hraje vyznamnou roli v fizeni
usmérnéné migrace bunék, tedy pfi ci-
leni bunécného pohybu vedoucimu
k zaklddani metastaz [18,19]. Pro stu-
dium migrace bunécnych soubord i pro
bunécné explantaty (Ziva tkan pro tkano-
vou kulturu) byla vytvorena metoda vy-
uzivajici nosi¢t s chemoatraktanty.
Na malé misce pokryté proteiny repre-
zentujici ECM (napf. fibronektin) a zalité
zivnym médiem jsou umistény kulaté
nosic¢e s chemoatraktivnimi molekulami,
do jejichz blizkosti jsou nasledné vlozeny
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migrace

dolni komora

horni komora

ECM gel

porézni membrana

dolni komora
s chemoatraktantem

invazivita

J

Obr. 3. Boydenova komtrka.

Schéma zédkladni Boydenovy komGrky (vlevo) a kom(rky s membranou pokrytou gelem
z ECM (extraceluldrni matrix) pro studium invazivity bunék (vpravo). Bunky jsou nana-
Seny do horni komory a migruji skrz porézni membranu do dolni komory s chemoatrak-
tantem. Je-li membrana pokryta vrstvou gelu, buriky maji ztizené podminky a musi inva-

dovat skrze néj.

buriky nebo bunécné explantéty. VV okoli
chemoatraktantu se ihned tvofi chemo-
takticky gradient, ktery m{ze vyvolat mi-
graci bunék (obr. 1). Ta je snimdna mik-
roskopem v pravidelnych intervalech.
Metoda umozZnuje nejen pozorovat po-
pulace stejnych typd bunék, ale i srovna-
vat odlisné chemotaktické chovani dvou
nebo vice bunécnych typud zaroven.

In vitro metody ke studiu bunécné
migrace a invazivity zalozené na
principu Boydenovy komurky
Boydenova komurka

Metoda pUvodné vyvinutd pro studium
chemotaxe leukocytl se stala vhodnym
nastrojem pro pozorovani motility a in-
vazivity nddorovych bunék [16]. Klasicka
Boydenova komdrka (obr. 3) sestava ze
dvou prostorl oddélenych membra-
nou [20]. V horni &asti jsou bunky v Ziv-
ném médiu a v &asti spodni v médiu
s obsahem chemoatraktantu. Mem-
brdna mezi nimi pfedstavuje fyzikalni
bariéru, kterou mohou buriky pfekonat
pouze aktivnim pohybem. Toto uspo-
fadani se vyuziva ke studiu migrac¢nich
vlastnosti bunék. Komora muze byt vsak
modifikovana pro studium invazivnich
vlastnosti nadorovych bunék pokrytim
mikroporézni membrany vrstvou, jejiz
slozeni je blizké ECM. V tom pfipadé ho-
vofime o trojrozmérném (3D) prostredi.

Pro pokryti membrany se vyuzivaji ma-
trice jako kolagen nebo Matrigel®, kdy
béhem procesu simulujicitho bunécnou
invazi dochézi k interakci nddorovych
bunék s komponentami ECM a buné¢né
adhezi a proteolytické degradaci ECM
substratu. Dalsi vyhoda je, Ze v tomto 3D
prostiedi jsou bunky pfirozenéji polarni,
a jejich chovani je proto blizsi podmin-
kam in vivo.

Transwell migracni/invazivni test

Bézné uzivané komeréni kvantitativni
invitro testy migrace ainvazivity jsou pre-
vazné zalozeny na origindlnim systému
Boydenovy komurky [21]. Transwell® In-
vasion Assay predstavuje komeréni va-
riantu zaloZzenou na jednorazovych
plastovych vicejamkovych desti¢kach
s mikroporézni membranou (obr. 1) [22],
do niz jsou buriky umistény na jednu
stranu membrany a chemoatraktanty
na druhou. Po urcitém case pribéhu
experimentu jsou burky vizualizovany
fluorescen¢nim (nebo jinym) barvenim
a bunécnd migrace hodnocena na za-
kladé podilu bunék, které prosly skrze
membranu smérem k oblasti vyssi kon-
centrace chemoatraktantu. Experimen-
talni sestava ke studiu bunécné invazi-
vity mlze byt vytvorena zablokovanim
port v membrané gelem o slozeni bliz-
kém ECM (kolagen, Matrigel®), invazivita

je tak podminéna proteolytickou degra-
daci ECM slozek.

xCELLigence systém - analyza
migrace a invazivity v realném case
XCELLigence systém (RTCA DP - Real-time
cell analyzer double plate, Roche/Acea
Biosciences) je nova technologie rov-
néz zalozend na principu Boydenovy ko-
murky, umoznujici sledovani buné¢né
migrace, invazivity, ale i proliferace, ad-
heze bunék a vlivu chemotaxe a cytotoxi-
city na né v redlném case [23,24]. Na roz-
dil od Transwell migra¢niho testu jsou
tedy buriky sledovany nepretrzité (nikoliv
pouze v jednom zvoleném ¢asovém oka-
mziku) bez nutnosti fluorescen¢niho bar-
veni pfi ukonceni experimentu. Pfistroj se
skladd ze dvou zakladnich ¢asti: 1. RTCA
DP analytické a 2. kontrolni jednotky. Do
analytické jednotky se vkladaji desticky
s riznym poctem jamek, v nichz probi-
haji jednotlivé experimenty.

K méfeni migrace a invazivity je vy-
uzivano desti¢ek CIM-plate 16 (cell in-
vasion and migration, obr. 1). Kazda
jamka v desti¢ce predstavuje migracni
komurku, ktera se sklada ze dvou ¢asti
oddélenych mikroporézni polyetylente-
reftaldtovou (PET) membranou, do jejiz
spodni ¢asti jsou integrovany mikro-
elektronické senzory [25]. Horni komora
obsahuje médium se sledovanymi bun-
kami. K méreni invazivity se podobné
jako u Transwell assay pfidava vrstva
gelu o slozeni blizkém slozeni ECM (napt.
Matrigel®). Spodni komora obsahuje
médium s chemoatraktantem [11,25].
Jak bunky béhem experimentu migruji
z horni komory pres membranu smé-
rem k chemoatraktantu, pfichazeji do
kontaktu s elektrickymi senzory a je-
jich pocet je pfimo imérny méfené im-
pedanci (komplexni veli¢ina popisujici
zdanlivy odpor soucastky pfi prdchodu
stfidavého elektrického proudu).

Ke zjistovani miry bunécéné ad-
heze a proliferace se vyuziva desticek
E-plate 16. Jamky v nich jsou jednodu-
ché, bez rozdéleni membranou na dvé
komory. Dno jamky je pokryto elektro-
dami, které umoznuji méreni zmény
impedance v odpovédi na pfisednuti
bunék na dno jamky [11]. Nejdfive se
zméfi signal kultiva¢niho média bez pfi-
davku bunék a nasledné jsou zazname-
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navany zmény impedance v dusledku
zvysené adheze ¢i proliferace pridanych
bunék [11,23,24].

Vystupem experimentu provadéného
v systému xCELLigence je tzv. bunéény
index (cell index - Cl). Jde o bezrozmér-
nou veli¢inu, k jejimuz vypoctu se vyu-
ziva vztahu: Cl = (Zi - Z0)/15 W, kde Zi
je impedance v daném okamziku ex-
perimentu a Z0 pak impedance pozadi
(média pred pfidanim bunék) [26]. Hod-
noty Cl pro rlizné paralelni experimenty
jsou poté davany do vztahu s konkrétni
studovanou vlastnosti bunék.

In vitro studium migrace a invazivity
pomoci trojrozmérné konfokalni
mikroskopie

Vyuziti konfokalniho mikroskopu umoz-
nuje zaznamendvat pohyb bunék v pro-
storu a case [27]. Pro studium bunécné
migrace a invazivity se v tomto pfipadé
kombinuje Boydenova komirka ve vyse
popsaném usporadani se zaznamem ob-
razu ziskaného konfokélnim mikrosko-
pem. Test je pak provadén tak, Ze nejdrive
sestavime migracni experiment v Boyde-
nové komarce s membranou pokrytou 3D
ECM gelem. Po naneseni studovanych na-
dorovych bunék je gel vyfiznut. Mira mig-
race, resp. invazivity je poté monitorovéna
ve 3D projekci konfokalnim mikroskopem
a zaznamenavana v redlném case. Lze pfi-
tom vyuzit jak mikroskopie v prochazeji-
cim svétle, tak fluorescenéniho znaceni
bunék, bunécnych struktur a molekul.

Studium bunéc¢né migrace

v mikrokanalcich

Jednd se o univerzélni, jednoduchou
metodu studia buné¢né migrace v mi-
krokanalcich o presné definovaném
tvaru [28,29]. Tento test je povazovan
za 3D metodu studia bunécné migrace.
Sestavy paralelnich kanalkd (obr. 1) se vy-
rabéji na miru pro konkrétni experimenty,
materidlem jsou vétsinou transparentni
silikonové pryze. Konstrukce kanalku ur-
¢uje miru omezeni pohybu bunék, coz
je dano adhezivitou materialu, lokalnimi
zuzenimi a ohyby mikrokanalkd. Bunky
prochazeji paralelnimi mikrokandlky,
pficemz pomoci svételného mikroskopu
jsou sledovany vzdalenosti, které bunky
v paralelnich experimentech urazi za
dany cas. Timto zplsobem je mozné

srovndvat migraci rGznych buné¢nych
linii, anebo izogennich bunécénych linii
exprimujicich studované proteiny s po-
tencidlni promigrac¢ni tlohou. Obecné
je tedy mozno porovndavat a hodno-
tit rdzné parametry ovliviiujici migraci
v paralelnich mikrokandlcich v zavislosti
na designu experimentu.

Metody studia metastazovani
invivo

In vivo testovani je nezbytnou soucasti
vyzkumu v oblasti nadorové biologie,
tj. zkoumani molekuldrni podstaty one-
mocnéni, rozvoje diagnostickych pfi-
stupll a vyvoje efektivnéjsi 1écby vcetné
novych terapeutik. Sav¢i in vivo modely
umoznuji oproti vySe popsanym in vitro
experimentlm lépe pfibliZit experimen-
talni podminky komplexnimu stavu orga-
nizmu, tedy podminkam, v nichZ dochazi
k patologickym procestim, které neni
mozno dostate¢né v podminkach in vitro
simulovat. In vivo experimenty tudiz po-
skytuji relativné vérohodnéjsi vysledky,
jsou vsak experimentdalné a ekonomicky
znacné néroc¢né. Vlastni vyvoj geneticky
modifikovanych modelovych organizmu
se tak sdm o osobé stal nepostradatel-
nym podplrnym odvétvim vyzkumu, bez
néhoz by nebylo mozno studovat fyziolo-
gické a patologické déje v tak komplex-
nim systému, jako je Zivy organizmus.
Ke studiu bunécné migrace a invazivity
in vivo se vyuziva celd fada organizm(
(obr. 1). Hlenky Dictyostelium discoideum
zasadné prispély porozuméni chemotaxe
a identifikaci jejich potencidlnich regula-
torl [30]. Hadatko obecné (Caenorhabdi-
tis elegans) diky svému prdhlednému télu
a moznosti vizualizace bunék pomoci
proteinu GFP (green fluorescence pro-
tein) umoznuje analyzu pfirozenych a pa-
tologickych migratornich cest [31], stejné
tak prasvitnd embrya a kukly octomilky
(Drosophila) dovoluji pozorovani mig-
race urcitych typd bunék [32,33]. Fluo-
rescencné znacené neutrofily ryby dania
pruhovaného (Danio rerio) pak byly vy-
uzity napf. pro studium bunécénych pro-
ces béhem zanétu [34,35].

Mys - nejpouzivanéjsi in vivo model

v nadorové biologii

Nejpouzivanéjsi organizmus ke studiu
mechanizm vzniku nadord, nadoro-

vého rlstu a procesti metastatické kas-
kady in vivo je viak my$ domaci (Mus
musculus) [36-38]. V laboratorni praxi se
nejcastéji pouzivaji dva jednoduché ex-
perimentalni testy pro vznik plicnich a ja-
ternich metastdz a dva spontanni testy
pro prsni a prostatické karcinomy. Vyu-
ziva se mysich nadorovych bunécnych
linii v syngennich imunokompetentnich
(schopnych imunologické odpovédi na
antigen) mysich, nebo lidskych nadoro-
vych $tépl implantovanych do imunode-
privovanych (neschopnych imunologické
odpovédi na antigen) mysi. Pfi studiu mo-
lekularni podstaty metastazovéni jsou vy-
uzivany tfeba tyto modelové systémy:
1. bunécna linie prsniho mysiho karci-
nomu aplikované do prsni tkdné imuno-
kompetentni mysi, pficemz je hodnoceno
vytvareni metastaz (napf. v jatrech, lymfa-
tickych uzlinach a plicich) [39]; 2. buné¢na
linie lidského prsniho karcinomu apliko-
vana do prsni tkané imunodeficientni
mysi, pficemz je hodnoceno vytvareni
metastaz [40]; 3. lidska bunéc¢na linie kar-
cinomu prostaty aplikovana do prostaty
imunodeficientni my3i s naslednym hod-
nocenim tvorby metastaz [41]. K makro-
skopickému hodnoceni vzniku a rozvoje
vzniklych metastaz se vyuzivaji rdzné
metody in vivo zobrazovani, napf. mag-
neticka rezonance, pozitronova emisni
tomografie, pocitacova tomografie, che-
miluminiscen¢ni a fluorescencni zobrazo-
vani i dalsi.

Zaveér

Ke studiu buné¢né migrace a invazivity
je vyuzivana fada in vitro a in vivo metod.
Tyto techniky jsou vhodny néstroj pro
vyzkum Siroké 3kaly biologickych pro-
cesl, a zejména pak pro studium mo-
lekuldrni podstaty rozvoje ndadoro-
vych onemocnéni. Lze tedy ocekavat,
ze aplikace a dalsi rozvoj téchto tech-
nik pfinese nové vyznamné poznatky
vedouci k novym terapeutickym a dia-
gnostickym pristuptm zlepsujicim 1écbu
nadorovych onemocnéni.
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Souhrn

Nejzavaznéjsi komplikaci nddorovych onemocnéni je vznik vzdélenych metastaz. K Sifeni do
vzdalenych organll vyuzivaji nddorové burky ¢asto krevni cirkulaci. Vstup do krevniho obéhu
a prachod sténou kapilary do cilového sekundéarniho mista umoziuji kolonizaci jinych organd
a vznik Zivot ohrozujicich metastaz. Prichod sténou cévy (transendotelidlni migrace) je zasadni
krok metastatické kaskady a poznani mechanizmd fidicich tento proces by jisté pfispélo k vy-
tvareni novych strategii pro cilenou proti-metastatickou terapii. Existuje nékolik zptsobd, jak
studovat transendotelidlni migraci v zivych modelovych organizmech (in vivo). Jejich vyhoda
je, ze poskytuji komplexni fyziologické mikroprostiedi, jsou ale nakladné a technicky naroc¢né.
Proto se pouzivaji stdle dokonalejsi techniky pro sledovani transendotelidlni migrace in vitro.
Jsou obecné dostupnéjsi a méné narocné na vybaveni, ale i v rdmci metod studia transen-
dotelidlni migrace in vitro existuje znac¢nd variabilita ve sloZitosti provedeni, pozadavcich na
specialni pfistrojové vybaveni, pfesnosti simulace podminek in vivo a v relevanci pro onkolo-
gické aplikace. Technické pristupy ke studiu transendotelidlni migrace in vitro, jejich rozdéleni,
modifikace, vyhody a nevyhody jsou pfedmétem tohoto prehledového ¢lanku.

Klicova slova
transendotelidlni migrace — extravazace — endotelidlni buriky - metastaza — transwell systém

Summary

The most dangerous aspect of cancer is the metastatic spread to other parts of the body. Can-
cer cells frequently use circulation to spread to secondary locations. By entering the blood-
stream (in a process called intravasation) and by crossing the vessel walls at the metastatic sites
(extravasation) tumor cells disseminate to distal organs and eventually form life-threatening
metastases. Crossing the vessel walls (transendothelial migration) is a vital step of metastatic
cascade and the elucidation of mechanisms involved in transendothelial migration might in-
spire new strategies of targeted anti-metastatic therapy. There are several methods to study
transendothelial migration in living models (in vivo). Although they offer complex physiological
microenvironment, they are expensive and technically demanding, therefore not widely used.
As an alternative, sophisticated techniques to investigate transendothelial migration in vitro
have been developed. They are generally more available and feasible, but there is still conside-
rable variability in the difficulty of performance, the requirements for specialized devices, accu-
racy of in vivo simulation and relevance for oncological applications. The classification, various
modifications, pros and cons of in vitro techniques for studying transendothelial migration are
summarized in this review.

Key words
transendothelial migration — extravasation — endothelial cells - metastasis — transwell system
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MOZNOSTI STUDIA TRANSENDOTELIALNI MIGRACE IN VITRO

Uvod
Transendotelidlni migrace (diapedéza)
je proces prlichodu bunék pres endotel.
Muze vést obéma sméry: bunka muze
smérfovat z lumen cévy/kapilary do pa-
renchymu cilového organu (extravazace),
nebo naopak vstupovat ze subendote-
lidlni tkané do cirkulace (intravazace).
Fyziologicky k ni dochézi napt. béhem
zanétu, kdy leukocyty pfitahované pro-
zanétlivymi molekulami vystupuji z krev-
niho recisté do poskozené tkané. U nado-
rovych onemocnéni dochdzi k interakci
s endotelem béhem angiogeneze a me-
tastatického sifeni nadoru. Do mist vzda-
lenych primarnimu tumoru jsou nado-
rové burky ¢asto distribuovany krevnim
systémem, coz predpokladd dvoji pru-
nik nddorovych bunék endotelidlni barié-
rou. Invazivni bunky unikaji z tkané pri-
marniho karcinomu do krevniho Fecisté,
prezivaji jako cirkulujici nddorové burky,
v cilovém misté prostupuji sténou kapi-
lary a v novém mikroprostfedi mohou
prezivat ve stavu dormance, pfipadné dat
vznik sekundarnimu nadoru [1].
Molekularni mechanizmy fidici inter-
akci nadorovych bunék s endotelem jsou
tedy s ohledem na potencidlni terapeu-
tické vyuziti a prevenci metastatického
rozsevu pfedmétem intenzivniho vy-
zkumu. Zkoumdni transendotelidIni mig-
race (TEM) in vivo je znesnadnéno tim, ze
se jedna o proces probihajici uvnitf tkani
organizmu, v komplexnim mikroprostiedi
a Casto v obtizné predikovatelnych mis-
tech [2]. Nicméné pro studium intravazace
Ize vyuZit zobrazovaci techniky intravitaIni
mikroskopie, extravazaci in vivo je mozné
hodnotit z hlediska Gcinnosti na Urovni
bunécnych populaci podle pfitomnosti
znacenych bunék v parenchymu cilovych
organl [3-5]. Nedostatky téchto strategi,
jako jsou $patné prostorové rozliseni intra-
vitaIni mikroskopie, nakladnost, nutnost
pouziti modelovych zvifat a jejich vybér,
vyvazuje komplexni fyziologické mikro-
prostfedi TEM. Alternativu témto pfistu-
pum in vivo nabizeji systémy pro sledovani
TEM in vitro, jejichz rozdéleni a popis je
predmétem tohoto prehledového ¢lanku.

Moznosti studia transendotelialni
migrace in vitro

Techniky pro studium TEM in vitro lze
rozdélit podle substratu, na némz se for-

muje vrstva endotelidlnich bunék (en-
dotelial cell - EC). Nékteré techniky vy-
uzivaji tzv. transwell systém, kdy EC
pokryvaji porézni polyesterovou nebo
polykarbonatovou membranu, jiné za-
jistuji 3D kultiva¢ni podminky, obvykle
reprezentované 3D kolagenovym gelem
pfevrstvenym endotelidlnimi bunkami.
Podle zplisobu monitorovani TEM in
vitro se rozlisuji metody mikroskopické
a nemikroskopické. Mikroskopické i ne-
mikroskopické metody sledovéni TEM
muizeme dale rozdélit na ty, které analy-
zuji jeden (konecny) ¢asovy bod procesu,
a na ty, které umozniuji zaznamenavat
TEM v redlném case (¢asosbérna mikro-
skopie nebo monitorovani zmén impe-
dance). Podle dalSiho kritéria se rozliduji
statické systémy TEM in vitro, systémy
fluidni a tfepaci (,rocking”) [6-8]. Nize
budou popsany jednotlivé techniky stu-
dia TEM in vitro a jejich modifikace.

Statické systémy

Transwell techniky pro sledovani
transendotelialni migrace

Zéakladni transwell systém pro sledo-
vani TEM (obr. 1A) sestava z dvoukomo-
rové kultivacni jamky prehrazené po-
réznim filtrem (velikost porG obvykle
5-8 um) [9-11].Na horni stranu filtru jsou
nasazeny EC, pfitom adhezivni vlastnosti
membrény jsou obvykle zlep3eny pred-
chozim oSetfenim roztoky obsahujicimi
slozky extracelularni matrix (ECM), jako
jsou fibronektin, vitronektin, kolagen,
matrigel nebo Zelatina, za vzniku tenké
vrstvy ECM [5,9,12,13]. Pouzivaji se r(izné
typy EC: komer¢né dostupné lidské EC
z pupecnikové zily (HUVEC) [10,14],
priméarni lidské mikrovaskuldrni EC
z rdznych organl [11,15], EC z aorty
(HAEC) [16], imortalizovana linie mysich
EC z pankreatu (MS1) [17], primarni mysi
mikrovaskularni EC izolované z riznych
organt [5,8]. Jakmile EC zaplIni plochu
membrany a dosahnou konfluence, coz
Ize ovéfit testem na permeabilitu EC po-
moci dextranu konjugovaného s fluoro-
forem nebo mérenim transendotelidlni
elektrické rezistence (TEER) [18,19], pfi-
daji se do horni ¢asti nddorové bunky.
Spodni ¢ast jamky je naplnéna médiem
s chemoatraktantem podporujicim pro-
stup nadorovych bunék vrstvou en-
dotelu a membranou. TEM se obvykle

vyhodnocuje 4-24 hodin po pfidani na-
dorovych bunék (¢asovy bod pro za-
staveni TEM je nutno stanovit empi-
ricky pro kazdou kombinaci bunécnych
linii) [9,12,14,20]. Hodnoti se pfitomnost
nadorovych bunék na spodni strané
membrény, pfipadné ve spodni ¢asti
transwell jamky [5,9]. Cetnost bunék se
posuzuje vizualné po fixaci, pfipadné po
barveni (pokud nejsou oznaceny pre-
dem) [12,14,21], nebo se kvantifikace
provadi fluorimetricky, event. pritoko-
vou cytometrii pfi znaceni bunék fluo-
rescen¢nimi sondami [13,20,22]. Toto vy-
chozi uspofadani transwell experimentu
je snadno sestavitelné, nevyzaduje spe-
cidlni vybaveni, umoznuje kvantifikaci,
ale nenabizi moznost pozorovat jednot-
livé faze TEM.

Pouzivaji se proto i rizné modifikace
tohoto pfistupu vyvazujici nékteré ne-
dostatky. Jako alternativni zpUsob hod-
noceni TEM (k ,end-point” detekci) Ize
pouzit odecitani zmén impedance na
spodni strané membrany transwell
jamky. Kromé pfistrojového vybaveni
(napf. xCELLigence real time cell ana-
lyzer) jsou k tomu nezbytné specidlné
upravené transwell jamky (CIM-plates)
obsahujici mikroelektrody na spodni
strané membrany. Nadorové bunky
prochazejici vrstvou EC a péry v mem-
brané se dostavaji do kontaktu s mikro-
elektrodami. Jejich pfitomnost zplso-
buje zménu impedance a ta se odecita
v libovolnych ¢asovych intervalech.
Pomérné k poctu transmigrujicich
bunék narlstd v ¢ase bunécny index od-
povidajici zméné impedance, coz umoz-
nuje monitorovani TEM v redlném case
(Knopfova et al, dosud nepublikovéno).
Pro rozliseni signdlu generovaného sa-
motnymi EC je nutno jako kontrolu méfit
impedanci v jamkach, do kterych nebyly
pfidany nddorové buriky.

Dalsi moznost, jak zachytit dynamiku
interakce nddorovych a endotelidlnich
bunék béhem TEM na transwell mem-
branach, nabizi mikroskopie. Inzerty
s membranami (horni ¢ast transwell
jamky) pokrytymi EC jsou po pfidani sus-
penze oznacenych néddorovych bunék
poloZeny na misky se sklenénym dnem
(obr. 1E). BEhem inkubace ve vyhfivané
komore mikroskopu jsou v pravidel-
nych intervalech sniméany bunky v raz-
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Obr. 1. Schematické znazornéni statickych systémui pro detekci TEM.

A. Zakladni slozky transwell systému TEM; B. transwell model krevné-mozkové bariéry; C. modifikace transwell metodiky: TEM v pfitom-
nosti krevnich bunék; D. transwell model pro studium intravazace in vitro; E. transwell inzert v misce se sklenénym dnem pro mikrosko-

pickou detekci TEM; F. 3D model TEM.

TC - nadorova bunka, EC — endotelialni burika

nych rovinach vzorku (nad membranou,
v Urovni membrany i pod ni) [23]. Tento
pfistup dovoluje zachytit burky v jed-
notlivych krocich béhem migrace pres
endotel a membranu i sekvenci téchto
krokud. Takto bylo zjisténo, Ze mezen-
chymalni kmenové bunky prochazeji
mezi EC (nikoli skrz EC) doc¢asné vytvo-
fenymi mezerami, které se nad transmi-
grujici bunkou zaceluji [23]. Zobrazovaci
techniky se v3ak potykaji se $patnymi
optickymi vlastnostmi transwell mem-
brany, zajisténi dostate¢ného rozliseni
vyZaduje velmi nakladné vybaveni (kon-
fokalni mikroskop pro sniméani zivych
bunék a objektiv s dlouhou pracovni
vzdalenosti).

Transwell systém Ize modifikovat
pro specidlni ucely, napf. pro simu-
laci krevné-mozkové bariéry (obr. 1B).
Malin et al uzpUsobili transwell uspora-
déni pro kokultivaci EC a astrocytl - na
spodni ¢ast transwell membrany apli-
kovali primarni lidské astrocyty, po je-

jich pfisednuti inzert obratili a do horni
¢asti nasadili linii lidskych mikrovas-
kuldrnich EC z mozku (HBMEC) [11].
Podobné jako pfi vychozich transwell
testech byly po dosazeni konfluence EC
ke kokultufe pfidany znacené nadorové
bunky a po ¢ase vyhodnocena jejich pfi-
tomnost na spodni ¢asti inzertu [11].
Jednodussi verze pokusu vynechéva
kultivaci astrocytd pod vrstvou EC a pro
napodobeni krevné-mozkové bariéry se
bazéIni pol primarnich EC z mozku vy-
stavuje médiu, v némz byly astrocyty
kultivovany [19], pfipadné se astrocyty
nasadi na dno spodni ¢asti transwell
jamky [24]. Faktory sekretované astro-
cyty podporuji utésnéni adhezivnich
spoja mezi EC [19].

Obracené pofradi jednotlivych vrs-
tev v transwell testech TEM lze vyuzit
pro modelovani intravazace (obr. 1D).
V klasické transwell sestavé pfichazeji
nadorové bunky nejdfive do kontaktu
s apikalni (lumindlni) stranou EC, poté

prochdazeji skrz subendotelidlni ECM
a membranu. Toto uspofadani simuluje
extravazaci in vivo, kdy nddorové buriky
opousti lumen cévy, interaguji s EC a na-
sledné s bazalni membranou obklopu-
jici cévu. Protoze schopnost extravazace
a intravazace nejsou funkcéné ekviva-
lentni [1], pouziva se pro testovani in-
travazace in vitro transwell inzert, jehoz
spodni strana je upravena tenkou vrst-
vou ECM a prekryta EC [10]. Po inkubaci
nutné k ziskani celistvé vrstvy EC se in-
zert obrdti a horni ¢ast se naplni sus-
penzi nddorovych bunék. Spodni c¢ast
slouzi jako rezervodr kultiva¢niho média
s chemoatraktantem, pfipadné s jinymi
testovanymi latkami. Takto vstupuji na-
dorové bunky nejdfive do kontaktu se
subendotelialni vrstvou ECM a s bazal-
nim poélem EC [10]. Orientace nadoro-
vych a endotelidlnich bunék tak odpo-
vida situaci in vivo béhem intravazace,
kdy izolovana burka nadoru vnika z ex-
tralumindlniho prostoru do cirkulace.
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Obr. 2. Schematické znazornéni fluidnich systéma pro detekci TEM.

A. Paralelni fluidni model, bo¢ni pohled; B. transwell priitokovy systém, boc¢ni pohled;
C. kapilarni fluidni model krevné-mozkové bariéry, pohled shora; D. kapilarni mikrofluidni
zatizeni pro sledovani extravazace, pohled shora; E. kapilarni mikrofluidni systém pro sle-

dovani intravazace, pohled shora.

TC - nddorova bunka, EC — endotelidlni burika, PDMS - polydimetylsiloxan, ECM — extra-

celularni matrix

Kromé astrocytll mohou byt tradi¢ni
transwell TEM experimenty obohaceny
dalsim typem bunék, monocyty [5]. Bylo
prokdzano, Zze myeloidni bunky se ak-
tivné ucastni TEM a diseminace nadord
in vivo [5,25,26]. Pfitomnost leukocytl
v kokultufe nddorovych a endotelidlnich
bunék ptispiva k simulaci fyziologicky
relevantnich podminek extravazace.
Postup i slozky transwell experimentu
zlstavaji stejné, jen se do horni casti
jamky k suspenzi nadorovych bunék
pfida pétindasobné mnozstvi monocytt
(obr. 1C). Tato varianta transwell sys-
tému pomaha lépe odhadovat metasta-
tickou aktivitu bunék in vivo. Napfiklad
nadorové bunky MC-38 neschopné za
normalnich podminek migrovat vrstvou
primarnich EC prochézeji endotelem
v pfitomnosti primarnich monocytu izo-
lovanych z kostni dfené mysi [5].

Trojrozmérné modely
transendotelialni migrace in vitro
Zatimco transwell systémy se pro svou
jednoduchost hojné pouzivaji pro kvan-
tifikaci TEM in vitro, nefyziologickd ba-
riéra, jakou je porézni membrana, kom-

plikuje ziskani informaci o morfologii
bunék, organizaci biomembranovych
struktur a/nebo mezibunéénych kon-
taktd béhem jednotlivych fazi TEM [27].
Deformaci bunék béhem prichodu
transwell membranou je mozno prede-
jit pouzitim trojrozmérnych gell jako
substratll pro formovani monovrstvy
EC [27,28] (obr. 1F). Jako 3D fibrilérni
matrix se obvykle pouzivd extrakt ba-
zalni membréany (matrigel) [15] nebo ko-
lagen typu | [22,28], ktery v neutrdlnim
pH a pfi teploté 37 °C tuhne za vzniku
prusvitné gelové struktury, jejiz pevnost
je dana koncentraci kolagenu. Tloustka
gelu limituje rozliseni, pro vyssi rozli-
Seni (63-100x objektiv) jsou nezbytné
gely ten¢i nez 100 um [28]. Roztok ko-
lagenu nebo matrigelu se aplikuje na
kultivacni misku se sklenénym dnem, po
ztuhnuti se povrch gelu mize jesté upra-
vit fibronektinem a na néj se v pozado-
vané hustoté nasadi EC [29]. Rist EC Ize
snadno vizualné kontrolovat. Ke konflu-
entnim bunkdm se pfida suspenze zna-
¢enych testovanych bunék. Ke znaceni
se pouzivaji fluorescen¢ni sondy per-
meabilni pro membranu Zivych bunék,

jako je CellTrace™, CellTracker™, Calcein
AM, karboxyfluorescein diacetat sukci-
nimidyl ester CFSE, ptipadné transfekce
plazmidy kédujicimi fluorescenéni pro-
teiny [15,22,28]. Je mozné takto oznacit
také specifické bunécné struktury, napf.
F-actin pomoci LifeAct peptidu konjugo-
vaného s fluorescenéni znackou, a sledo-
vat tak dynamickou distribuci cilového
proteinu béhem TEM [28].

Vyhodnoceni TEM spociva ve sni-
mani nékolika rovin kokultury (nad i pod
urovni EC) konfokalnim mikroskopem
a nasledné analyze obrazu, kterd umoz-
nuje i jistou miru kvantifikace. Pro porov-
nani miry TEM se stanovi ¢etnost bunék
nad a pod vrstvou EC [22]. Kromé ucin-
nosti TEM se daji sledovat dalsi para-
metry, jako je polarizace bunék, forma
diapedézy (transcelularni nebo para-
celularni), formovani membranovych
struktur a jiné [30]. Videomikroskopicky
Ize snimat jedno misto vzorku v case,
nebo Ize bunky v poZzadovaném caso-
vém intervalu fixovat a pouzitim speci-
fickych protilatek urcit subcelularni dis-
tribuci a/nebo kolokalizaci sledovanych
proteinll [22,28]. S pouzitim 3D modelu
TEM se podafilo zachytit dramatické
zmény tvaru transmigrujicich bunék do-
provazené reorganizaci aktinového cy-
toskeletu a charakterizovat stadia extra-
vazace in vitro [15].

Fluidni systémy
Paralelni prutokové modely
Oba popsané modely (transwell i 3D)
patfi do skupiny statickych systémd
pro sledovani TEM in vitro. To znamena,
ze v nich nedochazi k proudéni teku-
tiny, kterd by simulovala cirkulaci krve
uvnitt cév. Proudéni nosné tekutiny
a tzv. smykové napéti (shear stress) nic-
méné vyznamné ovliviuji morfologické
i funk¢ni charakteristiky EC, adhezi cirku-
lujicich nadorovych bunék ke sténé cévy
a transmigraci [31]. Proto byly vytvofeny
fluidni systémy pro vyzkum TEM.
Nejjednodussi fluidni systém se skldda
z kultivacni komarky s otvory pro pfitok
a odtok média (parallel-plate flow cham-
ber) [13] (obr. 2A). Na dno pratokové ko-
muarky se vklada sklo (pfedem osetiené
nékterou slozkou ECM) pokryté vrst-
vou EC. Do kom{rky je pumpou vtlaco-
vano médium (rychlost proudéni je re-
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gulovéna), do néj se pfidd studovana
bunécéna populace a mikroskopicky se
hodnoti adheze k EC pfi rlizné vyso-
kém smykovém napéti (0,5-40 dyn/cm?,
fyziologicky rozsah v mikrovaskula-
ture 0,5-5 dyn/cm?, ve velkych cévach
10-40 dyn/cm?) [13,16,32,33].

| fluidni systémy poskytuji prostor pro
obohaceni kokultury EC a nadorovych
bunék o dalsi bunécné typy. Zaclenéni
monocytd do pratokovych modell TEM
se ukazuje jako vyhoda pfi snaze pred-
vidat chovani bunék in vivo. Napfiklad
metastatické bunky prsniho karcinomu
(linie MDA-MB-231) interaguji v pri-
tokovych podminkach s endotelem in
vitro vyhradné v pfitomnosti mono-
cytd, s nimiz tvofi stabilni agregéty [16].
Monocyty takto asistuji nddorovym buri-
kam vystavenym hemodynamickému
plsobeni pfi zachyceni na vrstvé EC[16].

Transwell pratokovy model

S podobnym vysledkem byla testovéna
TEM bunék melanomu v pfitomnosti
krevnich bunék [34,35]. Kromé fluidniho
modelu popsaného vyse pouzili Dong
et al transwell kultivaéni systém adapto-
vany pro pritokové podminky — porézni
membrana tvofi substrat pro EC, prostor
pod membranou slouzi jako zasobarna
chemoatraktantu, prostor nad membra-
nou je uzavien a otvory v horni ¢asti se
vhani a odtékd médium se suspenzi na-
dorovych a krevnich bunék (obr. 2B) [34].
Tento transwell fluidni systém umoz-
nuje sledovat migraci skrz vrstvu EC, za-
timco paralelni pritokovy systém zazna-
menava adhezi nadorovych bunék k EC
a interkalaci. TEM bunék melanomu je
v pratokovych podminkach ve srovnani
se statickymi podminkami zhorsena, nic-
méné ji vyznamné stimuluje interakce
s krevnimi neutrofily [34,35].

Kapilarni priitokové modely

Fluidni systém, ktery by slouzil jako
model krevné-mozkové bariéry in vitro,
navrhli Cucullo et al [32,36]. Trojroz-
mérny prdtokovy model, jenz zahrnuje
luminalni plsobeni smykového napéti
na mozkové EC i abluminaini vliv as-
trocytl, umoznuje reprodukovat fyzi-
kalni a biochemické vlastnosti intaktni
krevné-mozkové bariéry (obr. 2C) [36].
Nosnou konstrukci pivodniho modelu

tvofi polypropylenové duté vidkno vlo-
zené do uzaviené komdarky s otvory
pro pfisun a odtok média a se sklené-
nym dnem. Dovnitf vldkna jsou injiko-
vany EC tak, aby po pfisednuti a déleni
tvorily vystelku dutiny. Do extralumi-
nalniho prostoru jsou aplikovany astro-
cyty, které pak pokryvaji vldkno z vnéjsi
strany. Do vlakna je pumpou vtla¢ovano
médium a silikonové trubice zajistuji vy-
ménu CO,/O,. Vnitfni prdmér vlakna je
asi 600 um a tloustka stény 200 um. Pra-
mér péra ve sténé vldkna muze byt az
4 um, coz umoziuje extravazaci bunék
z lumen kapildry [32]. Vyhoda tohoto dy-
namického systému je zajisténi kontro-
lovaného 3D rUstu bunécnych slozek
krevné-mozkové bariéry v pratokovém
systému umélych kapilar. Pro vyzkum
TEM nadorovych bunék nebyl tento
model dosud vyznamné vyuzivan.
Propracovany mikrofluidni model
TEM, ktery zahrnuje vsechny zakladni
slozky mikroprostiedi krevni kapilary
in vivo (dutinu s vystelkou EC, proudéni
média a smykové napéti, perivaskularni
3D ECM), vytvofili Zhang et al [6]. Mik-
rofluidni zafizeni predstavuje sklenéna
podlozka pokryta vrstvou polydimetylsi-
loxanu, prlisvitnym organickym polyme-
rem s vysokou propustnosti pro plyny.
V ném je vytvofena soustava kanalk{ —
hlavni kandl s otvory pro pfitok a odtok
média, do néhoz kolmo usti nékolik boc-
nich kanélkd (obr. 2D). Tyto jsou nasledné
az po usti do hlavniho kanalu naplnény
matrigelem (nebo jinym hydrogelem si-
mulujicim ECM) a slouzi jako perivas-
kuldrni matrix. Hlavni kanal je po viech
stranach vystlan EC, proudi jim médium
a simuluje dutinu cévy. TEM je monitoro-
vana v misté, kde bocni kanalky usti do
hlavniho. Tam nadorové bunky (ozna-
¢ené fluorescencni sondou) aplikované
do média nemuseji pfekonavat zddné
umélé bariéry a vstupuji do kontaktu
pouze s (jinak fluorescen¢né znac¢enymi)
EC a subendotelidlni ECM. V matrix bo¢-
nich kanalkd je navic mozno vytvofit
gradient libovolnych chemoatraktantd
a zkoumat tak jejich vliv na ucinnost
TEM [6]. Podobny design mikrofluidniho
systému, kdy nddorové bunky unasené
proudem média interaguji s EC a mig-
ruji skrz né do 3D matrix tvofené kolage-
nem typu |, vyuZili Jeon et al pro mode-

lovéani extravazace in vitro [7]. Pfechod
z dutiny kanalu vytvofeného v polydi-
metylsiloxanu pres vrstvu EC do hyd-
rogelu v bo¢nim kandlku podstoupi
39 % injikovanych nadorovych bunék
linie MDA-MB-231 béhem prvnich
24 hodin [7].

Pro sledovani intravazace za fluidnich
podminek v 3D mikroprostiedi existuje
specidlni systém, ktery reprodukuje roz-
hrani mezi primarnim nadorem a endo-
telem a umoznuje mikroskopii v redlném
Case a ve vysokém rozliSeni [37]. Systém
dvou paralelnich mikrokanalk(, jez jsou
propojeny vrstvou kolagenového gelu,
dovoluje nezavislé nasazeni endote-
lidlnich a nadorovych bunék (obr. 2E).
EC formuji uvniti kanédlu dutou 3D kapi-
larni strukturu, nddorové bunky invaduji
hydrogel, narazeji na bazalni stranu EC
a transmigruji do dutiny paralelniho ka-
nalku. Systém umoznuje regulovat pri-
tok, obohacovat mikroprostredi dalSimi
bunécnymi typy, napf. makrofagy, vy-
tvaret koncentrac¢ni gradient testova-
nych latek a napodobovat tak situaci do-
provazejici intravazaci in vivo [37]. Takto
se podafilo prokazat, Zze endotel fun-
guje jako bariéra v migraci nddorovych
bunék, jejiz permeabilita mlze byt mo-
dulovéna faktory sekretovanymi primar-
nim nadorem [37].

Trepaci (,rocking”) systém pro
analyzu transendotelialni migrace
Protoze fluidni modely ¢asto vyzaduji
specialni vybaveni a nejsou snadno do-
stupné, navrhli Bapu et al nahradit jed-
nosmérny proud tekutiny obousmér-
nym, ktery by v kultiva¢nich nddobkéach
vznikal kyvanim nebo tfepanim [8].
Jejich model umoznuje mikroskopicky
hodnotit miru adheze nadorovych
bunék k EC rostoucim v monovrstvé na
sklenéném povrchu [8]. Usuzujeme, ze
podobného efektu se stejnymi vyho-
dami by se docililo s pouzitim transwell
jamek vystavenych po dobu dvou a vice
hodin kyvani, a tedy proudéni média.

Zavér

Existuje fada metodickych pfistupl ke
studiu TEM in vitro. Transwell systémy
jsou uprfednostriovany pro jednodu-
chost a dostupnost pfi prvotnich od-
hadech miry TEM rGznych typ( bunék,
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nebo za pUsobeni Sirokého spektra rdz-

nych latek. Slozitéjsi statické modely
jsou nezbytné pro zachyceni dynamiky
TEM, pfipadné pro identifikaci faze pro-
cesu, kterd byla zasazena za testovanych
podminek. Fluidni systémy, zejména ka-
pildrni, zlepsuji in vitro moznosti reka-
pitulace komplexnich fyziologickych
podminek in vivo, a tim pomahaji [épe
odhadovat vysledky experimentélnich
zasahl v Zivém organizmu. Stéle do-
konalejsi techniky pro detekci TEM in
vitro reprezentuji nezbytnou alterna-
tivu k postuplm in vivo, jez nabizeji vy-
sledky relevantni pro klinické aplikace,
ale nejsou pro svou nakladnost a experi-
mentalni ndro¢nost vzdy dostupné. Pro-
toze interakce nadorovych bunék a en-
dotelu determinuji Uspésnost nddorové
diseminace, predstavuji potencidlni cil
proti-metastatické terapie a mechani-
zmy regulujici TEM jsou tak vyznamnym
tématem onkologického vyzkumu.
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Mechanizmy lékové rezistence a nadorove

kmenové bunky

Mechanisms of Drug Resistance and Cancer Stem Cells

Hol¢akova J., Nekulova M., Orzol P, Vojtések B.

Regionalnf centrum aplikované molekuldrni onkologie, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno

Souhrn

Ackoliv uspésnost Iécby nadorovych onemocnéni se kazdoroc¢né zvysuje, rezistence k Ié¢ivim
je nadale hlavni pric¢ina umrti pacientl s rakovinou. Pocatecnilécba casto zanechava, zbytkové”
(rezidudlni) onemocnéni, které vede k opétovnému rozvoji nadoru, pfipadné ke ztraté jeho
citlivosti k pouzité Ié¢bé. Vznik rezidualniho onemocnéni je ovlivnén piitomnosti nadorovych
kmenovych bunék (CSCs). Jedna se o malou populaci bunék schopnych sebeobnovy a diferen-
ciace. Predpoklada se, Ze tyto bunky jsou odpovédné za vznik, rlist, metastazovani a udrzeni
nadoru a také za jeho lékovou rezistenci. V posledni dobé je velkd pozornost vénovéana vyvoji
terapii zamérenych na eliminaci CSCs a na identifikaci klicovych molekul zapojenych do kon-
troly vlastnosti charakteristickych pro populaci CSCs. Tento ¢lanek shrnuje zdkladni poznatky
o mechanizmech |ékové rezistence ve vztahu k populaci nadorovych kmenovych bunék.

Klicova slova
|ékova rezistence — nddorové kmenové buriky — membranové transportni proteiny — preména
epitelové buriky na mezenchymovou - mikroprostiedi nadoru — apoptéza

Summary

Although the success of anticancer treatments has been increasing annually, drug resistance
remains the dominant cause of death of cancer patients. Initial therapy often leaves residual
disease that leads to repeated tumor development or to loss of its sensitivity to available the-
rapy. One reason of residual disease formation is the presence of cancer stem cells (CSCs). CSCs
have been identified as a small population of cells that is capable of self-renewal and differen-
tiation. It is supposed that these cells are responsible for cancer initiation, progression, me-
tastasis, recurrence and drug resistance. Over the past years, much attention has been paid to
development of CSCs-related therapies and to identification of key molecules involved in cont-
rolling the specific properties of CSCs populations. This article reviews the basic mechanisms of
drug resistance in relation to cancer stem cells.
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MECHANIZMY LEKOVE REZISTENCE A NADOROVE KMENOVE BUNKY

Uvod
Rezistence nadord k dostupné lécbé
(chemorezistence) je jedna z hlavnich
pficin amrti pacientl s rakovinou. Vét-
sinou se chemorezistence vyviji ve dvou
krocich. Nejprve nador odpovidad na
[é¢bu, ale ne viechny bunky jsou zni-
ceny. Tyto rezistentni buriky mohou poté
dat vznik sekundarnim nadordm, které
jiz neodpovidaji na terapii. Na odolnosti
bunék vici |é¢bé se podili mnoho fak-
tord, jako je snizené vstiebdvani léciv
nebo naopak jejich zvyseny vydej, de-
toxikace, zvySend intenzita oprav DNA
¢i deregulace drah programované smrti
bunék [1,2]. Pricinou chemorezistence
u pevnych nadord muize byt i Spatny pfi-
sun lé¢iv z davodu slabé vaskularizace
nadoru ¢i nepropustnosti okolni tkané.
Uvedené mechanizmy |ékové rezistence
se shoduji s plivodnimi nebo ziskanymi
vlastnostmi charakteristickymi pro na-
dorové kmenové bunky (cancer stem
cells — CSCs): stagnace, specifickd mor-
fologie, zvysend produkce antiapopto-
tickych protein(, transmembranovych
pfenasecl ¢i detoxikacnich enzymd.
Predpoklada se, ze pravé tyto buriky od-
povidaji za Iékovou rezistenci, metasta-
zovani a recidivu nékterych nador(.
Soucasné strategie lé¢by proto zahr-
nuji nejen prekonavani fyzickych ba-
riér a mechanizm l1ékové rezistence na-
dor(, ale také se soustieduji na cilené
potlaceni CSCs, aby se zabréanilo ndvratu
onemocnéni [3].
Nejcastéjsi mechanizmy lékové
rezistence
Mikroprostredi nadort (nika)
Nador je vysoce komplexni tkan, kde
jsou vlastni nddorové bunky vétsinou
v mensiné a koexistuji s rdznymi typy
bunék v prostredi, které se vyznamné
lisi od normalni tkdné. Naddorové bunky
jsou silné provazéany s okolnim prostie-
dim, jez jim predava a poskytuje onko-
genni signaly podporujici nddorovou
progresi [4]. Soucasti niky jsou stromalni
bunky, buiiky imunitniho systému, en-
dotelidIni bunky ¢i pericyty. Pfevladajici
stromalni buriky jsou fibroblasty, které
uvolnuji do prostfedi komponenty extra-
celuldrni matrix, enzymy, ristové faktory,
cytosiny a latky stimulujici rdst nddoru,
angiogenezi a infiltraci bunék imunit-

niho systému [5,6]. Infiltrace imunitnich
bunék je vyznamna pro nékteré typy na-
dord, jako adenokarcinom mlécné Zlazy
a slinivky. Tyto s nadorem spolupracujici
makrofagy uvolnuji rdstové faktory, che-
mokiny, cytosiny ¢i enzymy degradujici
matrix, které stimuluji angiogenzi [7],
rdst nadorovych bunék, invazivitu, pfiliv
pronadorovych imunitnich bunék a na-
opak blokuji aktivaci protinddorovych
T bunék [8]. Dal$im ptikladem jsou stro-
malni buriky v okoli kostni dfené nebo
sekundarnich lymfoidnich organ, jez
podporuji rlst, proliferaci a chemorezis-
tenci malignich B bunék a napomahaiji
tak prdbéhu onemocnéni [9]. Nadorové
bunky produkuji proteolytické enzymy,
zejména metaloproteindzy, které maji
pro-migracni a pro-angiogenni vlast-
nosti, aktivuji povrch bunék a faktory
vazici se na extracelularni matrix (ECM).
Prikladem je nadmérna produkce akti-
vovanych forem metaloproteindz u epi-
telu mlécné zlazy u mysi, jeZ narusuji
spojitost kostni dfené, ¢imz vznika reak-
tivni stroma a formuji se geneticky ne-
stabilni nadory mlé¢né zlazy [10]. Slo-
zeni a uspofddani ECM a stromalnich
komponent pfispiva k vyraznému gra-
dientu v koncentraci lék(, zvysuje me-
zibunécny tlak kapalin a dochazi k me-
tabolickym zménam, coz silné pfispiva
ke zvy3eni chemorezistence nddorovych
bunék [11]. Podobné pomaha prezivani
malignich bunék slabé kyselé pH cha-
rakteristické pro okoli pevnych nadord,
které snizuje prichod nékterych bazic-
kych chemoterapeutik difuzi pres plaz-
matickou membranu [12]. Nika obklo-
pujici nador tak vytvaii bariéru chranici
nador pred uc¢inkem 1ékd. Soucasné stu-
die ukazuji, Ze enzymatickym narusenim
stromatu v okoli nddord a odstranénim
jejich ochranné bariéry dochézi ke zvy-
Seni vaskularizace a zlep3$eni ucinnosti
protinadorové l1écby [3].

Chemorezistence navozena

bunéénou adhezi (CAM-DR)

Pro rast a preziti normalnich bunék je
nezbytnd adheze (pfilnavost) k povr-
chu, naopak u nadorovych bunék je
nutnd nezdvislost na jejich ukotveni.
Napf. ztrata B1-integrinu u nemalig-
nich bunék vede k jejich apoptoze, za-
timco u nadorovych bunék byva exprese

B1-integrinu zcela potla¢ena nebo na-
opak dramaticky zvysena. Adheze k ECM
pres B1-integriny u bunék mnohocet-
ného myelomu zvysuje rast nadoru
a jeho rezistenci k l1é¢iviim jako doxoru-
bicin a melfalan [13]. Zablokovani vazby
B1-integrinu k ECM a stromalnim bun-
kam dramaticky sniZzuje nddorové zati-
Zeni a zvysuje preziti u mysich modell
mnohocetného myelomu [14]. Podobné
inhibice B1-integrinu u xenograftd kar-
cinomu mlé¢né zlazy vede k vyznam-
nému zmenseni nadorl a zvyseni jejich
citlivosti k ozafovani [15]. Vazba nado-
rovych bunék k ECM a stromalnim buni-
kam pres B1-integriny ovliviiuje bunéc¢-
nou lokalizaci apoptotickych regulatort
a kontroluje priibéh bunécného cyklu
u hematologickych a epitelovych ma-
lignit [16]. Hazlehurst et al popsali,
Ze zéastava bunécného cyklu v G1 fazi
u bunék myelomu je zptsobena vazbou
B1-integrinu na fibronektin, ktera kore-
luje se zvySenou hladinou p27 a zvy-
Suje rezistenci bunék k etoposidu [17].
Vazba PB1-integrinu k ECM muze silné
ovlivnit proces rozpoznani a opravy po-
Skozené DNA, kdy adheze nadorovych
bunék k ECM urychluje a optimalizuje
opravy DNA po ozafovéni a zajistuje
tak stabilnéjsi genom a pfreziti bunék.
Komunikace bunék s EMC také ovliv-
nuji strukturu jejich jadra a usporadani
chromatinu [18,19].

Epitelialni-mezenchymalni pfeména

Vliv prostfedi nadoru se také podili na
procesu pfemény epitelidlni bunky na
mezenchymalni (EMT). Jedna se o pre-
chodnou zménu bunécného fenotypu,
kterd zahrnuje narGst fibroidni morfo-
logie, invazivity, odolnosti k apoptoze
a navyseni sekrece slozek extracelu-
l[arni matrix [20,21]. Postupné se roz-
volnuji mezibunécné spoje, reorgani-
zuje se cytoskelet, burika ztraci apikalni
polaritu a nakonec dochazi k jeji pre-
méné na burku s vietenovitou morfo-
logii [22]. Proces EMT u epitelu rdznych
organl je jednim z prvnich krokl pfi
vzniku nadoru [23], souvisi s progresi na-
doru, s metastazovanim a s pfitomnosti
nadorovych kmenovych bunék. Zvy-
$end hladina marker(i EMT je spojovéna
s vétsi agresivitou nador( a s jejich rezis-
tenci k rGznym protinddorovym latkam.
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Mechanizmus EMT neni znam, ale pred-
poklada se, Zze dochézi k masivnimu,,pre-
programovani” genové exprese bunék
a k ziskani novych vlastnosti souviseji-
cich s rezistenci k 1é¢iviim [24]. EMT je
pravdépodobné indukovéna signaly
z okolniho stromatu. Na jeji regulaci se
podileji rlstové faktory jako HGF (hepa-
tocyte growth factor), PDGF (platelet-de-
rived growth factor), TGFf (transforming
growth factor beta), Slug a negativni re-
gulatory ZEBT, 2 (zinc finger E-box bin-
ding homeobox 1, 2) ¢i miR-200 [23].
EMT je také spojena se zvySenou expresi
transmembranovych prenasecli a se
zménou v opravnych mechanizmech
DNA [25].

Hypoxie

Hypoxie je jednim ze znak( prostredi
obklopujiciho pevny nador a je zpu-
sobena nerovnovdhou mezi pfijmem
a spotiebou kysliku. Pfitomnost hypoxie
u pevnych nadorl je spojovana s jejich
rezistenci k radioterapii a chemoterapii,
s vyssim nadorovym potencidlem bunék
a horsi prognézou onemocnéni [26].
Hlavnimi reguldtory bunécné adaptace
k nedostatku kysliku jsou HIFs (hypoxia
inducible factors). Tyto transkripéni fak-
tory aktivuji geny, které zabranuji bu-
nécné diferenciaci, podporuji formovani
cév, reguluji glykolyzu, spotfebu kysliku,
apoptézu, migraci a metastazovani [27].
HIFs aktivuji enzymy pro opravu dvoufe-
tézcovych zlom( DNA a podporuji vznik
rezistence bunék k latkdm poskozujicim
DNA. Navic hypoxie reguluje i angioge-
nezi, jednu z hnacich il pfi vyvojinadoru.
Hladina HIFs je regulovana koncentraci
kysliku v burice. Pokud je hladina kys-
liku nizka, dochazi ke stabilizaci HIFs,
jejich translokaci do jadra a k aktivaci
cilovych genl. Exprese HIFs byla zazna-
menana u mnoha typd nador( a je spo-
jena se Spatnou prognézou a odpovédi
na lé¢bu. Preklinické studie potvrdily, ze
terapie zasahujici HIFs (siRNA, inhibitory
topoizomeraz) pomahaji prekondvat 1é-
kovou rezistenci [28,29].

Transmembranové pumpy

Transmembranové pumpy jsou pro-
teiny zajistujici transport sirokého spek-
tra latek pres extra- i intraceluldrni
membrany za soucasné hydrolyzy ATP

(adenosine triphosphate) [30]. Velké
mnozstvi téchto transportérl je zahr-
nuto do rodiny prenasec(l vazajicich ATP
(ABC prenasece). Tyto proteiny hraji dd-
leZitou ulohu v adsorpci, distribuci a eli-
minaci lé¢iv a nadmérna exprese né-
kterych z nich vede ke vzniku lékové
rezistence. Mezi nejcastéji diskutované
proteiny pfispivajici k chemorezistenci
patii P-gp (P-glycoprotein), MRP1, 2
(the multidrug resistance protein 1, 2)
a BCRP (breast cancer resistance pro-
tein). Zvysend produkce téchto protein(
vede k rychlejSimu exportu toxickych
latek z bunky a ke snizeni intracelularni
akumulace léciv. Zplsobuji odolnost
bunék k latkam jako taxany, antracyk-
liny, epipodophyllotoxiny, metotrexat,
analogy nukleotidl nebo alkyla¢ni
latky [31,32].

Zablokovani programované

bunécné smrti

U¢inek mnoha protinddorovych lé¢&iv
je zalozen na aktivaci programované
buné¢né smrti (apoptdza). Nadorové
buriky, které maji tyto proapoptotické
signdlni drahy poskozené nebo zablo-
kované, jsou odolnéjsi vici témto lat-
kdm a ziskavaji ¢as na opravu posko-
zené DNA a dalSich buné¢nych struktur.
Mechanizmy rezistence k apoptdze za-
hrnuji: 1. porudeni rovnovahy mezi pro-
a anti-apoptotickymi proteiny, 2. snizeni
funkce kaspéz a 3. poruchy signélnich
drah receptor( smrti.

1. Proces apoptézy muze byt naru-
Sen nadmérnou produkci anti-apopto-
tickych gend (BCL2, BCL-X,, MCL-1), snize-
nim produkce pro-apoptotickych gent
(BAX, PUMA, NOXA), poskozenim p53 i
apoptotickych signalnich drah, dere-
gulaci inhibitort apoptézy (IAPs-NAIP,
c-IAP1, c-IAP2, X-linked IAP, Survivin,
Apollon, Livin) nebo proteinl fidicich
bunécnou odpovéd na stresové stimuly
(heat shock proteiny — HSPs).

Nadmérna exprese Bcl-2 je velmi ¢asto
spojena se $patnou prognézou onemoc-
néni a odolnosti vi¢i chemoterapii a ra-
dioterapii. Vysoka produkce Bcl-2 mUlze
byt zplsobena translokaci chromozomu
t(14, 18), amplifikaci genu BCL2 nebo
deleci chromozomu, kterd ma za nésle-
dek ztratu miRNA specifickou pro BCL2.
Vedle nadmérné produkce anti-apopto-

tickych protein(i nadorové buriky odola-
vaji apoptoze potlacenim exprese nebo
mutaci pro-apoptotickych gend. P¥ici-
nou mUze byt ztrata funkce nadorovych
supresor(l jako p53 a tim sniZzeni exprese
jejich cilovych gentl a inaktivace apopto-
tickych signalnich drah [33].

IAPs jsou endogenniinhibitory kaspéz,
které vazbou na aktivni misto kaspazy
iniciuji jeji degradaci nebo bréani vazbé
se substratem a blokuji spusténi apop-
tézy. Nadmérna produkce IAPs byla za-
znamendna u mnoha typd nadorovych
onemocnéni a byva spjata se zvyse-
nou odolnosti onemocnéni k chemo-
terapii a k podminkdm vyvolavajicim
apoptoézu [34].

HSPs— jsou produkovany jako odpo-
véd na stres a zvysSuji odolnost buriky
vUdi stresovym podminkdm. Za normal-
nich podminek zajistuji HSPs v burice
mnoho rdznych funkci véetné fizeni ak-
tivity enzym0 zménou jejich konfor-
mace, spravné sbalovani proteind pfi
translaci, regulaci tvorby proteinovych
komplext, kontrolu degradace proteint
a jejich prenos pfes membrény organel.
HSPs mohou interagovat s komponen-
tami signalnich drah vedoucich k apo-
ptéze, zabranuji tak smrti bunék a umoz-
nuji jejich preziti a proliferaci. Inhibice
apoptoézy probihd na tfech drovnich:
1. modulaci signalnich drah spoustéji-
cich apoptozu, 2. kontrolou uvolriovani
apoptotickych molekul a 3. blokovanim
pozdnich fazi apoptdzy. Zvysena hla-
dina HSP byla identifikovdna u mnoha
lidskych malignit a je spojovéna s jejich
odolnosti vic¢i apoptéze indukované
chemoterapeutiky [35].

2. Kaspdzy patfi k hlavnim proteintiim,
které spoustéji a dokoncuji apoptozu.
Jejich poskozeni nebo zména funkce
vede ke sniZzeni apoptézy a néasledné
karcinogenezi.

3. Receptory smrti (DRs, Fas TRAILs)
a jejich ligandy patfi mezi vnéjsich ini-
cidtory apoptézy. Pfes doménu smrti ak-
tivuji pfislusné signalni drahy vedouci
k apoptoze. U rlznych typa nadord
byla popsadna snizend exprese recep-
tord smrti, poruchy jejich funkce nebo
nadmeérna exprese analogud receptort
smrti (decoy receptor(l), jez vazi stejné
ligandy, ale nespousti signdlni apopto-
tické drahy [36].
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Vliv bunécného cyklu

na chemorezistenci

Ucinek cytostatik je ovlivnén fazi bu-
né¢ného cyklu, ve kterém se zasazend
burika nachdzi. Léciva poskozujici DNA
postihuji primarné bunky v S-fazi bu-
né¢ného cyklu, zatimco vieténkové
jedy plsobi na bunky v mitéze. Buriky
v GO/G1 fazi buné¢ného cyklu jsou rela-
tivné rezistentni ke klasické cytotoxické
terapii [37]. Soucasné studie se zabyvaji
moznosti, ze nadory obsahuiji frakci,kli-
dovych” bunék, které se aktivné (ale re-
verzibilné) udrzuji v tomto stavu, kdy
snaze odolavaji 1é¢ivam.

Chemorezistence zprostiedkovana
epigenetickymi zménami
Je dlouhodobé zndmo, Zze nadorova
onemocnéni jsou spojena s rozsahlymi
epigenetickymi zménami, napf. exprese
nadorovych supresort mize byt potla-
¢ena metylacemi jejich promotor( [38].
Tyto zmény jsou reverzibilni a mohou
byt odstranény pouzitim latek demety-
lujicich DNA ¢i inhibitord histonacety-
ldz (HDAC) [39]. Pfikladem jsou buriky
nemalobunééného karcinomu plic (non
small cell lung cancer — NSCLC), u kte-
rych se po plsobeni inhibitord tyro-
zinkindz vytvofila mala frakce bunék
odolnd vici témto latkdm (drug tole-
rant persisters — DTPs). Tyto bunky, tvo-
fici 0,3—5 % celkové populace bunék, ne-
byly stabilné rezistentni. Pokud se DTPs
kultivovaly bez pfitomnosti inhibitord,
opét zacaly byt k témto latkdm citlivé.
Podrobna analyza zjistila velkou variabi-
litu v genové expresi, véetné zvyseni ex-
prese gent ovliviujicich chromatinové
modifikace jako histon H3K demetyldza
(KDM5A) nebo HDAC. Potlaceni funkce
KDM5A nebo plsobeni inhibitori HDAC
redukovalo pocet DTPs, coz naznacuje,
Ze za odolnost téchto bunék jsou zodpo-
védné modifikace chromatinu [40].
Nicméné aktivace uml¢enych gen( je
dvousecna zbran, nebot mize dojit za-
roven k aktivaci nezadoucich genl od-
povédnych za rezistenci ¢i za nddorovou
transformaci [41].

Rezistentni subpopulace bunék

U nédorovych onemocnéni s vysokym
prolifera¢nim indexem, jako jsou leuke-
mie ¢i lymfomy, byly zaznamenany sub-

populace bunék odolavajici vybranym
Iékdm. Napfiklad pfi [écbé chronické
myeloidni leukemie (chronic myeloge-
nous leukemia — CML) imatinibem (in-
hibitor tyrozinkinaz) byla identifikovana
mald populace leukemickych bunék se
substituci aminokyselin v genu pro ABL
kinazu, ktera chranila bunky pred inhi-
bi¢nim cinkem imatinibu [42]. Podobné
mutace byly zaznamendny i pfi pouziti
daldich inhibitor kindz [43]. Nékteré
nadorové bunky jsou navic schopny
blok v jedné signalni draze obejit akti-
vaci alternativni signalni drahy a elimi-
novat tak efekt |éc¢iva. Na podobném
principu funguji rezistence k latkam in-
hibujicim HER2 nebo B-RAF. Tento jev je
mozné piekonat podavanim inhibitord
kindz druhé ¢i tieti generace [44]. Acko-
liv tento postup zaznamenava castecny
uspéch, je tu nékolik komplikaci. Jedna
z nich, zvlasté u leukemii a lymfomd, je
zablokovani programované bunécné
smrti [45] a také pfitomnost malé frakce
nadorovych ,kmenovych” bunék, které
se vyskytuji v klidovém stadiu a jsou re-
zistentnimi k Ié¢ivim. Pokud jsou tyto
bunky donuceny k proliferaci, napf. po-
moci interferonu-a, G-CSF nebo oxidem
arzenitym, stavaji se citlivymi k cytoto-
xickym latkam [46,47]. Nicméné i terapie
zalozend na tomto pfistupu vykazovala
nevyrovnané vysledky a nedokazala za-
branit ndvratu onemocnéni [48].

Nadorové kmenové bunky —
nador iniciujici bunky (CSCs)
Teorie nadorovych kmenovych bunék
byla formulovéna v roce 1997 pro akutni
myeloidni leukemii (AML) [49] a v roce
2003 byla rozsitena na pevné néadory,
pfesnéji na karcinom mlécné Zlazy [50].
Nyni jiz byly CSCs identifikovany v Siro-
kém spektru pevnych nadorl jako kar-
cinom plic [51], tlustého stfeva [52], pro-
staty [53], vaje¢nik( [54], mozku [55]
¢i u melanomu [56]. Nicméné se stéle
jedna o teorii kontroverzni, vyvolavajici
vasnivé diskuze [57,58].

Pfedpoklada se, ze podobné jako
u normalnich rostoucich tkani (kostni
dren, klize ci stfevni epitel) je i rGst a vyvoj
nadoru ,pohanén” malym mnozstvim
kmenovych bunék, charakterizovanych
jako ,nesmrtelné” pluripotentni burky
schopné sebeobnovy [59]. Tyto buriky

odpovidaji za iniciaci, vyvoj, metastazo-
vani a recidivu nadoru a jako jediné jsou
schopny vyvolat tvorbu nového nadoru
po preneseni do zvifeciho modelu. CSCs
tvofi 0,1-30 % nadoru podle jeho typu
a stadia onemocnéni [60]. Velka ¢ast na-
doru je naopak tvorfena rychle rostou-
cimi, pfipadné post-mitotickymi diferen-
covanymi bunkami, které vsak nejsou
schopny sebeobnovy a jejichZ pfinos je
z hlediska dlouhodobého udrzeni na-
doru nepatrny [58]. Byly formulovany
dva odlisné modely vysvétlujici riist na-
doru a jejich heterogenitu. Model nado-
rovych kmenovych bunék predpoklada,
Ze vsechny faze nadoru, jako iniciace,
progrese, metastazovani apod., jsou za-
vislé predevsim na kmenovych burikach.
Heterogenita a hierarchie mezi vSemi
bunkami nadoru je vysledkem asyme-
trického déleni CSCs. Tento model vidi
nador jako ptisné hierarchickou struk-
turu s unikatni skupinou bunék schop-
nych sebeobnovy na jejim vrcholu.
Vsechny ostatni buriky tvofici télo na-
doru jsou odvozené od CSCs a vznikaji
jejich diferenciaci [61]. Druhy, evolu¢ni
model, pfedpoklada, Zze viechny nado-
rové burky prispivaji k udrzeni nadoru,
i kdyz s rdznou intenzitou. Mezibunécné
rozdily jsou dany predevsim subklonal-
nimi rozdily, zpGsobenymi genetickymi
nebo epigenetickymi zménami béhem
vyvoje nadoru [62]. Ackoliv si oba mo-
dely vzajemné odporuji, nelze podle po-
slednich poznatkd ani jeden z nich vy-
loucit. Naopak se zd3, Ze se oba modely
prolinaji a vysledkem je druha, agresiv-
né&jsi populace CSCs [63].

| kdyz teorie nddorovych kmenovych
bunék ma své trhliny, ¢asto se pouziva
pro vysvétleni rezidudlniho onemoc-
néni. DGvodl pro toto tvrzeni je néko-
lik (obr. 1). Kmenové burky véetné CSCs
produkuji velké mnozstvi ABC trans-
membranovych pfenasecy, jako P-gp
a BCPR [64,65]. Populace bunék s vyso-
kym obsahem ABC pienasecl ma vétsi
maligni potencidl a je agresivnéjsi [66].
Pro CSCs stejné jako pro ostatni soma-
tické kmenové bunky je charakteristické
pomalé tempo déleni. Neni zcela zfejmé,
zda tato vlastnost je pficina nizsi citli-
vosti CSCs k chemoterapii, ale obecné
se predpokladd, Ze prispivd k odol-
nosti vUci cytotoxickym latkam [67,68].
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Obr. 1. Hlavni mechanizmy lékové rezis-
tence nadorovych kmenovych bunék.

CSCs také vykazuji vétsi odolnost k po-
Skozeni DNA, napft. ionizujicim zare-
nim [69,70] a ¢asto podléhaji EMT. Spojeni
mezi EMT a CSCs pak ¢asto souvisi s me-
tastazovanim. Pro CSCs je charakteristicka
aktivace nékterych antiapoptotickych sig-
nélnich drah. Nejvyznamnéjsi jsou:

1. PI3K/PTEN/AKT/mTOR - aktivace
AKT je nezbytnd pro bunécnou trans-
formaci a vznik nadoru, byla pozoro-
vana napf. u bunécné transformace
zprostiedkované v-Abl u leukemii [71].
Podobné i PTEN a mTOR hraji ulohu
pfi udrzeni leukemickych kmenovych
bunék. Mutace nebo umlceni exprese
PTEN byly pozorovany u riznych typl
onkologickych onemocnéni, jako ALL
(akutni lymfoblastickd leukemie), kar-
cinom prostaty, melanom, glioblastom
a karcinom délohy [72].

2. JAK/STAT signalni drdha je zapojena
od iniciace nadoru. Chyby v této draze
byly identifikovany zejména u rliznych
typU leukemii. JAK/STAT signéini drdha
je negativné regulovéna rodinou SOCS
proteind. Inhibice téchto proteind napf.
fosforylaci Bcr-Abl u CML vede k na-
sledné bunécné transformaci [73].

3. NF-kB - tento transkrip¢ni faktor re-
guluje expresi mnoha gent podilejicich
se na bunécnych odpovédich na rGzné
podnéty, jako je plsobeni cytokinG, mi-
krob(, volnych radikall ¢i ultrafialového
zafeni [74], a také ovliviiuje expresi né-
kterych antiapoptotickych gen( (bcl-2,
bcl-xL, survivin apod.). Poskozeni sig-

ndlni drahy NF-kB vede k vyvoji nadoru
a jeho progresi, chemorezistenci, k chro-
nickym zdnétdm ¢i autoimunitnimu
onemocnéni [75,76].

4. Wnt/B-catenin, Hedgehog a Notch
signdlni dréhy hraji zasadni roli v ucho-
vani populace CSCs. Draha Notch ovliv-
fnuje proces sebeobnovy bunék a je
nezbytnd pro zachovani specifické bu-
nécné linie pfi diferenciaci normalnich
bunék mlécné Zlazy [77]. U pankreatic-
kych nadorovych bunék rezistentnich
ke gemcitabinu bylo prokazano spojeni
signalni drahy Notch s metastazovanim
a EMT [78]. Potlaceni signalizace Notch
pomoci siRNA vedlo ¢astecné ke zvra-
ceni EMT a k zabranéni vzniku rezistence
ke gemcitabinu [79]. Poruchy regulace
signalni drahy receptoru Hedgehog (Hh)
jsou kritickym faktorem pfi |é¢bé one-
mocnéni a léky zamérfené na tuto drdhu
vykazuji slibné vysledky v klinickych stu-
diich [80]. Aktivni draha Hh byla identi-
fikovana u leukemii, zejména u primar-
nich leukemickych bunék s fenotypem
CD34+. Monoklonalni protilatka anti-Hh
indukuje apoptézu u bunék akutni mye-
loidni leukemie rezistentnich k cytara-
binu [81]. Draha Wnt/B-catenin hraje
vyznamnou ulohu v embryogenezi
a podili se na zachovani a proliferaci nor-
malnich kmenovych bunék. Aktivovana
drédha Wnt/B-catenin byla identifikovana
u mnoha typl naddorovych onemocnéni,
jako je leukemie, karcinom tlustého
stieva, karcinom mléc¢né zlazy ¢i kaze,
kde navozuje Iékovou rezistenci [82,83].
U karcinomu tlustého streva studie pro-
kazaly mutace genu APC (adenomatous
polyposis coli), které vedou ke stabilizaci
-cateninu, nasledné aktivaci kaskady
signalni drahy Wnt a indukci epitelidlni
transformace bunék [84]. Snizeni akti-
vity drahy Wnt pomoci siRNA proti 3-ca-
teninu vedlo k efektivni inhibici pro-
liferace a lékové rezistence u bunék
nadorU plic [85]. Podobné zablokovani
Wnt drahy u bunék karcinomu tlustého
stfeva s expresi CD133+ snizilo jejich
odolnost k 5-fluorouracilu [79].

Antiapoptotické signalni drahy jsou
zapojeny do lékové rezistence zpro-
sttedkované CSCs. Specifické inhibi-
tory téchto drah, napt. siRNA, miRNA
apod., v kombinaci s daldimi léky
mohou predstavovat strategii pro pre-

konani Iékové rezistence nadorl a pro
eliminaci CSCs.

Terapie zaméfrené na nadorové
kmenové bunky

Dostupné metody radioterapie ¢i che-
moterapie nic¢i predevsim ,télo” nddoru
a Casto nezasahuji CSCs chranéné rlz-
nymi obrannymi mechanizmy. U né-
kterych typl nddorovych onemocnéni
(glioblastomy, karcinom mlécné zlazy,
karcinom tlustého stfeva) bylo pro-
kdzano, ze rezidudlni nadory po tera-
pii jsou obohaceny o bunky podobné
CSCs [58]. CSCs mohou byt snadno dete-
kovény pomoci povrchovych receptort
napf. kombinaci CD34+/CD38— u leuke-
mickych bunék nebo CD44+/CD24- pfi-
padné CD133+ u pevnych nador( [86].

Pokud jsou zékladem nadoru opravdu
kmenové bunky, je pravdépodobné, ze
rezidudlni onemocnéni se vyviji prave
z téchto rezistentnich CSCs (obr. 2).
Tyto druhotné tumory jsou vice ma-
ligni, rychle metastazuji a jsou odolné
vUci [ékdm pouzitym v prvni linii 1éCby.
Cilena terapie zasahujici CSCs je klicova
pro uspésnou lé¢bu malignich onemoc-
néni a mohla by pomoci predchazet re-
cidivé onemocnéni [87].

V soucasné dobé bylo vyvinuto néko-
lik rGznych terapeutickych systému za-
méfenych na zni¢eni CSCs, které vyka-
zuji slibné vysledky. MGzeme je rozdélit
do skupin podle jejich zaméreni na:

1. Povrchové markery CSCs

Vétsinou se jednd o protilatky proti
povrchovym markerdm nadorovych
bunék nebo jejich ligandy, (CD44,
CD133 apod.), zejména pak o monoklo-
nalni protilatky rozezndvajici CSCs. P¥i-
kladem je gemtuzumab ozogamicin,
humanizovana mysi monoklonalni pro-
tilatka anti-CD33 konjugovana s cytoto-
xickou latkou (kalicheamicinem) pou-
Zivana pfi 1é¢bé AML (akutni myeloidni
leukemie) [88].

2. Transmembranové pumpy

fizené ATP

Sledovani hladiny exprese ABC pfena-
se¢ll pomaha predikovat Uspésnost
chemoterapie a snizovat tak naklady
na neucinnou lécbu. Vétsina lé¢ebnych
metod zaméfenych na ABC pfenasece
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Obr. 2. Vznik a vyvoj reziduadlniho onemocnéni zalozeny na teorii nddorovych kmeno-
vych bunék.

sekunddrni (rezistentni)
nador

Rezistentni CSCs, které prezily pfedchozi chemoterapii ¢i ozafovani, mohou byt pfi¢inou
vzniku sekundarnich invazivnich nador(. CSCs vytvareji rezistentni mnohobunéc¢né ku-
lovité Utvary tzv. sféroidy. Bunky sféroidd mohou diferencovat do adherentni epitelialni
linie, kterd si zachovava fenotyp plvodniho nadoru, nebo mohou byt zodpovédné za
metastazovani nddoru. Pfi vyvoji metastdz podstatna ¢ast CSCs podléha EMT a formuje
sféroidy, které opousti nador, vstupuji do krevniho nebo lymfatického systému a ve vhod-
ném prostredi/nice vytvareji metastazy nebo nové nadory. Nadorové sféroidy mohou di-
ferencovat do rdznych typu bunék, véetné masivné rostoucich, které agresivné formuji

nové krevni cévy a krok po kroku davaji vznik nddorové tkani.

se je snazi obejit, neutralizovat nebo
jinak vyuzit a pfedejit tak vzniku rezis-
tence k Iékdm. Lécba s vyuzitim inhibi-
tor(i P-gp ¢i MRP-1 nebyla pfilis Uspésna,
proto bylo vyvinuto nékolik inhibi-
torll ¢i modulator( P-gp, které se testuji
v kombinaci s dalsimi protinddorovymi
Iéky [89,90]. Alternativni strategie se za-
méfuje na regulaci exprese ABC prena-
$ecU napf. inhibici signalizace prostred-
nictvim receptord Hedgehog nebo SMO
(smoothened) signalni drahy [91].

3. Ovlivnéni signalnich drah

Aktivni antiapoptotické drahy a soucasné
inaktivované proapoptotické drahy jsou
dal$im oblibenym cilem novych lé¢eb-
nych strategii. Byly vyvinuty monoklo-
ndlni protilatky zasahujici signdini drahy
Notch ¢i Wnt [92,93]. Malé molekuly p-
sobici jako antagonisté Hh ¢i inhibi-
tor SMO cyklopamin, inhibujici kaskadu
Hh, snizuji rlst, invazivitu a metastazo-
vani karcinomd mlé¢né Zlazy, prostaty,
slinivky ¢i mozku in vitro i in vivo [94,95].
Inhibice NF-kB zvysuje citlivost nadoro-
vych bunék k Iékdim. Kombinace doxo-
rubicinu ¢i paclitaxelu s inhibitory NF-«kB

Uspésné prekonava mnohocetnou léko-
vou rezistenci [96,97]. Slibné vysledky
v klinickych testech byly ziskdny pouzitim
nizkomolekuldrniho inhibitoru ABT-137
(inhibitor proteint Bcl-2 rodiny), ktery
zvysoval citlivost nddorovych bunék
k ozafovani a chemoterapii u mnohocet-
ného myelomu, lymfomu a malobuné¢-
ného karcinomu plic [98]. Podobné jsou
testovéany i inhibitory HSP, zejména in-
hibitory HSP90 jako geldamycin a jeho
derivaty.

4. Mikroprostiedi nadora
Zménou mikroprostiedi nador( a po-
$kozenim jejich ochranné bariéry mize
dojit k potlaceni ¢i prekonani Iékové re-
zistence. Pfikladem je redukce krevniho
fecisté u mysiho glioblastomu pomoci
bevacizumabu (inhibitor angiogeneze),
kdy dochdzi k naruseni mikroprostredi
nadoru a ke snizeni poctu nadorovych
kmenovych bunék [99]. Podobné pU-
sobi i kombinace protildtky anti-VEGF
(vascular endothelial growth factor)
a cyklofosfamidu [100].

Dalsim prikladem je vazba SDF-1 (stro-
mal cell-derived factor-1), produkova-

nym stromalnimi burikami, na recep-
tor CXCR4 (chemokine receptor type 4)
na povrchu leukemickych bunék. Touto
vazbou se leukemické bunky dosta-
vaji do tésného kontaktu se stromal-
nimi bunkami kostni dfené, soucasné
se aktivuje jejich rlst a zvysuje se jejich
odolnost k Ié¢bé. Pfi aplikaci CXCR4 an-
tagonistQ, jako je Plerixafor, dochazi
k rozpadu vazby CDF-1/CXCR4, leuke-
mické bunky se presouvaji mimo kostni
dren a stavaji se citlivéjsi k cytotoxickym
[ékam [9].

K cilenému transportu léciv Ize také
vyuzit mirné kyselé pH prostfedi obklo-
pujici pevné nadory. Latky citlivé na ur-
¢ité pH konjugované s transportnimi
molekulami a lé¢ivem mohou rychle
a presné dopravit Iék na misto s danym
pH a podstatné zvysit jeho Ucinek [101].

Zaveér

Stdle se objevuji nové dikazy o existenci
CSCs u rtznych typ malignit a o jejich
schopnosti sebeobnovy a diferenciace,
jez jsou nezbytné pro vznik, rast, udr-
Zeni a metastazovani nadord. Metody
identifikace a izolace CSCs pomoci nové
objevenych markerQ se neustéle zlep-
Suji a pozornost je nyni vénovana vyvoji
terapii zamérenych na CSCs. Lze pred-
pokladat, ze komplexni strategie l1é¢by
bude dosahovat lepsich vysledk. Prikla-
dem je vyvoj nanodéstic konjugovanych
se Ctyfmi typy latek: 1. ligandy rozpo-
znavajici specificky CSCs, 2. cytotoxické
protinddorové latky zasahujici CSCs,
3. latky prekonavajici Iékovou rezis-
tenci a 4. latky usnadnujici diagnostiku
nadoru. Kombinace téchto slozek by
méla dosdhnout specifického protina-
dorového efektu s minimem vedlej-
Sich Gcink{. Navic tento pristup umozni
lokalizaci priméarniho naddoru i jeho
metastaz.

Rozsitujici se poznatky o nadorovych
kmenovych bunkach ukazuji dalsi smér
v boji s malignitami. Nicméné nalezeni
strategie vyuzivajici unikatnich vlast-
nosti CSCs vyzaduje dal3i vyzkum a spo-
lupraci napfi¢ védnimi obory.
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Souhrn

Nadorové kmenové bunky (cancer stem cells — CSCs) jsou povazovany za populaci bunék, ktera
odpovida za iniciaci a progresi nadoru, Gcastni se procesu metastazovani a je moznou pficinou
ziskané lékové rezistence a rekurence nador(. CSCs disponuji schopnosti sebeobnovy a maji
tumorigenni potencidl. Funk¢ni testy, které umoznuji detekovat zmifované vlastnosti, jsou
hlavnim nastrojem pro identifikaci nadorovych kmenovych bunék. Tento ¢lanek prinasi uce-
leny prehled in vivo a in vitro metod vyuzivanych pro prikaz CSCs s d{irazem na recentné zava-
déné techniky detekce CSCs. Mezi nejcastéji provadéné funkeni testy patii test tumorigenicity
in vivo, testy tvorby sfér (sphere formation assay) a kolonii (colony-forming unit assay) a rovnéz
detekce tzv. vedlejsi populace (side population). Dale jsou popsany metody zadrzovani de-
tekeni znacky (label-retention assay) a test aktivity aldehyddehydrogenazy.

Klicova slova
nadorové kmenové bunky — funk¢ni testy — tumorigenicita — nddorové sféry — tvorba kolonii -
vedlejsi populace bunék - aldehyddehydrogenéza

Summary

Cancer stem cells (CSCs) are considered to be a population of tumor cells, which are respon-
sible for tumor initiation and progression. They are also involved in metastasizing and may
be a possible cause of multidrug resistance and tumor recurrence. CSCs possess the ability
to self-renew and show a tumorigenic potential. Functional assays, which enable the detec-
tion of these properties, represent the main tool for identification of CSCs. This article sum-
marizes both in vitro and in vivo methods used to identify the CSCs with emphasis on recently
employed techniques of CSCs detection. In vivo tumorigenicity assay, sphere formation assay
and colony-forming unit assay belong to the most commonly used functional assays. Further,
label-retention assay and aldehyde dehydrogenase activity assay are described in this article.

Key words
cancer stem cells - functional assays — tumorigenicity — tumor spheres — colony-forming unit
assay - side population cells — aldehyde dehydrogenase
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Uvod

Nadorové kmenové buriky (cancer stem
cells - CSCs) jsou definovany jako sub-
populace bunék nadoru, které jsou
schopny sebeobnovy a maji potencial
diferencovat do vsech typd nadoro-
vych bunék tvoficich masu daného na-
doru [1]. Dle tohoto modelu odpovidaji
CSCs za iniciaci a kontinudlnirdst nédoru
a jsou také pric¢inou vysoké bunécné he-
terogenity, se kterou se u mnoha typu
nadord setkdvame [2]. Navic jiz v fadé
studii bylo prokazéno, ze CSCs (podobné
jako jiné druhy kmenovych bunék) dis-
ponuji zvySenou odolnosti proti che-
moterapii a radioterapii [3-5]. Z toho Ize
usuzovat, ze pravé CSCs by mohly byt
pficinou casto se vyskytujici ziskané Ié-
kové rezistence a rekurence nadord,
které predstavuji v soucasnosti nejvétsi
problém v [é¢bé nddorovych onemoc-
néni. Zatimco dosavadni lé¢ba nadord
se zaméfuje predevsim na redukci cel-
kové masy nadoru, limitem v dlouhodo-

bém vyléceni nemoci mohou byt pravé
rezistentni CSCs, jez v urcitém case po
terapii daji vzniknout nové populaci na-
dorovych bunék - ¢asto jiz rezistentnich
k plvodni [é¢bé. Zejména v poslednim
desetileti proto CSCs predstavuji vy-
znamnou oblast vyzkumu nadorovych
onemocnéni a recentni studie pfindseji
slibné vysledky, kdy kombinovana lécba
zamérujici se mj. na CSCs vede k lepsi |é-
¢ebné odpovédi [3].

Z3aklad modelu CSCs Ize dohledat jiz
v roce 1855, kdy Rudolf Virchow pred-
stavil teorii, podle které nadory vzni-
kaji z nezralych bunék [6]. Termin ,na-
dorové kmenové bunky” byl véak pouzit
az v roce 1959 pro popis nepocetné
populace bunék, jez byly rezistentni
k chemoterapii a nachdzely se u nich
odlisné chromozomalni zmény v porov-
nani s ostatnimi burikami nadoru [7].
Nasledné transplantacni experimenty
in vivo a klonogenni testy in vitro prove-
dené v 70. letech minulého stoleti potvr-
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Obr. 1. Schéma testu tumorigenicity.

Prikaz fenotypu CSCs je proveden opakovanou transplantaci izolovanych buné¢nych po-
pulaci, které jsou schopny po injikaci do imunodeficientni mysi vytvofit nador.

dily, Ze nddory mohou vznikat ze vzicné
se vyskytujicich bunék, které maji schop-
nost sebeobnovy a jsou schopny reka-
pitulovat buné¢nou heterogenitu puG-
vodniho nadoru. S rozvojem technik
pritokové cytometrie a s prispénim po-
znatk(l o biologii kmenovych bunék
bylo mozné izolovat CSCs z nadorové
tkané na zakladé specifickych povrcho-
vych markerd, ¢asto shodnych s témi,
které se vyuzivaji pro identifikaci adult-
nich kmenovych bunék. Timto pfistu-
pem byly CSCs nejprve identifikovany
u hematoonkologickych malignit [8],
pozdéji u karcinomu prsu [9] a poté
u celé rady dalsich solidnich nador@ [10].
V soucasné dobé je sortovani bunék na
zdkladé povrchovych markerd obecné
uplatiovanym pfistupem pfi vyzkumu
CSCs. Specifita markert CSCs se vsak
mUze mezi jednotlivymi typy nadort
lisit a je nezbytné ovérit, zda izolovana
populace bunék disponuje zakladnimi
vlastnostmi CSCs — schopnosti sebeob-
novy a tumorigeneze. Pro tyto ucely se
vyuzivaji funkeni testy, které Ize dle me-
todického pfistupu rozdélit na testy
in vivo a in vitro. V nasledujicich kapito-
lach bude podén prehled téchto metod.

Funk¢ni testy CSCs in vivo

Test tumorigenicity

Test tumorigenicity pfedstavuje dosud
nejlepsi funkcni test fenotypu CSCs, kte-
rym lze soucasné ovéfit schopnost se-
beobnovy i schopnost vytvofrit nador,
jenz rekapituluje buné¢nou hetero-
genitu nadoru plivodniho, a to pfimo
v prostiedi in vivo. Principem testu je
opakovand transplantace testovanych
bunék do zvifeciho modelu, nejéastéji
mysi imunodeficientniho kmene - ty-
picky NOD/SCID (nonobese diabetic/se-
vere combined immunodeficiency)
(obr. 1) [1]. Dle plvodu a homogenity
testované populace bunék byva do
vhodného mista mysi injikovano 100 az
nékolik miliond bunék [9,11,12]. Inji-
kace se obvykle provadi subkutanné, ale
bunky lze transplantovat i do jednotli-
vych organt - mozku [11,13], svalu [12]
¢i prsni zlazy [14]. Mysi jsou poté pra-
bézné kontrolovény a v pfipadé nalezu
nadoru nebo po uplynuti stanovené
doby jsou usmrceny (obr. 2A). Schopnost
tumorigeneze je hodnocena na zakladé
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Obr. 2. Ukazky nasich vysledka funkénich testt CSCs u rabdomyosarkomu a osteosarkomu.

A. Xenograftovy nador v podkozi mysi kmene NOD/SCID/IL2Ry, , po injikaci rabdomyosarkomovych bunék. Sipka oznacuje lokalizaci na-
doru. B. Sarkosféry vytvorené z osteosarkomové linie OSA-02.

poméru poctu zvifat, u kterych se vyvi-
nul nddor, k poctu celkové injikovanych.
Mezi dalsi kritéria hodnoceni pak patii
velikost nddoru, doba do nélezu tumoru
a pocet injikovanych bunék. Schopnost
sebeobnovy je vsak potieba dale ové-
fit opakovanou izolaci CSCs z xenograf-
tového nadoru a jejich transplantaci do
dalsiho zvitete (obr. 1) [1].

Ve vétsiné prvotnich praci prokazu-
jicich ptitomnost nepocetné populace
CSCs u rliznych typd nadord byly pro
test tumorigenicity vyuzivany NOD/SCID
mysi. V poslednich letech ale byly publi-
kovany prace, které ukazaly, ze tumo-
rigenicita testovanych bunék (a tedy
i senzitivita testu) mdze byt vyrazné zvy-
sena pouzitim vice imunodeficientnich
transgennich mysich kmen( NOD/SCID/
/IL2Ry, ,» NOD/ShiLtSz-scid/IL2Ry , (NSG)
a NOD/Shilic-scid/IL2Ry, , (NOG), ne-
soucich mutaci v genu pro fetézec gama
receptoru pro interleukin-2 [15]. Pouzi-
tim NSG mysi se u maligniho melanomu
zvysilo vypocitané zastoupeni CSCs
z plvodné publikovanych 0,0001 % na
25 %, pti¢emz naddory u mysi vznikaly jiz
pfi injikaci jediné buriky [16]. Podobné
doslo ke zvyseni tumorigenicity u leuke-
mickych kmenovych bunék [17]. A¢ko-
liv u nékterych solidnich nador(, napf.
adenokarcinomu pankreatu, nebyla po-
zorovana zména ve frekvenci vyskytu
CSCs [18], vyuziti NSG mysi obecné zkra-
tilo dobu do prvniho nélezu nadoru.
Pravé ¢asova narocnost testu tumorige-

nicity, kdy od injekce testovanych bunék
do vytvofeni nadoru uplyne ¢asto i né-
kolik mésic, je jedna z nevyhod tohoto
testu. CSCs mohou béhem této doby
projit fadou genetickych a epigenetic-
kych zmén, coZ znesnadnuje interpretaci
vysledkl testu [1]. Vyuziti vice imuno-
deficientnich kmend mysi, NSG a NOG,
se proto jevi jako vhodna optimalizace
testu.

Dalsi limit testu tumorigenicity mize
predstavovat mikroprostiedi v misté
transplantace a zpUsob injikace bunék.
Je zndmo, ze kmenové burky jsou do
zna¢né miry zavislé na produkci sig-
nall od okolniho stromatu [19]. Pfi ex-
perimentech, kdy byly do mysi injiko-
vany smisené populace naddorovych
bunék a fibroblastd asociovanych s na-
dorem (cancer-associated fibroblasts),
doslo ke zvyseni agresivity a velikosti
nadoru [20]. Kombinace nadorovych
bunék s normélnimi diploidnimi fibro-
blasty méla po transplantaci do mysi
efekt opacny. Vysledky nékterych studii
ukazuji, Ze i samotné nadorové stroma
ovliviuje okolni buriky a ptvodné ne-
nadorové bunky umisténé do jeho bliz-
kosti se pravdépodobné v disledku ge-
netickych ¢i epigenetickych zmén stavaji
tumorigennimi [21-24]. Mira tumorige-
nicity mGze byt také zvySena pfidanim
mitoticky inaktivovanych podpurnych
bunék (feeder cells) nebo Matrigelu™,
ktery obsahuje proteiny extracelularni
matrix [1,16,25,26].

Potfeba sledovat interakce CSCs a mi-
kroprostredi in vivo vedla v poslednich
letech k rozvoji specializovanych metod
zalozenych na intravitalni mikrosko-
pii a multifotonovém zobrazovani [27].
Pomoci téchto metod je mozné v case
a pfi rozliseni jednotlivych bunék pozo-
rovat bunky exprimujici fluorescen¢ni
protein pfimo v mysi bez nutnosti jejiho
usmrceni ¢i naruseni pfislusné tkané.
To mimo jiné umoznuje sledovani pa-
vodu bunék (lineage tracing), coz po-
maha lépe pochopit dynamiku tu-
morigeneze. V recentnich studiich
byly fluorescenéné znacené nadorové
bunky ziskany dvéma zpGsoby: 1. vyu-
zitim transgennich kmen0 mysi, které
spontdanné vytvareji nddory a zéroven
v bunikadch obsahuji fluorescenc¢ni pro-
tein s regulovatelnou expresi [28-30],
nebo 2. pomoci transdukce izolovanych
bunék pfislusnou fluorescencni znackou
a jejich xenotransplantaci do imunodefi-
cientni mysi [31]. Pravé tento druhy pfi-
stup, kdy je mozné izolovanou populaci
CSCs znacit fluorescen¢nim proteinem,
injikovat do mysi (pfipadné i spole¢né
s dalsimi odlisné znacenymi populacemi
bunék) a sledovat v ¢ase, by se v bu-
doucnu mohl stat optimalnim rozsire-
nim klasického testu CSCs in vivo.

Funkéni testy CSCs in vitro

Oproti metoddm in vivo jsou in vitro
testy fenotypu CSCs vyhodné zejména
z dlvodu mensi ¢asové a finan¢ni na-
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ro¢nosti. | pfesto je nutné vysledky zis-
kané in vitro ovérit testem in vivo. Dobre
navrzeny funkcni test in vitro by mél mit
dostatecnou specifitu a citlivost pro de-
tekci nizce zastoupené populace CSCs
a zaroven by mél umoznovat kvantita-
tivni hodnoceni. Mezi nejcastéji vyuzi-
vané funk¢ni testy in vitro patfi: 1. test
tvorby buné¢nych sfér (sphere formation
assay), 2. test tvorby kolonii (colony-for-
ming unit — CFU assay), oznacovany téz
jako klonogenni test, 3. detekce vedlejsi
populace (side population — SP analysis),
4. test zadrzovani detekéni znacky
v burice (label-retention assay) a 5. test
aktivity aldehyddehydrogendzy [1,32].

Test tvorby bunécnych sfér

Prdkaz schopnosti pavodné jednotlivych
bunék délit se a vytvaret sféry — tedy ku-
lovité shluky bunék - umoznuje kvan-
tifikovat aktivitu a sebeobnovu CSCs
(obr. 2B) [33]. Test je provadén v médiu
s definovanym obsahem rlistovych fak-
tord, aby se minimalizovalo plsobeni
externich bunécnych signald, a za nead-
herentnich podminek kvli ovéfeni ne-
zavislosti na adherenci k substratu. Pro
ovéreni sebeobnovy CSCs je nutné sféry
opakované pasazovat — sféry jsou enzy-
maticky pfevedeny na suspenzi jednot-
livych bunék a opétovné kultivovény
za definovanych podminek [34,35]. Dle
poctu zformovanych sfér v druhé a dal-
sich generacich Ize ur¢it nejen schop-
nost sebeobnovy, ale také klonogenity
pfislusnych bunék.

Bunécné sféry byly odvozeny z celé
fady nador( a casto byvaji nazyvany dle
tkanového plvodu nebo nazvu nadoru
(uvedeno v zédvorce): neurondlni na-
dory (neurosféry) [13,36], karcinom prsu
(mamosféry) [14], rabdomyosarkom
(rabdosféry) [12], osteosarkom (sarko-
sféry) [37,38], karcinom tlustého stieva
(kolonosféry) [39], karcinom prostaty
(prostasféry) [40] a hepatom (hepato-
sféry) [41].

Nevyhodou pocatecnich experimentt
provadénych v tekutém médiu byla sku-
te¢nost, Ze mohlo dochézet k agregaci
bunék, a sféry tak mohly vznikat z vice
nez jedné burky, pficemz tento aspekt
je ale zasadnim kritériem pro hodno-
ceni testu. Uvedeny problém lze preko-
nat pouzitim semisolidniho média, které

omezuje pohyb bunék a tim i jejich moz-
nou agregaci [37,38].

Obdobu testu tvorby sfér predstavuje
test tvorby kolonii z jednobunééné sus-
penze v mékkém agaru (soft agar co-
lony-forming assay), v némz je také
ovérovdna schopnost sebeobnovy, tu-
morigenity a klonogenity CSCs [37,40].
Délenim jednotlivych bunék dochazi
v agaru ke vzniku trojrozmérnych bu-
nécnych kolonii.

Test tvorby kolonii

Princip této metody je podobny jako
u pfedchoziho testu. Suspenze jednot-
livych bunék izolované populace se vy-
seje na kultiva¢ni misku a po urcité dobé
se vyhodnoti pocet kolonii (obvykle
musi byt tvofeny vice nez 30-70 buni-
kami) [41-44]. Kultivace vsak probiha
za adherentnich podminek v médiu
s pfidavkem séra. Povrch kultivac-
nich misek mlze byt pfipadné potazen
Matrigelem™ [41].

V minulém roce byl publikovan po-
stup, ktery test tvorby kolonii do zna¢né
miry automatizuje [44]. Bunky byly tfi-
dény metodou FACS (fluorescence-acti-
vated cell sorting, tfidéni bunék pomoci
fluorescence) na zékladé exprese povr-
chovych markert CSCs a jednotlivé au-
tomaticky vysety do 96jamkovych nebo
384jamkovych mikrotitrac¢nich desti-
Cek. Tento pristup vyrazné zkracuje Ca-
sovou a manualni naro¢nost testu a diky
pouziti vicejamkovych desti¢ek umoz-
nuje velmi rychlé kvantitativni hodno-
ceni, napf. fluorescencnim skenovacim
cytometrem [45].

Detekce vedlejsi populace
Vedlejsi populace (side population — SP)
je definovana jako populace bunék,
kterd je schopna z cytoplazmy vylu-
¢ovat fluorescencni barvivo Hoechst
33342 [46]. Tento fluorochrom s emis-
nim maximem 460 nm (modrd barva
spektra) ma schopnost vazat se na DNA
avtomto stavu Ize navic detekovat emisi
i v Cervené casti spektra. Toho se vyu-
ziva pfi pratokové cytometrii, pfipadné
pfi FACS, kdy SP vykazuje vyrazné nizsi
fluorescenci v ¢erveném spektru oproti
modrému spektru.

K vypuzovani fluorescen¢niho bar-
viva dochazi aktivitou membréano-

vych proteinl spadajicich do rodiny
ABC (ATP-binding cassette) transpor-
térQ, které jsou mimo jiné odpovédné
za transport xenobiotik [46,47]. V sou-
vislosti s CSCs je z této skupiny nej¢astéji
zkoumany protein ABCG2, jehoz zvysend
exprese je povazovana za moznou pfi-
¢inu rezistence CSCs k chemoterapeuti-
kdam [47,48]. Pfi detekci nebo izolaci CSCs
na zakladé SP je proto nezbytné provést
kontrolni experiment s vyuzitim nékte-
rého z inhibitorl ABCG2 proteinu - nej-
Castéji se pouzivaji verapamil [49] nebo
fumitremorgin C [50].

Urcitou nevyhodou detekce SP fluoro-
chromem Hoechst 33342 je nutnost
pouziti excita¢niho UV laseru (355 nm),
ktery nebyva v zdkladni konfiguraci ob-
vykle pouzivanych pratokovych cy-
tometrG. Jako alternativu k barvivu
Hoechst 33342 Ize pouzit rhodamin 123
(Rho123), ktery je vylu¢ovan stejnym
typem membranového transportéru
a jeho excitace se provadi pomoci z&-
kladniho modrého laseru (488 nm) [38].

Test zadrzovani detek¢ni znacky

Dalsi in vitro metodou pro identifi-
kaci CSCs izolovanych ze solidnich na-
dor0 je test schopnosti zadrzovani de-
tekeni znacky v bunce (label-retention
assay) [51-53]. V literatufe Ize najit pod
oznacenim ,label-retention assay” dvé
metody znaceni bunék.

Pavodni metoda vychéazi z hypo-
tézy existence ,nesmrtelného fetézce”
(immortal strand hypothesis) a jejim
cilem je prikaz kmenovych bunék po-
moci znaceni matefského retézce DNA
H3-thymidinem nebo bromdeoxyuri-
dinem [51,54]. Testované burnky jsou
nejprve oznaceny nékterym z téchto
prekurzord a po nékolika bunécnych
délenich je u nich detekovana intenzita
signalu. BEhem asymetrického déleni
by mély kmenové buriky zadrZovat zna-
¢eny mateisky (,nesmrtelny”) fetézec
a do dcefiné buriky by mél byt predavan
pouze nové vznikly neznaceny fetézec.
Jinym vysvétlenim pro zadrzovani de-
tekéni znacky by mohl byt prodlouzeny
buné¢ny cyklus CSCs oproti ostatnim
bunikdm nadoru. U bunék, které nemaji
vlastnosti CSCs, by mélo jejich délenim
dochézet k rozfedéni znacenych fetézcl
v populaci dcefinych bunék [55].
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Druhd z metod oznacovanych jako
Jlabel-retention assay” vyuziva stabilni
znaceni bunék fluorochromy [52,56]. Pfi
buné¢ném déleni dochazi k rovhomér-
nému rozdéleni téchto flurochroma do
dcefinych bunék, a tedy ke snizeni fluo-
rescence jednotlivych bunék na polo-
vinu. Po urc¢itém poctu déleni (obvykle
8-10) dojde ke snizeni intenzity fluo-
rescence na uroven neznacenych bunék.
Hodnocenim fluorescence jednotli-
vych bunék Ize potom urcit miru prolife-
race dané populace bunék. Pro znaceni
bunék je vyuzivano fluorescencni bar-
vivo CFSE (carboxyfluorescein diacetate
succinimidylester), které volné prostu-
puje pres plazmatickou membranu a ko-
valentné se véze na proteiny v burikach,
nebo sondy PKH26 a Dil, jez se vaZou na
plazmatickou membranu. Na zékladé vy-
soké fluorescence v dlsledku prodlouze-
ného bunééného cyklu byla pomoci této
metody detekovana populace bunék,
kterd vykazuje dalsi znaky typické pro
CSCs, jako je zvysena schopnost tvorby
kolonii, tumorigeneze in vivo a exprese
markert kmenovych bunék [57].

Test aktivity aldehyddehydrogenazy
Exprese aldehyddehydrogenazy (ALDH)
je specifickd pro kmenové bunky, a je
proto vyuzivana jako jeden z jejich mar-
ker( [58]. Méfeni aktivity ALDH pomoci
Stépeni specifického substratu patfi
mezi funk¢ni testy fenotypu CSCs [59].
Substrdt oznacovany jako BAAA
(BODIPY aminoacetaldehyde) pronika
difuzi do bunky, kde je stépen pomoci
ALDH na BAA (BODIPY amino acetate)
a dochdzi tak k emisi fluorescence, ktera
muze byt kvantifikovdna pomoci prato-
kové cytometrie. Bunky s vysokou inten-
zitou fluorescence (a tedy vysokou akti-
vitou ALDH) jsou povazovany za CSCs.
V soucasnosti existuje komeré¢né do-
stupny systém pro detekci aktivity ALDH
pod oznacenim Aldefluor™.

Zaveér

Funkéni testy pro detekci bunék s fe-
notypem CSCs predstavuji nepostra-
datelnou soucast aktualniho vyzkumu
nadorovych onemocnéni. Metodické
pristupy, které byly pro ucely detekce
CSCs vyvinuty, jsou postupné vyuzi-
vany i pro vyzkum léciv cilenych na CSCs

stejné jako pro vyvoj protinddorovych
|é¢iv obecné. Nadorové sféry predstavuji
lepsi model solidniho nddoru v podmin-
kach in vitro nez bunky péstované jako
monolayer. Automatizovand pfiprava
kolonii umoznuje vysoce efektivné tes-
tovat a kvantifikovat ucinky léciv. Sle-
dovani plvodu bunék u transgennich
kmend mysi mize v budoucnu ukazat,
které populace bunék jsou v organizmu
pouzitou lé¢bou ovlivnény. Lze oceka-
vat, Ze pfi dalSim vyvoji funkcnich testl
CSCs bude snaha Iépe postihnout i vliv
nadorového mikroprostiedi na funkci
CSCs a testy budou rozsifovany o me-
tody sledovéni ptvodu bunék, které po-
mohou charakterizovat interakce CSCs
a ostatnich bunék nadoru.
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Souhrn

Tumorogeneze je vzdy doprovazena zménami v mikroprostiedi pfislusné tkané. Nadorové mi-
kroprostredi predstavuje heterogenni komplex, ktery Sirokou skélou vnéjsich podnétl kontro-
luje bunécnou proliferaci, diferenciaci, nekrézu nebo apoptézu a miize vést k vyvoji agresivniho
fenotypu bunék nadoru. Vliv nddorového mikroprostredi je také ¢asto spojovan s rezistenci
k bézné pouzivanym lé¢ebnym postuptm. Specifika nadorového prostiedi jsou tésné spojena
se strukturnimi i funk¢nimi abnormalitami cévni sité v nadoru, stejné jako se zménami v bunéc¢-
ném metabolizmu. Pro nadorové tkéné je typické zejména zvyseni podilu glykolyzy, zvyseny
pfijem glukozy, produkce laktatu a CO,, rovnéz jako pfitomnost hypoxickych oblasti a oblasti
se snizenym pH. V soucasné dobé existuje mnozstvi metod vhodnych pro in vitro simulaci a vy-
zkum nékterych z téchto podminek a mnozstvi novych metod se nadale vyviji. Blizsi poznani
specifik nddorového mikroprostredi tak bude stéle vice ovliviiovat vyvoj novych lécebnych
prostiedkd pro nadorova onemocnéni u ¢lovéka.

Klicova slova
mikroprostredi nadoru — hypoxie — acidické pH - glukézova deprivace - podminky in vitro

Summary

Tumorigenesis is always accompanied by alterations of the microenvironment in the respective
tissue. The tumor microenvironment represents a heterogeneous complex, in which cell pro-
liferation, differentiation, necrosis or apoptosis are regulated by various extracellular stimuli,
and it can also lead to development of an aggressive phenotype of tumor cells. Influence of
tumor microenvironment is also often connected with resistance to frequently used thera-
peutic procedures. Specifics of the tumor microenvironment are closely associated with the
structural and functional abnormalities of tumor microvessels and altered cellular metabo-
lism. Moreover, changes such as increase in glycolysis, elevated glucose uptake, production of
lactate and CO,, and presence of hypoxic regions and regions with acidic pH are typical features
of tumor tissues. At present, there is a lot of methods for in vitro simulation and investigation of
some of these specific conditions, and a number of new methods are being developed. A detai-
led understanding of the specifics of the tumor microenvironment should increasingly improve
the development of new treatment possibilities of human cancers.

Key words
tumor microenvironment — hypoxia — acidic pH - glucose deprivation — in vitro conditions
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Specifika nadorového
mikroprostiredi

Plvodni redukcionisticky pohled na bio-
logii solidnich nadord predpokladal, ze
nadorové onemocnéni vznikd pouze
v dlsledku mutaci, které nasledné zpu-
sobuji progresi nddoru. Podle této teo-
rie nddorova masa, v jejichz burikach se
kumuluji mutace, existuje viceméné izo-
lované a s okolnim prostfedim ve tkani
komunikuje jen minimalné. Soucasné
pojeti vychazi ze skutecnosti, Ze tkan na-
doru je tvofena burikami transformova-
nymi i burikami nenadorovymi, coZ jsou
zejména bunky stromalni nebo buriky
imunitniho systému. Tato tkan pfijima
mnozstvi signald ze svého okoli, které
v kone¢ném dusledku rozhoduji o me-
tabolizmu, rGstu a prezivani nadorové
transformovanych bunék [1,2].

Zatimco pfimé vzajemné interakce na-
dorové transformovanych bunék s bun-
kami netransformovanymi Ize v soucas-
nosti v systémech in vitro zkoumat jen
obtizné, pfi kultivaci nddorovych bunék
je mozné vyuzit Uprav kultiva¢niho pro-
stiedi tak, aby co nejvice odpovidalo
podminkdm uvnitf nddorové tkané.
V praxi to znamend zejména nizsi obsah
kysliku a glukézy v kultivaénim pro-
stiedi, protoze nekontrolovany rudst na-
dorové masy vieobecné vede k nedosta-
te¢nému zasobeni jednotlivych bunék
kyslikem a Zivinami. Soucasné se jedna
o snizené pH kultiva¢niho média, coz
odpovida podminkdm v nddorové tkani,
kde je pokles pH zplsoben hromadénim
odpadnich produktd buné¢ného meta-
bolizmu a CO, [3]. Buriky nadorové tkané
in vivo se s témito problémy vyrovnavaji
pomoci specifickych zmén metabolizmu
a stimulaci neoangiogeneze [4].

Oprotinormalné diferencovanym bun-
kam, které pro ziskani energie potiebné
k buné¢nému metabolizmu upfednost-
nuji mitochondridlni oxidativni fosfory-
laci, vétSina nadorovych bunék prechazi
i za pfitomnosti kysliku na glykolyzu -
tento fenomén se oznacuje jako Warbur-
gulv efekt [5]. Aerobni glykolyza ovsem
predstavuje ve srovnani s oxidativni fos-
forylaci pomérné neefektivni cestu, jak
energii ve formé ATP vyprodukovat.
Proto se neustale diskutuje o tom, jaké
dalsi vyhody muize vyuzivani aerobni
glykolyzy nadorovym bunkam posky-

tovat. V soucasné dobé se ma za to, ze
meziprodukty glykolyzy jsou dulezité
pro biosyntetické procesy, které jsou ne-
zbytné pfi rychlé proliferaci nddorovych
bunék [1,6,7]. Navic produkce a hroma-
déni laktatu prispiva k agresivnimu cho-
vani nddoru. Ukazalo se, Ze tvorba a aku-
mulace laktatu narusuje metabolizmus
T lymfocytl a tim brani nddorovou tkan
pfed imunitnim systémem. Laktat také
funguje jako antioxidant a pfispiva tak
k rezistenci vici lé¢ebnym postuplm,
které vyuzivaji indukci reaktivnich kys-
likovych radikall (reactive oxygen spe-
cies — ROS). Produkce laktatu déle in-
dukuje degradaci extraceluldrni matrix
a usnadnuje tak migraci nadorovych
bunék. Je také zndmo, Ze laktét je scho-
pen indukovat angiogenezi [8-11].
Cévni zasobeni nddorové tkané se vy-
znacuje typickou chaotickou architektu-
rou, postrada lymfatické cévy a kromé ji-
ného je také ¢asto pficinou vyssiho tlaku
v nddorové tkani [12]. Neoangiogeneze
tedy problémy v zdsobovani nddorové
tkdné fesi jen caste¢né a chaoticka ar-
chitektura v kombinaci s relativné cas-
tymi prestavbami cévniho fecisté pfi-
spivé k heterogenité naddorové tkané.
Pro nddorové mikroprostredi jsou cha-
rakteristické vlastnosti hypoxie, extra-
celuldrni acidéza a nedostatek glukézy,
k nimz dochazi pravé v disledku nedo-
state¢ného cévniho zésobeni. | z hle-
diska téchto podminek je vsak nddorova
tkan znacné heterogenni a jednotlivé
oblasti nddoru se v uvedenych parame-
trech mohou navzéajem znacné lisit [13].

Méfeni parametr mikroprostiedi
v podminkach in vivo

V minulosti bylo pH nadorové tkané
v podminkach in vivo méfeno pomoci
sklenénych nebo ocelovych mikroelek-
trod, nevyhodou téchto pfistupl vsak
byla jejich invazivita [14]. V soucasnosti
jsou proto upfednostriovany neinvazivni
metody, zejména pozitronova emisni to-
mografie (PET), magnetickd rezonance
(MRI), poptipadé optické méfeni s vyuzi-
timfluorescencnéznacenych sond[14,15].
Obdobné tomu je i u méfeni parcidlniho
tlaku kysliku, kdy se misto jehlovych elek-
trod [16] dnes vyuzivaji metody PET a MRI
v kombinaci s exogennimi, popf. endo-
gennimi markery. Jako exogenni markery

jsou uzivany nitroZilné nebo i ordlné apli-
kované znacené nitroaromatické slouce-
niny. O nich je zndmo, Ze v burkach do-
chazi k redukci jejich nitro-skupin na
amino-skupiny, coz je proces sice bézny,
ovsem za nepfitomnosti kysliku nevratny.
Jako endogenni markery slouzi proteiny,
jejich exprese je spojena s pfitomnosti
nebo nepritomnosti kysliku a Ize je dete-
kovat napf. v plazmé, krvi nebo imuno-
histochemicky v nddorové tkéni ziskané
biopsii [17,18]. Pomoci PET a MR, nejcas-
téji s vyuzitim znacenych analogt pfislus-
nych sloucenin, se také stanovuje meta-
bolicka spotfeba glukézy, aminokyselin
nebo lipid v nddorové tkani [19,20].

Zmeény obsahu kysliku

v nadorové tkani

V lidskych organech se koncentrace kys-
liku vyznamné lisi mezi jednotlivymi
tkanémi. V dobfe prokrvenych orga-
nech (napt. jatra, ledviny, srdce) se kon-
centrace kysliku pohybuje v rozmezi
4-14 %. Oproti tomu v relativné malo
prokrvenych orgénech, kam patfi mozek
(0,5-7 %), oko (1-5 %) ¢i kostni dren
(0-4 %), jsou hodnoty nizsi [21]. Hodno-
ceni, kdy se v nddorovém mikroprostredi
jiz jednd o hypoxii, je tedy tieba vzdy po-
méfovat k okolni tkani.

Hypoxie je jednim z nejtypictéj-
Sich jevl charakterizujicich nadorovou
tkan. Asi polovina solidnich nador( bez
ohledu na velikost a jiné parametry ob-
sahuje hypoxické oblasti, které vznikaji
v dUsledku exponencialni proliferace na-
dorovych bunék v kombinaci se speci-
fickou strukturou cévniho fecisté [22].
Vzhledem k faktu, Ze kyslik je schopen ve
tkani difundovat pouze do vzdélenosti
kolem 100 pm, se béhem rlistu nadoru
neustéle zvysuje nerovnovaha mezi pfi-
sunem a spotiebou kysliku [23-25].

Hypoxie vyrazné ovliviiuje viechny me-
tabolické procesy v burice - a to nejen
zpUsob vyuzivani glukézy a s tim spo-
jeny vyse popsany Warburglv efekt, ale
je také pfi¢inou vyuzivani alternativnich
zdrojli energie, jako napf. aminokyse-
liny glutaminu [5]. DalS$im metabolickym
procesem, ktery je spojovan s hypo-
xii, je de novo syntéza mastnych kyselin.
Ta se u vétsiny nenadorovych bunék vy-
skytuje jen ojedinéle [26]. To je pro buriky
nadoru jedna z moznosti, jak ovliviiovat
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redoxni rovnovahu porusenou zvysenou
glykolyzou [27]. V pfipadé vy3si exprese
syntazy mastnych kyselin byla zjisténa
korelace s agresivitou nadorového feno-
typu [28]. Hypoxie také indukuje nebo
naopak potlacuje expresi mnoZzstvi gend,
které hraji dulezitou roli v procesech an-
giogeneze, nddorové progrese, metastazo-
vani nebo pfi produkci glykolytickych en-
zym(, rdstovych faktorG a transkripnich
faktor(. Velmi casto se tak déje prostied-
nictvim transkripcniho faktoru HIF-1a [29].
Jiz dlouho je také zndmo, Ze hypoxické na-
dorové buriky jsou 3-5krat rezistentnéjsi
k ionizujicimu zéfeni v porovnani's normo-
xii. To souvisi se schopnosti kysliku vytvéret
nasledkem ionizujiciho zafeni ROS, které
poskozuji membrany bunék a mohou zpu-
sobovat i dvouretézcové zlomy v molekule
DNA. V hypoxickych podminkach tak neni
tvorba ROS pro efektivitu terapie dosta-
tecnd [30-32]. Stejnym zplisobem hypo-
xie zvysuje rezistenci k nékterym léciviim,
jako je cyklofosfamid, karboplatina nebo
melphalan [33].

Moznosti navozeni hypoxie

v podminkach in vitro

Pro experimentalni dosazeni kratkodo-
bého maximélniho anoxického efektu
je mozné pouzit smés plyni 95% N,/
/5% CO, a inkubaci ve fosfatovém pufru
s pridavkem EC Oxyrase, coZ je bio-
katalytické agens redukujici zbytkovy
kyslik v inkubaénim roztoku [34,35]. Nej-
Castéjsi zpUsob, jak v laboratofi zajistit hy-
poxické podminky, je vyuziti hypoxické
komrky, popfipadé inkubatoru s moz-
nosti Upravy a monitorovani obsahu kys-
liku v kultiva¢ni atmosfére. Inkubace pfi
hladinach kritické hypoxie (1% O,) se
¢asto vyuzivaji pfi vyzkumu kmenovych
bunék, nebot hypoxie potlacuje diferen-
ciaci a je povazovana za vyznamnou vlast-
nost tzv. niche kmenovych bunék [21,36],
tedy specifického mikroprostiedi okolo
kmenovych bunék, které se podili na udr-
Zeni biologickych vlastnosti téchto bunék,
zejména schopnosti sebeobnovy [37,38].
Stejné tak je hypoxie studovana v souvis-
losti s hypotézou nadorovych kmenovych
bunék a jejich mikroprostredi [39,40]. Tato
teorie predpoklada existenci urcité popu-
lace nddorovych bunék s nékterymi vlast-
nostmi bunék kmenovych. Tyto vlast-
nosti, jako je vlastni niche, nizsi frekvence

proliferace a naopak schopnost produko-
vat rychle se délici progenitorové burky,
cini tyto bunky casto rezistentni ke kon-
vencni terapii.

Zmény pH v nadorové tkani

Dalsi charakteristickou vlastnosti nado-
rové tkané je alkalické intracelularni pH
(pHi) s hodnotami v rozmezi 7,0-7,4 a ky-
selé extracelularni pH (pHe), jehoz hod-
noty dosahuji 6,2-7,0 [41]. U nenéadoro-
vych tkanf je tomu naopak — hodnoty pHi
se pohybuiji v intervalu 6,99-7,2 a hod-
noty pHe okolo 7,4 [42,43]. Acidifikace
nadorového mikroprostiedi je pfisuzo-
vana slabé rozvinuté cévni siti v nddo-
rové tkani a akumulaci kyseliny mlécné,
coz je produkt aerobni glykolyzy, v extra-
celuldrnim prostoru [44]. Dalsim vyznam-
nym zdrojem acidity v hypoxickém pro-
stfedi je CO, [13,45], ktery je pfeménovan
pomoci anhydrazy kyseliny uhli¢ité na
hydrogenuhlic¢itan a proton. Kyselé pHe
v okoli nddoru je spojeno s jeho progresi,
konkrétné se zvySenou produkci angio-
gennich faktort a protedz, s pozménénou
transkripci gen(ll a se zvySenim invazivity
nadoru [46]. Nizké pH a nahromadéna
kyselina mlécnd také ovliviuje imunitni
reakci organizmu, nebot T lymfocyty po-
dobné jako nadorové bunky uprednost-
nuji glykolyzu i za pfitomnosti kysliku
a prebyte¢né kyseliny mlé¢né se zbavuji
transportem do okoli diky koncentrac-
nimu gradientu. V nddorovém prostredi
je oviem tento gradient zablokovén a ky-
selina mlé¢nd uvnitf T lymfocytl narusuje
jejich metabolizmus a znemoziuje tak
jejich spravnou funkci [47]. Snizené pHe
také prispiva k nestabilité genomu, a to
hlavné kvuli poskozeni reparacnich me-
chanizmd. V podminkach in vitro se po-
tvrdilo, Ze bunky vystavené kyselému pH
a hypoxii vykazovaly niz3i schopnost re-
parace ve srovnani s burikami kultivova-
nymi v normoxickych podminkach. Pfi-
¢inou je inhibi¢ni pGsobeni nizkého pH
a nizkého pO, na reparacni systém N-ER
(nucleotide excision repair) [48]. Dalsi ge-
gennim pUsobenim kyselého pH, které
muze zpUsobit zZlomy DNA, vymény chro-
matid a prestavby chromozomu [49].
V nadorovém prostiedi se rovnéz casto
vyskytuji buriky s poruchou repara¢niho
systému MMR (DNA mismatch repair), jez

jsou nachylngjsi ke vzniku spontannich
mutaci. Ddvodem jejich zvyseného vy-
skytu je skutecnost, Ze bunky s touto po-
ruchou jsou rezistentni k apoptdze vyvo-
lané hypoxii nebo nizkym pH [46]. Kysely
charakter nddorového mikroprostredi je
spojovan také s rezistenci nadorovych
bunék k nékterym chemoterapeutikiim.
MUze za to fakt, Ze mnoZstvi chemotera-
peutik se do bunék dostava v neutralni
formé a diky pusobeni kyselého pH do-
chéazi k protonaci chemoterapeutic-
kych ¢inidel a tim ke znemoznéni jejich
prostupu pres cytoplazmatickou mem-
branu. Mezi takto ovlivnéna chemotera-
peutika patfi napf. vinkristin a doxorubi-
cin [44]. V nadorovém mikroprostiedi in
vivo je tedy jejich pfijem burikou snizen
a pacient se stava k danym Ié¢iviim rezis-
tentnim. V soucasnosti se proto vyuzivaji
rlizné pfistupy, jak takovéto Iékové rezis-
tence prekonat - patfi k nim napf. alka-
lizace nadorového mikroprostredi nebo
enkapsulace léciv do micel [25].

Moznosti navozeni zmén pH

v podminkach in vitro

Pro navozeni acidickych podminek se
v systémech in vitro vyuziva predevsim
upravené médium, v kterém jsou bunky
kultivovany za jinak standardnich pod-
minek. Do média se pfidava specificky
organicky pufrovaci systém, aby v kul-
tivacnich podminkach (37°C/5% CO,)
bylo udrzeno zaddané pH. Nejcastéji se
pH upravuje na hodnoty v rozmezi pHe
6,5-6,8 pomoci NaOH a HCI. Pro vyzkum
plsobeni alkalického prostfedi pouzivaji
rdzni autofi rozdilné hodnoty pH i od-
lisné pufry.

Popséno bylo napf. pouziti 15mM MES
(2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid)
a Bis-Tris pfi vyzkumech vlivu nizkého pH
na vznik chromozomadlnich aberaci [49,50];
25 mM HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-pipe-
razineethanesulfonic acid) [48] a 25 mM
MOPS (4-morpholinepropanesulfonic
acid); 20 mM HEPES, 20 mM MES a 10 mM
tricinl [41] a také 25 mM NaHCO, [13].

Zmény koncentrace glukozy

v nadorové tkani

Specifickym rysem nadorového mikro-
prostiedi je glukézovy deficit. Zatimco
priimérna koncentrace glukézy v krvi se
typicky pohybuje okolo 1 220 nmol/g,

S50
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tj. asi 5,6 nmol/l, v nddorové tkani byly
zaznamenany hodnoty nékolikanasobné
nizsi [51,52]. Hlavni pfi¢ina tohoto defi-
citu je nedostatecné prokrveni nadorové
tkané zplsobené chaoticky fizenou an-
giogenezi. Dalsi pficina mize byt vyssi
spotfeba glukézy, ze které nadorové
bunky ziskavaji energii ¢astéji glykoly-
zou nez oxidativni fosforylaci, a proto
ji na stejné mnozstvi ziskané energie
spotrebuji vice. Zvysena spotieba glu-
kdézy ma i pfimou souvislost s hypoxii,
nebot nékteré enzymy dilezité pro gly-
kolyzu jsou regulovény transkripénim
faktorem HIF-1 [25]. Metabolizmus glu-
kézy a s nim spojené hromadéni lak-
tatu mGze mit nejen vliv na agresivni
chovani nadoru a pfipadnou lé¢bu, jak
bylo zminéno vyse, ale gluk6zova depri-
vace v kombinaci s hypoxii a nizkym pH
muze na progresi a expanzi nadoru pU-
sobit i bezprostfredné, protoze vétsina
bunék vznikajiciho nddoru neni schopna
se témto zménénym podminkam pfizpu-
sobit a typickym vysledkem je tak bud'in-
dukce nekrézy, nebo apoptdzy. Vyse zmi-
néné nadorové kmenové burnky oviem
mohou tuto selekci prezit a v kombi-
naci s rezistenci k 1é¢bé pak predstavuji
potencialni riziko recidivy onemocnéni.
Identifikace takovychto bunék a pocho-
peni specifik jejich biologickych vlast-
nosti otevird nové perspektivy v protina-
dorové terapii [25,53-55].

Moznosti navozeni zmén
koncentrace glukozy

v podminkach in vitro

Vliv snizené hladiny glukézy na nado-
rové transformované buriky je nejcastéji
studovén pomoci inkubace v bezgluké-
zovém médiu pouze s pfidavkem fetal-
niho teleciho séra (10-15 %) se sérovym
obsahem glukézy [56,57], nebo s prida-
nou glukézou v nizS§im mnozstvi, nez je
v béZném médiu s nizkym obsahem glu-
kézy (5 mM). Napriklad Raffaghello et
al [58] popisuji, Ze prostiedi se snizenym
mnozstvim glukdzy (2,5 mM) mize chra-
nit sav¢i bunky pred vysokymi davkami
oxidativniho poskozeni nebo pred puso-
benim chemoterapeutik. Dalsi moznosti
studia je vyuziti nékterych induktor
proteind regulovanych glukézou (GRP),
jako jsou napt. deoxyglukéza, glukosa-
min ¢i Calimycin A23187 [59].

3D kultivace

V posledni dobé se vyzkumu ndado-
rového mikroprostiedi in vitro otevi-
raji nové moznosti v podobé kultivaci
v 3D strukturdch. Vyhoda takovych kul-
tivaci je moznost simulovat nejen bio-
chemické faktory, ale zaroven i me-
chanické podnéty, u kterych bylo také
zjisténo, ze jejich modifikace mize mit
vliv na buné¢ny riist, migraci a invazivitu
stejné jako na proliferaci a apoptoézu [60].
Pochopitelné nejpfesnéjsi simulaci 3D
prostfedi je kultivace s vyuzitim kom-
pletnich organizmU nebo jejich embryi.
Mezi Uskali téchto pristupl ovsem patii
nemoznost presné definovat kultiva¢ni
prostiedi, nesnadné zobrazovani kulti-
vovanych bunék a také s témito pfistupy
spojené otazky ekonomické a etické.
V prostoru mezi 2D kultivacnimi modely
a vyuzitim kompletnich organizmu se tak
Ize setkat nejcastéji s kultivacemi formou
bunécnych sfér a nebo s rznymi modely
tkanového inzenyrstvi [61].

Tkanové inzenyrstvi bylo plvodné
rozvijeno ve snaze vyvinout funkéni na-
hrazky tkéni a orgént. To vedlo k vytvo-
feni 3D matric a leSeni, na ktera jsou v la-
boratofi nanaseny rlizné typy bunék za
pfitomnosti poZzadovanych rastovych
faktord [62]. LeSeni imituje podminky
podminky pfirozené se nachdazejici v ex-
tracelularni matrix, coz umoznuje bun-
kam nabyt pfirozeny tvar a zajistit pfiro-
zenou tkdnovou organizaci [63]. Tyto 3D
kultivace rychle zaujaly své misto ve vy-
zkumu, kde jsou vyuzivany predevsim
pro sledovani angiogennich a tumori-
gennich mechanizm nadoru [62].

Bunécné sféry jsou v porovnani
s tkdnovym inzenyrstvim jednoduché
3D modely, zaloZzené na schopnosti ad-
hrentnich bunék agregovat. Tyto mo-
dely nevyzaduji le3eni a mohou byt
jednoduse pozorovany mikroskopem.
Svoje uplatnéni nachazeji pfedevsim
v modelaci riistu solidnich nadord a stu-
diu schopnosti metastazovat [64]. Nevy-
hodou sfér je neschopnost transportu
latek a tak se diky hladovéni a toxicité
nahromadénych metaboliti ve sférach
vétsich nez 1 mm tvofi centra s odumre-
lymi burikami [63].

Problém s transportem latek, pfisu-
nem kysliku a Zivin v 3D kulturdch v sou-
Casnosti fesi bioreaktory. Tyto pfistroje

jsou integrovany s vyse uvedenymi 3D
modely a umozniuji pfesnou a reprodu-
kovatelnou kontrolu podminek pozado-
vanych pfi kultivaci, jako je teplota, pH,
stfedni pratok, hladina kysliku, pfivod
Zivin nebo odstranéni metabolitd [63].

Ackoliv maji pfistupy 3D kultivace
stale jeSté nékteré limity, oproti béznym
2D kultivacim v podminkach in vitro jsou
schopny poskytovat informace, které
mnohem lépe reflektuji specifika bio-
logie solidnich nador(, a to navic rych-
leji a levnéji v porovnani se zvirecimi
modely.
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Souhrn

Elektrochemickd analyza nukleovych kyselin, bilkovin i polysacharidl predstavuje zajimavou, i kdyz
zatim méné pouzivanou alternativu ve srovnani se stavajicimi metodami zalozenymi zejména na optické
detekci. Nabizi totiz relativné levnou, rychlou a pfistrojové nenarocnou moznost paralelni detekce na
miniaturizovanych &ipech, idedlni pro personalizovanou medicinu 21. stoleti. Elektrochemie nukleovych
kyselin umoznuje napf. detekci konkrétnich sekvenci DNA (pro urceni gend, stanoveni pfitomnosti
bakterii a vird, atd.), analyzu poskozeni DNA a interakci s jinymi molekulami, DNA metylaci, nebo de-
tekci mikroRNA jako nadorovych biomarkerd. V elektrochemii bilkovin je v soucasnosti kladen dtiraz
zejména na konstrukci tzv. imunosenzor( schopnych detekce konkrétnich proteind (antigentl) pomoci
jejich vazby na protilatku, s potencidlem pro diagnostiku. Z biofyzikéIniho hlediska je zajimavy vlastni
elektrokatalyticky signal bilkovin citlivy k jejich konformacnim zménam, ktery by mohl nalézt uplatnéni
pfi rozliseni mutantnich forem proteinG (napf. u p53) nebo pfi jejich agregaci (a-synuklein v pfipadé
Parkinsonovy nemoci), popfipadé pfi studiu interakci s nizkomolekuldrnimi latkami ¢i DNA. Diky zvy-
Senému zajmu o glykoproteiny se zacinaji objevovat elektrochemické prace zabyvajici se detekci oligo-
sacharid( a polysacharidu (tzv. glykan(, pokud jsou soucasti bilkovin), a to pomoci elektroaktivnich
znacek specifickych pro sacharidy anebo konstrukci lektinovych biosenzorG vyuzivajicich lekting, které
se silné vazi pravé na glykany. Elektrochemicka analyza se tak jevi jako zajimavy nastroj v sou¢asném
vyzkumu na poli genomiky, proteomiky i glykomiky, v¢etné diagnostiky nadorovych onemocnéni.

Klicova slova
elektrochemie - elektrody - hybridizace nukleovych kyselin — DNA senzory — elektrokatalyza —
biologické markery

Summary

Electrochemical analysis of nucleic acids, proteins and polysaccharides represents an interesting,
although not widely spread alternative to current methods based predominantly on optical detec-
tion because it offers a relatively inexpensive, fast and instrumentally simple detection of parallel
samples on miniaturized chips, ideal for personalized medicine of the 21 century. Nucleic acid
electrochemistry enables, for example, detection of specific DNA sequences (for determination of
genes or presence of bacteria and viruses, etc.), DNA damage analysis and interaction with other
molecules, DNA methylation or detection of microRNAs as potential cancer biomarkers. In the
electrochemistry of proteins, great emphasis is put on construction of immunosensors for captur-
ing specific proteins (antigens) using antibodies, suitable for diagnostics. From a biophysical point
of view, intrinsic electrocatalytic signal of proteins sensitive to conformational changes could be
useful in discrimination of mutant proteins (e.g. p53), native and aggregated forms (a-synuclein
in Parkinson’s disease) or for studies of protein interactions with low molecular-weight ligands
and DNA. Due to an increased interest of scientists in glycoproteins, new electrochemical papers
emerged aiming at detection of oligosaccharides and polysaccharides (i.e. glycans, when part of
the protein). These assays employ for instance electroactive labels specific for saccharides or lectin
biosensors using lectins which strongly bind glycans. Electrochemical analysis thus appears as an
interesting tool in current genomics, proteomics and glycomics, as well as for cancer diagnostics.

Key words
electrochemistry - electrodes — nucleic acid hybridization - DNA sensors - electrocatalysis -
biological markers
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ELEKTROCHEMICKA ANALYZA NUKLEOVYCH KYSELIN, BILKOVIN A POLYSACHARIDU V BIOMEDICINE

Uvod

V souvislosti s obrovskym pokrokem
v biomediciné v poslednich letech jsou
vyvijeny nové metody analyzy a detekce
nukleovych kyselin (NK), bilkovin i poly-
sacharidl - metody, které by byly lev-
né&jsi, vyzadovaly jednodussi vybaveni
a dokazaly rychle a paralelné analyzo-
vat co nejmensi objemy vzorkd. Z téchto
dlivodu se v biomedicinském vyzkumu
¢im dal vic pouzivaji i metody zalo-
Zené na elektrochemické detekci, které
maji nadéji tato kritéria splnit. V soucas-
nosti v laboratofich zamérenych na on-
kologicky vyzkum prevlddaji zavedené
a dobfe zndmé optické techniky (mik-
roskopie, rdzné spektroskopické me-
tody atd.) vyuzivajici detekci svétla
nebo jiného elektromagnetického za-
feni. U elektrochemie je princip poné-
kud odlisny — zjednodusené feceno je
studovan prenos elektroni mezi analy-
zovanou latkou rozpusténou ve vodnim
prostfedi a elektrodou do tohoto pro-
stfedi ponofenou. Latka mGze od elek-
trody elektrony pfijimat (redukovat se)
anebo je elektrodé odevzdavat (oxido-
vat se), pficemz se tento prenos elek-
trond projevi zménou sledovaného
signdlu (obvykle vznikem tzv. piku).
Na zakladé toho lze zjistit napt. pfitom-
nost dané latky v prostredi (a dle velikosti
signalu i jeji koncentraci) nebo studovat
jeji strukturu ¢iinterakci s jinymi moleku-
lami. | kdyz je elektrochemie pouzivana
spiSe pro detekci nizkomolekuldrnich
latek (existuje fada elektrochemickych
senzorl napf. pro detekci etanolu v alko-
hol testerech, oxidu uhelnatého v plyno-
vych detektorech anebo glukézy v glu-
kometrech), ¢im dal vice praci se zabyva
i studiem biomakromolekul. Velkou

roli ve vyvoji elektrochemie sehral vy-
znamny Cesky védec Jaroslav Heyrovsky,
drzitel Nobelovy ceny za objev polaro-
grafie, pfedchldkyné dnesnich moder-
nich elektrochemickych technik. Ceska
elektrochemie ma proto velikou tradici
a dobré jméno v zahranic¢i a neni na-
hoda, ze mnoho objevl bylo uc¢inéno
pravé na ,domaci padé”. V nasleduji-
cich fadcich bychom radi shrnuli histo-
rii i soucasné moznosti a trendy v elek-
trochemickém vyzkumu NK, bilkovin
a v neposledni fadé i polysacharid(, ze-
jména v souvislosti s glykoproteiny.

Nukleové kyseliny

Kratce po objevu struktury dvojité Srou-
bovice DNA v roce 1953 [1], kdy vzrostl
zdjem o chemické i biologické vlastnosti
DNA, se zdélo, ze DNA a RNA jsou pola-
rograficky inaktivni, a tudiz pro elektro-
chemii nepouzitelné [2]. V témze roce
vsak jeden z nds (EP), ktery pracoval jako
asistent/aspirant (dnes Ph.D. student) na
Biofyzikalnim Gstavu CSAV v Brné, zis-
kal vysledky ukazujici, ze vSechny baze,
DNA i RNA jsou polarograficky aktivni
a lze je elektrochemicky stanovit v re-
lativné nizkych koncentracich [3]. Uka-
zalo se, Ze adenin (A) a cytosin (C) posky-
tuji redukeni signaly, zatimco guanin (G)
poskytuje pfi (cyklické) oscilografické
polarografii anodicky signal, odpovi-
dajici oxidaci redukéniho produktu
guaninu. V roce 1960 vysla v ¢asopisu
Nature prace ukazujici, Ze za elektroche-
mické signdly DNA jsou odpovédny re-
dukeni a oxida¢ni elektrodové déje bazi
(A, C, G) a ze tyto signaly reflektuji zmény
ve struktufe DNA, pfi nichZ se méni do-
stupnost bazi pro elektrodové inter-
akce [4]. Mozna nebylo pfekvapivé, ze

tato préace vysla rok po udéleni Nobelovy
ceny J. Heyrovskému a kratce pred udé-
lenim téZe ceny J. Watsonovi, F. Crickovi
a M. Wilkinsovi (1962) za objev struktury
DNA. Ur¢ité stoji za zminku, Ze ziskané
vysledky by nevznikly bez pfistroje pro
oscilografickou polarografii, ktery v té
dobé zakoupil Vladimir Moravek, profe-
sor biochemie na Masarykové univerzité
a zakladatel vyzkumnych laboratofi Ma-
sarykova onkologického Ustavu v Brné.
Po vice nez 30 let byla elektroche-
mie nukleovych kyselin pomérné malé
védecké pole, na kterém pracovalo
asi 10 laboratofi, pfevazné v Evropé.
Brnénska laborator vedend EP predstavo-
valav té dobé svétové centrum v dané ob-
lasti, ze kterého vysla fada dllezitych ob-
jeva a zjisténi [5-10], z nichZ mnohé jsou
vyuzivany dodnes. Nékteré z nich jsou
uvedeny v tab. 1. Po roce 1990 se zacal
pocet laboratofi zabyvajicich se elektro-
chemii DNA zvysovat a doslo k prudkému
narGstu publikaci v této oblasti védy, do-
sahujicimu az pfiblizné 700 ¢lank{ roc¢né.
Pravdépodobnym dlvodem tohoto
narGstu byl vyrazny pokrok v genomice
souvisejici zejména s dokoncenim pro-
jektu lidského genomu (Human Ge-
nome Project). Jakmile totiz védci znali
sekvenci mnoha gend odpovédnych
za vznik dédi¢nych chorob anebo rako-
viny (tzv. onkogentd anebo nadorovych
supresorovych gena), nebyl pak pro-
blém syntetizovat sondy DNA s komple-
mentdarni sekvenci, které by tyto cilové
geny navazaly (v procesu hybridizace)
a tuto hybridizaci detekovali pomoci
rdznych technik pravé vcetné elektro-
chemie. Postupné se vyvinulo mnozstvi
sofistikovanych pfistupd cilenych na
zlepseni citlivosti nebo reprodukovatel-
nosti analyz (obr. 1) [11]. Jednd se tieba
o analogii znamé ELISA, kdy cilova NK

Tab. 1. Néktera dilezita zjisténi v elektrochemii nukleovych kyselin do roku 1990. nejdriv hybridizuje s vazebnou sondou
a nasledné jina cast této cilové NK hybri-
Rok Literatura dizuje s dalSi DNA sondou (tzv. detekéni
1962-1966  rozliSeni dvouretézcové a jednoretézcové DNA [5] nebvo report.erovou sondou), ktera byva
} ] znacena antigenem (obr. 1A). Po vytvo-
1967 detekce poskozeni DNA (6] feni ,sendvi¢e” se do smési pfidava pri-
1967 interakce DNA s nizkomolekularnimi ligandy [7] marni protilatka vi¢i danému antigenu
1978 pouziti pevnych elektrod (uhlik) 8] a nasledné sekundarni protilatka konju-
_ o govand s enzymem (jez se vaze na pri-

1981-1983  znaceni DNA elektroaktivni latkou [9] . s .
marni protilatku) a elektrochemicky se
1986 DNA-modifikované elektrody (0] sleduje enzymaticka reakce. Signél z en-
zymatické reakce (obvykle oxidace nebo
S54 Klin Onkol 2014; 27 (Suppl 1): S53-560
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Obr. 1. Nejcastéji pouzivané strategie pro detekci konkrétnich sekvenci nukleovych kyselin (NK) v hybridiza¢nich senzorech.

A. Sendvicova strategie vyuzivajici dvé sondy: vazebnou sondu pfipevnénou na elektrodu a antigenem znacenou detekéni sondu pro
vazbu protilatky konjugované s enzymem. Elektrochemicky je detekovan produkt enzymatické reakce. B. Molekuladrni,,majak” s jedinou
znacenou sondou imobilizovanou na povrch elektrody. Cilovéd NK méni konformaci vazebné sondy a ovliviiuje vysledny signél. C. Sendvi-
¢ova strategie, kde se namisto protilatky pouzivaji nanocastice (nanoparticles — NP); ty mohou katalyzovat reakci za vzniku elektroaktiv-
niho produktu, anebo v pfipadé kovovych NP je mozné detekovat kationty kovl po jejich rozpusténi.

redukce néjakého vhodného substratu)
pak znaci pfitomnost cilové NK; nejcas-
té&ji pouzivanymi enzymy jsou alkalicka
fosfataza i kienova peroxidaza.

Ponékud jednodussi je tzv.,moleku-
larni majak” (molecular beacon), coz je
speciadlni zna¢ena DNA sonda zahrnu-
jici vazebnou i detekéni sondu v jednom
(obr. 1B). Tato sonda je navazana na po-
vrch elektrody, pficemz pred hybridizaci
je velmi flexibilni. Diky ni se pfipojend
elektroaktivni znac¢ka na konci sondy na-
chazi relativné blizko povrchu elektrody
ajejisignal je tudiz vysoky. Po hybridizaci
s cilovou NK méni sonda konformaci, je
Lharovnanéjsi” a znacka se dostava dal
od elektrody, ¢imz signal klesa.

V posledni dobé se i v elektroche-
mii NK ¢im dal castéji uplatiuji nano-
technologie (obr. 1C). Oblibenym pf¥i-
stupem je napf. aplikace anorganickych
nanocastic (kovové, magnetické, polo-
vodicové atd.), které mohou slouzit jako
elektroaktivni znacky nebo jako kataly-
zatory chemickych reakci. Pro modifi-
kaci elektrodovych povrcha se pouzi-
vaji uhlikové nanotrubky nebo grafén
(Nobelova cena, 2010), jejichz vyhodou
je velky pomér plocha/objem vedouci
k vyrazné amplifikaci signalu (s rostouci
plochou roste i pocet pfenesenych elek-
tront z/do elektrody).

Vyse zminéné strategie byly pouzity
pro detekci onkogen(l a tumor supreso-
rovych gend [12-14], jednonukleotido-
vého polymorfizmu (single nucleotide
polymorphism, napf. u hemachroma-
tézy) [15], repetitivnich sekvenci (tzv. tri-
pletovd expanze typicka pro Hunting-
tonovu chorobu nebo myotonickou
dystrofii) [16,17], virovych ¢i bakterial-
nich NK [18-20] anebo geneticky modi-
fikovanych organizm [21].

Vyuziti v onkologickém vyzkumu

Existuje celd fada potencidlnich moz-
nosti pouziti elektrochemie NK v onko-
logickém vyzkumu. Zajimava aplikace
je tfeba studium interakce DNA s pro-
tinddorovymi lécivy. Léky jako cispla-
tina, daunomycin anebo mitomycin po-
Skozuji DNA, pficemz toto poskozeni se
Casto projevi zménou elektrochemic-
kého signdlu DNA [22]. Brabec vyvinul
jednoduchy elektrochemicky biosenzor
na bazi uhlikovych elektrod, ktery mo-
nitoruje pokles oxida¢niho piku gua-
ninu po navéazani platinovanych de-
rivatd [23]. Mnohdy i samotna Iéciva
(zejména organokovové slouceniny
jako platinované derivaty) davaji vy-
razny elektrochemicky signdl a namisto
piku DNA je analyzovén signél pocha-
zejici od |é¢iv [24]. Tyto pfistupy se daji

vyuzit napf. pro studium molekul, které
by mohly byt potenciadlnimi lécivy, ale
jejich vazba na DNA nebyla doposud
prostudovana.

Dalsi dlleZitou oblasti je elektroche-
mické studium metylace DNA. Metylace
predstavuje epigenetickou modifikaci
(metylace cytozinu na 5-uhliku; vznikd
metylcytozin) hrajici roli v genové ex-
presi [25], pficemZ zménéné metylacni
vzorce u DNA byvaji asociovany s karci-
nogenezi. Bylo publikovédno nékolik stra-
tegii, jak elektrochemicky rozlisit mety-
lovanou a nemetylovanou DNA. PouzZiva
se tfeba reakce s hydrogensifi¢itanem
sodnym, ktery deaminuje cytozin na
uracil, zatimco metylcytozin z{stava ne-
zménén. Po vhodné volbé primer( je na-
sledné provedena amplifikace metylo-
vané nebo nemetylované DNA pomoci
polymerdzové retézové reakce (poly-
merase chain reaction — PCR), u které je
uracil amplifikovéan jako tymin a metyl-
cytozin jako cytozin, a elektrochemickd
detekce pouzitim vhodnych redoxnich
znacek [14,26]. Jednodussi varianta je
pfimé rozliseni metylované a nemetylo-
vané DNA bez nutnosti PCR amplifikace,
pouze na zékladé rozdilnych elektro-
chemickych vlastnosti cytozinu a metyl-
cytozinu [27,28]. Tento pfistup se viak
v soucasné dobé jevi jako malo citlivy,
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vyzadujici mikromolérni mnozstvi DNA.
Nedavno jsme vyvinuli jednoduchou
metodu pro rozlieni metylované a ne-
metylované DNA pouzitim hydrogen-
sifi¢itanu sodného, avsak bez nutnosti
PCR [29]. Vyuzili jsme pfi tom toho, ze
uracil je na rtutovych elektrodach nere-
dukovatelny, zatimco metylcytozin ano.
Metylovana DNA proto po reakci s hyd-
rogensifi¢citanem sodnym poskytovala
vyssi signal nez nemetylovana DNA.

Mnoho prace bylo vykonano i na poli
RNA. Molekuly jako mRNA a mikroRNA
(miRNA) slouzi jako biomarkery nékte-
rych typu nadorl, protoze Uzce souvisi
s expresi onkoproteinli nebo nadoro-
vych supresorQ [30]. Byla napt. vyvinuta
metoda elektrochemické detekce mRNA
pro interleukin-8 pfimo ve slinach pro
v€asnou diagnostiku rakoviny Ustni du-
tiny [31]. Detekce byla provedena pou-
zitim molekuldrniho majaku, pficemz
detekéni limit byl slibnych 0,4 fM. Mno-
hem vice praci viak existuje pro elekt-
rochemickou detekci miRNA (kratkych
RNA molekul) vyuzivajicich dva roz-
dilné mechanizmy posttranskripéni re-
gulace genové exprese, které vedou
bud'k degradaci cilové mRNA, nebo k re-
presi jeji translace [11,32]. Nejcastéjsi pfi-
stup elektrochemické detekce miRNA je
jiz zminénd sendvicovéd metoda vyuzi-
vajici dvé DNA sondy (obr. 1, stejna stra-
tegie, pouze namisto DNA je deteko-
véna RNA) a néktery ze zplsob( znaceni
pro amplifikaci signalu, napf. enzyma-
tické [33-35] nebo nanocasticové [36].
Existuji i dalsi strategie, tfeba jednodussi
a levnéjsi metoda bez amplifikace sig-
nalu vyuzivajici znac¢eni miRNA pomoci
elektroaktivniho komplexu na bézi Sesti-
mocného osmia [37,38]. U této metody
je vazebnd sonda DNA pfipevnéna na
magnetické kulicky a zna¢end komple-
mentarni miRNA je po hybridizaci a d{-
kladném promyti uvolnéna z kulicek
a elektrochemicky stanovena pravé diky
osmiové znacce, kterd umoznuje detekci
pikomolérnich koncentraci miRNA. Tento
jednoduchy pfistup by se mohl uplatnit
v rychlé detekci vybranych miRNA, pokud
se povede zvysit citlivost stanoveni.

Bilkoviny
V dobé, kdy polarograf jesté nebyl ko-
merc¢né dostupny, se Jaroslav Heyrovsky

pokousel popularizovat polarografii tim,
ze do své laboratofe zval mladé védce
a ti tam na polarografu provadéli své ex-
perimenty. Mezi nimi byli i Iékafi Herles
a Vancura studujici polarografickou akti-
vitu lidskych télnich tekutin [39]. V séru,
modi i Zluci objevili signél bilkovin, ktery
byl potencialové asi o 300 mV pozitiv-
né&jsi nez redukce sodikovych kationtd,
a proto dostal ndzev ,prenatriova vina”
Ve vyzkumu prenatriové viny pokraco-
vali Heyrovsky a Babicka, ktefi ukdzali,
Ze tento signal souvisi s katalytickym vy-
lu¢ovanim vodiku, pficemz se objevoval
v pritomnosti albumint spole¢né s amo-
niovymi ionty [40]. Polarograficka pre-
natriova vina vsak byla povazovana za
malo vhodnou pro analytické tcely, pro-
toze se nachazela pfilis blizko vylu¢ovani
zakladniho elektrolytu a byla Spatné vy-
vinutd. V roce 1933 Brdicka zjistil, Zze
bilkoviny obsahujici zbytky cysteinu
poskytuji polarografickou dvojvinu v pu-
frovanych roztocich kobaltu, kterd byla
rovnéz zpusobena katalytickym vyluco-
vanim vodiku, ale byla dobfe oddélena
od kfivky zakladniho elektrolytu. Po né-
kolik desetileti byla Brdickova katalyticka
reakce (Brdicka’s catalytic reaction — BCR)
intenzivné studovéna, nebot se brzy po
jejim objevu jevila jako dobry nastroj pfi
vyzkumu rakoviny, a to zejména pro jeji
diagnostiku [41]. Na vyzkumech se podi-
lel i Masaryktv onkologicky ustav (MOU)
v Brné, v¢etné prof. V. Moravka a pozdéji
A. Kocenta, ktefi na MOU elektrochemic-
kou analyzu bilkovin zavedli a pfispéli
k jejimu rozvoji. Koncem 60. let minu-
lého stoleti zacal zdjem o BCR upadat,
nebot se objevily nové, specifi¢téjsi me-
tody v diagnostice rakoviny. BCR v kom-
binaci s modernimi elektrochemickymi
metodami a staciondrnimi elektrodami
se mUze viak i v soucasnosti uplatnit pfi
analyze bilkovin, napf. metalothione-
nin(i [42].V poslednich letech se ukazuje,
ze Heyrovského ,prenatriova vina“ ve
spojeni s elektrochemickou technikou,
tzv. chronopotenciometrii konstant-
nim proudem (constant current chro-
nopotentiometric stripping — CPS) a se
stacionarnimi rtutovymi chemicky mo-
difikovanymi elektrodami, v¢etné pev-
nych amalgamovych elektrod, mlze byt
vhodny nastroj analyzy bilkovin. Rtutové
elektrody totiz nabizeji vysokou citlivost,

zejména pokud se jednd o zminénou
elektrokatalyzu, pfi které elektroaktivni
aminokyseliny u studovaného proteinu
odevzddvaji pfi zdpornych potencia-
lech elektrodé protony, ¢imz dochazi ke
vzniku a vylu¢ovani molekularniho vo-
diku. Jedna se zvlasté o bazické amino-
kyseliny lysin, arginin a histidin, a taktéz
o cystein, jehoz katalytické ucinky se vy-
uzivaji prave ve vyse popsané BCR. Tyto
aminokyseliny nasledné pfijimaji pro-
tony z vodniho prostfedi, dochazi k je-
jich regeneraci a katalyticky cyklus se
mUze opakovat. Protoze jedna mole-
kula proteinu generuje mnoho mole-
kul vodiku, je tato metoda vysoce citliva,
umoziujici stanoveni az subnanomo-
larnich koncentraci proteint. Dulezi-
tou vlastnosti tohoto katalytického sig-
nalu (nazyvaného pik H; obr. 2A) je jeho
citlivost ke strukturnim ¢i konformac-
nim zménam bilkovin, protoze casto
dochdzi ke snizeni nebo zvyseni pfi-
stupnosti elektroaktivnich aminokyse-
lin k povrchu elektrody, ¢imz je ovliv-
nén prenos elektronli. Pomoci piku H
byla u bilkovin kupfikladu sledovéna
denaturace [43] nebo agregace [44], in-
terakce s nizkomolekuldrnimi ligandy ¢i
DNA [45], strukturni zmény v dUsledku
zavedenych mutaci [46], ¢i redoxni
stav [47] atd.

Kromé rtutovych elektrod poskytuji
bilkoviny signaly i na uhlikovych elektro-
déch. Je mozné monitorovat oxidaciami-
nokyselinovych zbytkd tyrozinu a tryp-
tofanu (obr. 2B), a to tfeba pro studium
interakce DNA-protein [48], pro rozliseni
fosforylovanych a nefosforylovanych
forem [49], pro studium membranové
sodikové-draslikové pumpy [50], nebo
pro stanoveni inzulinu [51] ¢i a-synukle-
inu (proteinu dulezitého pfi vzniku Par-
kinsonovy nemoci) [52].

Pro zvyseni citlivosti se k bilkovindm
¢asto navazuji rdzné externi znacky,
poptipadé se sleduji redoxni déje ko-
faktor(l (zejména iontd kovl u metalo-
protein(l), a nikoliv redoxni déje samot-
nych aminokyselin. Znaceni je zejména
ucinné pfi citlivé detekci konkrétnich
bilkovin, obvykle ve smési jinych mole-
kul. Pro tyto Ucely se nej¢asté&ji vyuzivaji
tzv. imunoeseje (immunoassays) ve for-
matu ELISA, kdy se hledany protein
(slouzici jako antigen) navaze na pri-
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Obr. 2. Elektrochemicka analyza bilkovin.

A-B. Vlastni elektroaktivita bilkovin bez nutnosti externiho znaceni na rtutovych (A) a uhlikovych (B) elektrodach. Rtutové elektrody po-
skytuji elektrokatalyticky pik H a jsou vhodné pro rozliseni strukturnich zmén v bilkovinach (napt. denaturace). Uhlikové elektrody umoz-
nuji sledovani oxidace tyrozinu (pik Y) a tryptofanu (pik W) u kratsich peptid (v pfipadé protein(i obvykle dochdzi ke spojeni obou pikd
do jednoho). C. Riizné druhy imunosenzort s imobilizovanou primarni protilatkou a hledanym antigenem. Lisi se ve zplGsobu amplifikace
signalu pridanim sekundarni protildtky znacené napt. (zleva doprava) enzymem, nanocastici (NP), kvantovou te¢kou, magnetickou kuli¢-
kou pokrytou mnozstvim enzymovych molekul, atd. D. Konstrukce aptasenzoru vyuzivajici zménu konformace znaceného aptameru po

navazani proteinu, coz vede k zvyseni signalu.

marni protilatku imobilizovanou na po-
vrchu elektrody (imunosenzoru) a na
takto vznikly komplex se navaze sekun-
darni protilatka konjugovana s enzy-
mem katalyzujicim elektrochemicky de-
tekovatelnou reakci (obr. 2C) [53-55].
Podobné jako u NK se i v detekci bilkovin
pouzivaji v stéle vétsi mife nanotech-
nologie (nanocastice, nanotrubky atd.),
které jesté vice zvysuiji citlivost detekce,
nékdy az na femto- ¢i dokonce attomo-
larni aroven [56,571.

Existuji prace, i kdyz zatim jich je mno-
hem méné, ve kterych se namisto imo-
bilizace protildtek vyuzivaji tzv. apta-
mery [58-61]. Jedna se o syntetické
jednofetézové DNA nebo RNA sek-
vence vazajici se s vysokou afinitou
(porovnatelnou s protilatkami) k r(z-
nym biomolekuldm (proteindim, pepti-
dim, ale i mensim organickym moleku-
[dm; obr. 2D). Jejich nespornou vyhodou
v porovnani s protildtkami je rychlejsi

i levnéjsi pfiprava a téz jejich mensi mo-
lekulova hmotnost, jez umoziuje dosah-
nout mnohem vyssi povrchové koncent-
race aptamerU pfi imobilizaci na povrch
tzv. aptasenzor(. Protoze se v3ak jedna
o nukleové kyseliny, jsou méné stabilni
v biologickém prostiedi vzhledem k pfi-
tomnosti nukledz.

Elektrochemie bilkovin by mohla byt
uzite¢na i v onkologickém vyzkumu,
napf. pfi detekci proteinovych bio-
marker( [62-65]. Pozornost se zejména
soustiedi na vyvoj sofistikovanych ¢ip
obsahujicich vedle sebe vice elektrod,
¢imz by byla umoznéna paralelni de-
tekce rdznych biomarker( konkrétniho
nadorového onemocnéni (jeden druh
biomarkeru totiz ¢asto nestaci). Tyto Cipy
by mély byt spolehlivé a zaroven levné,
dostatecné citlivé a selektivni pouze
k danym biomarkerim a jejich obsluha
by méla byt co nejjednodussi. Ukol to
zajisté neni snadny, postupné se v3ak

objevuji prace ukazujici, kterym smé-
rem postupovat pro dosazeni tohoto
cile, jako napt. mikrofluidicky imuno-
senzor pro simultanni detekci Ctyf bio-
marker( - interleukinu 6, interleukinu 8,
vaskularniho endotelidlniho rlstového
faktoru (VEGF) a VEGF-C - ziskanych
pfimo ze sér pacientl s karcinomem du-
tiny Ustni [66]. Na vzorku 78 pacientl
a 49 negativnich kontrol autofi deteko-
vali za necelou hodinu velmi nizké kon-
centrace biomarkerl (fadové fg/ml),
pficemz vysledky dobfte korelovaly s vy-
sledky ELISA.

Kromé detekce biomarkert byla elekt-
rochemie aplikovéna i pro studium vlivu
onkogennich mutaci na DNA-vazebnou
doménu u nadorového supresoru p53,
a to pomoci jiz zminéného elektrokata-
lytického piku H [46]. Vysledky pro wild
type i mutantni p53 vyborné korelo-
valy s udaji o struktufe a stabilité a po-
skytly hlubsi pohled do rozdilného dyna-
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Obr. 3. Elektrochemicka analyza cukerné slozky pro detekci glykoproteind.

A. Modifikace oligosacharidd a polysacharidti pomoci komplexd Sestimocného osmia a dusikatého ligandu, Os(VI)L. B. Konstrukce lekti-
nového biosenzoru pro detekci glykoproteind pomoci elektrochemické impedancni spektroskopie (EIS). Velikost pllkruhu je tmérna od-
poru pienosu elektron(l (@ naopak nepfimo Umérna propustnosti vrstvy), a tudiz zvyseni odporu signalizuje pfitomnost cilové bilkoviny.

mického chovani jednotlivych mutantd.
Kromé toho pik H umoznil monitorovani
ztraty nezbytného zinec¢natého iontu
zplsobenou mutaci (R175H) nebo che-
latovou vazbou s EDTA. Obecné by tato
metoda mohla byt aplikovana pro ana-
lyzu prakticky jakékoliv bilkoviny i jako
senzor pro konformacni pfemény nebo
vazbu ligand(, zejména jako doplnék
konvenc¢nich technik.

Polysacharidy

V pfirodé polysacharidy (PS) a oligosa-
charidy (OLS) vytvafreji velké a dosti od-
liSné tfidy latek vyskytujici se volné nebo
vazané na proteiny ¢i lipidy [67]. Diky je-
jich strukturni flexibilité, ktera jim umoz-
nuje nepfeberné mnozstvi kombinaci
vzajemného propojeni, jsou bezpo-
chyby idedlnimi ,identifikatory” v me-
zimolekulové a mezibunécéné komuni-
kaci [68]. V posledni dobé se ukazuje, Zze
vétsina bilkovin se v bunkach savcud vy-
skytuje pravé ve formé glykoproteind.
Glykosylace bilkovin ¢asto hraje dulezi-
tou roli ve zdravi i nemoci ¢lovéka, a to
v€etné rakoviny, u niz byva napf. pozoro-
vana abnormalni glykosylace bilkovin na
povrchu nddorovych bunék.

Neni proto divu, Ze v soucasné dobé
Ize pozorovat zvyseny zajem o nové me-
tody analyzy PS, OLS a glykoproteinG.
PS neobsahuji redoxni skupiny, a byly

proto do neddvna povazovény za elekt-
rochemicky inaktivni latky. Teprve v roce
2009 bylo zjisténo, ze nékteré sulfato-
vané PS katalyzuji vylu¢ovani vodiku
a poskytuji CPS signaly na rtutovych
elektrodédch [69]. Zcela nedévno vyslo
najevo, ze daleko intenzivnéjsi signdly
tohoto typu poskytuji nékteré PS a OLS
obsahujici glukosamin [70]. Vedle toho
se ukazalo, ze PS a OLS lze snadno mo-
difikovat komplexy Sestimocného osmia
s dusikatymi ligandy (Os(VI)L) [71,72],
pficemz vzniklé adukty (obr. 3A) jsou
elektrochemicky aktivni (podobné jako
vySe zminéné znaceni miRNA). Pou-
Ziti nékterych ligandt (napf. bipyridinu)
umoziuje i vznik aduktd, které mohou
navic poskytnout citlivéjsi signaly pod-
minéné katalytickym vylu¢ovanim vo-
diku [71]. U jinych ligandG (temed) je
zase mozné stanoveni PS a OLS pfimo
v reakéni smési. Proti nékterym aduk-
tdm PS-Os(VI)L byly generovany vy-
soce specifické monoklondIni proti-
latky, které je mozno pouzit k analyze
Os(VI)L-modifikovanych glykantd pfimo
v glykoproteinech.

K dynamicky rozvijejici se oblasti patfi
i tzv. lektinové biosenzory pro detekci
glykand (tj. cukernych zbytkd u glyko-
proteinl ¢i glykolipid() vyuzivajici elek-
trochemickou impedan¢ni spektrosko-
pii (EIS) [64,68]. Lektiny, coZ jsou proteiny

selektivné vazajici rizné mono- anebo
oligosacharidy, jsou nejdfiv imobilizo-
vany na povrch senzoru (obvykle zlaté
elektrody) a po pfidani vzorku dochézi
pres glykan k vazbé hledaného glykopro-
teinu a imobilizovaného lektinu (obr. 3B).
Pomoci EIS se pak sleduje zména odporu
elektronového pfenosu na rozhrani elek-
troda/elektrolyt (jinak fe¢eno zména pro-
pustnosti elektrodové vrstvy), pficemz
vazba glykoproteinu na lektin (vytvo-
feni komplexu) vede ke snizeni propust-
nosti této vrstvy. Lektinové biosenzory
jiz byly pouzity pro detekci bilkovin
p53 [73], mucinu [74], VEGF [75], nebo
karcinoembryondlniho antigenu [76],
ale i celych nadorovych bunék [77,78].
Nesporné skytaji obrovsky potencial pro
jednoduchou a rychlou detekci nddoro-
vych biomarkerl i jinych bilkovin dilezi-
tych v biomediciné.

Zavér a vyhled do budoucnosti

| kdyz v poslednich letech nepochybné
doslo k vyraznému pokroku elektroche-
mické analyzy biomakromolekul, stéle
jesté Celime fadé vyzev i prekazek. Jed-
nou z nich je aplikovatelnost metody
pro analyzu redlnych vzorkd od pa-
cientd, které byvaji mnohem komplex-
néjsi nez modelové systémy, na nichz
jsou jednotlivé strategie vybudoviény.
Je nesmirné dulezité, aby soucasné stu-
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die ¢im dal vice pracovaly i s tak slozi-
tym prostiedim, jako jsou lidské télni te-
kutiny, kde citlivost a selektivita metody
budou hrét klicovou roli. V téchto pro-
stfedich je navic potfebné dostate¢né
minimalizovat nespecifické adsorpce
nezddoucich molekul, aby nedochézelo
k falesné pozitivnim vysledkim. Elektro-
dové povrchy se nékdy nesnadno obno-
vuji do pavodniho stavu, takZze naslednd
mérfeni mohou byt zkreslend. Zde by se
mohly uplatnit velmi oblibené levné ti3-
téné elektrody pro jedno pouziti nevy-
Zadujici regeneraci. Aplikace nanotech-
nologii vyrazné napomahaji ke zvyseni
citlivosti senzorG. Dovolime si konstato-
vat, Zze diky obrovskému Usili védeckych
tymu po celém svété se postupné ote-
viraji cesty pro vyuziti elektrochemické
analyzy v soucasné genomice, proteo-
mice i glykomice.
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Souhrn

Metoda masivné paralelniho sekvenovéni umoznila rychlejsi a ekonomicté;jsi vyzkum v oblasti
genomiky. Tato technologie umoznuje osekvenovat kompletni lidsky genom za zlomek ceny
i ¢asu v porovnani s doposud pouzivanou Sangerovou metodou. Zavedeni této techniky do ob-
lasti onkologického vyzkumu vyznamné pfispélo k molekularni charakterizaci nadord a hlub-
simu porozumeéni jejich evoluce. Pomoci masivné paralelniho sekvenovani byly identifikovany
nové kauzélni mutace, které jsou podstatou nddorovych dédi¢nych syndroma, porovnanim
sekvenovani DNA nadorové a pfislusné zdravé tkané byly odhaleny nové mutace a strukturni
aberace u vice nez 15 rozdilnych nadorovych onemocnéni. V tomto piehledu jsou uvedeny
technické charakteristiky nejrozsitenéjsich sekvenacnich platforem, kratce shrnuty jejich vy-
hody a nevyhody a popsany moznosti uplatnéni v klinické praxi.

Klicova slova
technologie masivné paralelniho sekvenovani - genomika - mutace - onkologicky vyzkum —
klinicka aplikace — personalizovana Ié¢ba

Summary

Development of new sequencing methods allowed faster and more economical genomic re-
search. With these technologies, it is now possible to determine the complete sequence of
human genome in a short time period and at a relatively low cost. Introduction of next gene-
ration sequencing methods to cancer research provided a comprehensive molecular charac-
terization of cancers and enabled deeper insights into tumor complexity, heterogeneity and
evolution. Next generation technologies have been applied to identify new causal mutations
in genes in hereditary cancer syndromes. More than 15 various tumor types have been already
sequenced and compared to that of normal cells allowing identification of new cancer driving
mutations and genome structural rearrangements. In this review, we describe technical cha-
racteristics of main next generation sequencing platforms, briefly overview their pros and cons
and clinical perspective.

Key words
high-throughput nucleotide sequencing — genomics — mutations — cancer research — clinical
application - personalized treatment
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Uvod

Deoxyribonukleové kyselina (DNA) jako
geneticky material byla popséna v roce
1944 Oswaldem Theodorem Averym [1].
Nékolik let poté (1953) objevili Watson
a Crick [2] dvouvldknovou strukturu DNA
a jeji ctyfi zékladni stavebni kameny.
Genetickd informace témér kazdého
druhu je ulozena v primarni strukture
nukleovych kyselin a znalost jeji sekvence
je zésadni informaci pro vyzkum buné¢-
nych struktur a jejich funkci, s jejichz po-
moci se moderni véda snazi odhalit ,ta-
jemstvi Zivota”. Rozlusténi DNA sekvence
je nezbytné v podstaté pro viechna od-
vétvi biologického vyzkumu. Jesté na
zacatku 70. let 20. stoleti bylo sekveno-
vani DNA velmi obtizné a provadélo se
nepfimo sekvenovanim RNA molekul.
Druha polovina 80. let pfinesla hned
dvé metody DNA sekvenovani. Prvni
metoda, kterou vynalezli Maxam a Gil-
bert [3], je zaloZzena na chemické mo-
difikaci DNA a nésledném rozstépeni
retézce v mistech modifikovanych nuk-
leotidl. Druhd byla publikovéna Frede-
rikem Sangerem et al v roce 1977 [4].
Je zndma jako enzymaticka metoda sek-
venovani (Sangerovo sekvenovani) a vy-
uziva specifickych vlastnosti DNA po-
lymerdzy pfi syntéze nového fetézce.
Technologie enzymového sekveno-
vani byla ,prvni generaci” komeréné do-
stupného sekvenovani a navzdory jeji
pracnosti i casové narocnosti se San-
gerovo sekvenovani stalo velmi rozsi-
fenym v laboratofich po celém svété.
Vyznamny pokrok pfinesla automatizace
této technologie. V roce 1987 uvedla
firma Applied Biosystems na trh prvni
automaticky sekvenator (AB370) vyuzi-
vajici kapilarni elektroforézu k separaci
jednotlivych usekll DNA a umoznujici
osekvenovat 500 kilobazi za den s dél-
kou ¢teného fragmentu (tzv. read) okolo
600 bazi. Soucasny model AB3730xI do-
kdze za den vyhodnotit az 2,88 mega-
bazi a délka ¢teni dosahuje 900 bazi [5].
Automatické sekvendatory dominovaly
v oblasti molekularni biologie témér
dvé desetileti a vedly k vyznamnym ob-
jevim [6]. Za vynalozZeni velkého usili
a penéz byl pomoci téchto sekvenator(
precten prvni lidsky genom. Projekt lid-
ského genomu (human genome pro-
ject) nicméné poukazal na limitace San-

gerova sekvenovani a potfebu novych
technologii s vy3si vykonnosti a pres-
nosti, nizSimi naklady a mensi pracnosti.

Sekvenatory nové generace

Technika sekvenovani DNA zazname-
nala béhem poslednich let velky posun
kuptedu diky novym sekvenatordm tzv.
druhé generace. Sekvenatory prvni ge-
nerace detekovaly DNA baze v fadé
jednu po druhé, zatimco sekvenatory
druhé generace umoznuji masivni para-
lelni sekvenovani az tisic molekul DNA
soucasné. Diky technologii masivniho
paralelniho sekvenovani se vyznamné
snizila doba potrebna k precteni dlou-
hych DNA sekvenci. K ur¢eni sekvence
prvniho lidského genomu bylo potfeba
10 let. Nové technologie sekvenovani
umoznuji urcit sekvenci lidského ge-
nomu nebo jen jeho vybranych &asti za
zlomek casu (nékolik tydn() a za mno-
hem niZsi cenu. Sangerovo sekvenovani
se v soucasnosti stale vyuziva a hodi se
napt. pro sekvenovani PCR produktu
nebo pro malé sekvenacni projekty, ale
pro néro¢néjsi aplikace je nahrazovéno
sekvenatory druhé generace. Trhu dnes
dominuji tii platformy: Roche 454 Ge-
nome Sequencer, lllumina Genome Ana-
lyzer a Life Technologies SOLID System.
Vsechny tfi platformy byly vyvinuty na
konci 90. let 20. stoleti a na trh uvedeny
kolem roku 2005 [7]. Ackoli viechny do-
stupné technologie sekvenovani druhé
generace (next generation sequencing -
NGS) vyuzivaji rozdilnou chemii, sdileji
spole¢né tyto kroky: a) pfiprava tem-
platu neboli vytvoreni knihovny ampli-
kond, b) sekvenovéni a detekce inkor-
porovanych nukleotid(l a c) analyza dat.
Unikatni kombinace pristupl k jednotli-
vym krokdim celého sekvenaéniho béhu
urcuje rozdily mezi jednotlivymi tech-
nologiemi a typem a mnozstvim pro-
dukovanych dat. Rozdily ve vystupnich
datech predstavuji vyzvu v interpretaci
vysledkd dosazenych rGznymi platfor-
mami pfi porovnavani stejné sekvence.
Vsichni vyrobci poskytuji odhad pfres-
nosti a kvality jednotlivych ¢teni, ale
neexistuje zadny konsenzus, ze kvalita
Cteni z jedné platformy je ekvivalentni
kvalité cteni z platformy druhé [6]. NGS
technologie mohou byt rozdéleny do
dvou zdakladnich kategorii. Prvni sku-

pinu pfedstavuji technologie zaloZzené
na PCR amplifikaci templatu (PCR-based
technologies) a zahrnuji tyto komercné
dostupné platformy: Roche 454 Sys-
tem, lllumina sequencers, AB SOLID Sys-
tem and lon Personal Genome Machine.
Druhou skupinu tvofi technologie, které
vyuzivaji tzv. single-molecule sequenc-
ing, tzn. ze nedochazi k amplifika¢nimu
kroku pfed vlastni sekvenaci. Tato sku-
pina zahrnuje napf. technologie Heli-
Scope a PacBio RS SMRT Ssystem [8]
a Oxford Nanopore.

Roche 454

Prvni komeréné dostupny NGS analyza-
tor 454 Genome FLX System byl uveden
na trh v roce 2005. Pracuje na principu
tzv. pyrosekvenovani. To Ize zjednodu-
Sené popsat jako sled enzymatickych
reakci, b&hem kterych se zaclenuji jed-
notlivé baze do nové vznikajiciho fe-
tézce DNA, pficemz dochazi k emisi vi-
ditelného svétla. Mnozstvi uvolnéného
svétla je umérné poctu zaclenénych
nukleotid(l. Cely proces zacina pfipravou
DNA knihovny, kdy je DNA nastépena na
dvouvldknové fragmenty a k jednotli-
vym fragmentdim jsou pfipojeny kratké
koncové specifické adaptory (A a B) slou-
zici v dalsich krocich k purifikaci a am-
plifikaci i k vlastni sekvenaci. B-adaptor
je na svém 5’-konci oznacen biotinem,
ktery slouzi k imobilizaci fragment( na
streptavidinem pokryté magnetické ku-
licky. Dvouvlaknové fragmenty nava-
zané na magnetické kulicky jsou dena-
turovany, pficemz nebiotinylovany
komplementérni fetézec je uvolnén [7].
Takto vzniklé jednoretézcové fragmenty
(knihovna DNA) jsou pfipraveny k hybri-
dizaci ke specidlnim DNA kuli¢ckam, které
maji na svém povrchu komplemen-
tarni sekvenci DNA slouzici jako primer
pro naslednou amplifikaci. Technologie
454 vyuziva klonélni amplifikaci pomoci
emulzni PCR (emPCR). Hybridiza¢ni pod-
minky jsou navrZeny tak, aby se na jednu
DNA kulicku navazal pouze jeden DNA
fragment. Kazda kuli¢ka je uzaviena ve
svém vlastnim ,mikroreaktoru” - ole-
jové emulzi s vodou, kde probiha neza-
visld amplifikace jednoho fragmentu.
Po skonceni emPCR jsou kulicky uvolnény
z emulze, pficemz kazda nese v priiméru
10 miliéonG identickych kopii plvodni
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DNA. Nasleduje tzv. enrichment (oboha-
ceni) - krok, kdy se zachovaji pouze ku-
licky s amplifikovanou DNA, a zbytek se
odmyje. Na obohacené kuli¢ky, které
nyni nesou jednoretézcové DNA frag-
menty, se prichyti sekvenacni primer
a celd smés se nanese do jamek tzv. pi-
kotitracni desticky (pico titer plate —
PTP), ktera je navrzena tak, aby do jedné
jamky zapadla pouze jedna DNA kuli¢ka.
PTP je rozdélena do Ctyf vrstev, kam se
centrifugaci postupné vpravi dalsi druhy
kulicek dulezité pro pyrosekvenacni
reakci. Klicové komponenty reakce pred-
stavuji kulicky s enzymy sulfuryldzou, lu-
ciferdzou, apyrdzou a DNA polymerazou
a se substraty adenosin 5'-fosfosulfatem
(APS) a luciferinem. Jednotlivé nukleo-
tidy proudi nad PTP v pevném pofadi.
Inkorporace komplementarniho nukleo-
tidu DNA polymerazou do nové vznikaji-
ciho fetézce je doprovazena uvolnénim
pyrofosfatu, ktery je pomoci enzymu
ATP sulfuryldzy za pfitomnosti APS pfe-
veden na ATP, jez umozni konverzi lucife-
rinu na oxyluciferin katalyzované enzy-
mem luciferdzou. Pfi této reakci dochazi
k emisi viditelného svétla, které je zazna-
menano CCD cipem. Nespotiebované
nukleotidy a ATP jsou degradovany apy-
rdzou. Proces se cyklicky opakuje a sek-
vence je odeditdna z tzv. pyrogramu.
Hruba data jsou procesovéna 454 pyro-
sekvenacnim softwarem a analyzovana
rlznymi filtry kvality pro odstranéni sek-
venci nizké kvality nebo sekvenci, které
maji vice jak jeden inicialni DNA frag-
ment. Pro analyzu dat jsou dostupné
tyto bioinformatické nastroje: GS De
Novo Assembler, GS Reference Mapper
a GS Amplicon Variant Analyzer [7]. Sou-
casny sekvenator GS FLX Titanium che-
mistry poskytuje vjednom béhu azjeden
milién ¢teni dlouhych az 1 000 bazi [9].
Na trhu je dostupny také stolni (tzv.
benchtop) sekvenator GS Junior s nizsi
kapacitou vhodny do rutinnich labora-
tofi[8]. Jako vSechny platformy maitech-
nologie 454 své vyhody a nevyhody. Jeji
nejvétsi limitaci jsou problémy v detekci
homopolymernich Usekd, jako napf. AAA
a GGG. V procesu inkorporace vice nuk-
leotidl stejného typu zavisi pocet zacle-
nénych nukleotidli pouze na mnozstvi
emitovaného svétla. Tato technologie je
tedy nachylnd k vétsim chybam v urceni

poctu zac¢lenénych nukleotidd a z toho
plynouci inzerce nebo delece v homo-
polymernich Usecich spiSe nez substi-
tuce nukleotidu [9]. Tento problém byl
¢astecné vyieSen pomoci specidlnich
program, které dokazou rozlisit a vy-
filtrovat chybové sekvence [10]. Dalsi
nevyhoda je stale vysokd cena reagen-
cii. Ve srovnani s ostatnimi platformami
vsak 454 technologie poskytuje velmi
dlouha ¢teni, a vyborné se tak hodi pro
celogenomové de novo sekvenovani, re-
sekvenovani (sekvence ¢asti nebo ce-
Iého genomu se porovnava s jiz znamou
sekvenci za U¢elem nalézt rozdily oproti
referen¢ni sekvenci) a pro studium bak-
terialni diverzity, kdy se analyzuji mi-
krobialni genomy z rdznych vzorkd
(metagenomika) [9]. Jinou nespornou
vyhodou 454 technologie je jeji vysoka
rychlost — pouhych 10 hod pro komple-
taci celého sekvenacniho procesu [5].

lllumina/Solexa

Prvni sekvenator zaloZzeny na principu
sekvenace syntézou ve spojeni s tzv.
bridge amplifikaci uvedla na trh spolec¢-
nost Illumina v roce 2007 [8]. U této tech-
nologie se templatova DNA hybridizuje
na opticky transparentni pevny povrch
reakéni komurky (flow cell) a vyuziva
chemicky reverzibilné modifikovanych
nukleotid( [9]. Priprava knihovny zahr-
nuje nastépeni DNA na fragmenty o ve-
likosti < 800 bazi. Konce fragmentu jsou
zarovnany, fosforylovany a na 3'-konci
adenylovany a k obéma koncim jsou
pfidany adaptory. Po denaturaci jsou
jednotlivé fragmenty hybridizovany
k reakéni komUrce, jejiz povrch je husté
pokryt komplementadrnimi adaptory
k adaptorlim pfipojenym k DNA frag-
mentlm. Kazdy fragment je tak svym
jednim koncem imobilizovan k povrchu
reakcni komuarky, kde nasledné probiha
amplifikace. Poté je pfiddna smés rea-
gencii potfebnych pro PCR, adaptory na
povrchu reakéni komurky slouzi jako pri-
mery pro syntézu dvouvldknové DNA.
Ta je nasledné denaturovana. Pavodni
templat je odmyt a nové syntetizované
vldkno DNA zlstavd kovalentné nava-
zano k povrchu reakéni komrky. Svym
volnym koncem hybridizuje k adapto-
rdm (primerdm) na povrchu reakéni ko-
marky, vldkno se ohne a dojde k pre-

mosténi. V dalsim PCR cyklu je adaptor
(primer) opét prodlouzen polymerazou
a vytvofi se dvouvldknovy most (bridge).
Cely proces se cyklicky opakuje, je proto
nazyvan bridge amplification. Nakonec
jsou dvouvldknové mosty denaturovany,
reverzni fetézce odstépeny a odmyty
a zlistanou pouze tzv. klastry tvorené
cca 1 000 identickych kopii DNA frag-
mentl pfipravenych k vlastni sekvenaci.
Sekvenacni primery jsou hybridizovany
k adaptorovym sekvencim a do reakéni
komdrky s klastry je nalita smés polyme-
razy a Ctyi rozdilné fluorescen¢né znace-
nych nukleotid s chemicky inaktivova-
nou 3'-OH skupinou. Je tak zaruceno, ze
v jednom cyklu je inkorporovan pouze
jeden nukleotid. Jakmile dojde k za¢le-
néni nukleotidu do fetézce DNA, po-
zice a typ nukleotidu jsou zaznamenany
diky jeho flourescenéni zna¢ce pomoci
CCD kamery. Terminacni skupina na
3’-konci nukleotidu i fluorescen¢ni bar-
vicka jsou odstranény a cyklus je opa-
kovan. Sekvence kazdého klastru je ge-
nerovana speciadlnim algoritmem, ktery
jednotlivym bazim pfidéluje urcitou
hodnotu, na jejimz zakladé jsou vyfa-
zeny sekvence nizké kvality. Prvni sek-
vendator spolecnosti lllumina, Illumina
Genome Analyzer poskytoval precteni
sekvenci dlouhych 35 bézi a generoval
1 gigabazi (Gb) dat za jeden sekvenacni
béh, ktery trval 2-3 dny. V soucasnosti
je v nabidce spole¢nosti Illumina néko-
lik pristroji rdzné vykonnosti: (throu-
ghput) MiSeq, MiSeqDx, NextGen 500,
HiSeq2500 a HiSeq X Ten. MiSeq a Mi-
SeqDx jsou sekvenatory ur¢ené do ma-
lych laboratofi pro sekvenovéani ma-
lych genom, amplikonové sekvenovani
a cilené sekvenovani vybranych oblasti
genU. MiSegDx je prvnim sekvenatorem
schvélenym americkou FDA (Food and
Drug Administration) pro in vitro mole-
kuldrni diagnostiku garantujici spolehli-
vost vysledkd. NextGen 500 predstavuje
prvni vysokokapacitni stolni sekvena-
sekvenacnich aplikaci. HiSeq2500 je
ultra vysokokapacitni sekvenator umoz-
aplikaci pfeduréeny zejména pro velké
sekvenacni studie provadéné v speciali-
zovanych centrech. HiSeq X Ten je nej-
vykonnéjsi sekvenacni platforma cilena
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pro popula¢ni studie prekonavajici ce-
novou bariéru 1 000 $ za osekvenovani
jednoho lidského genomu. Tato plat-
forma se sklddd z 10 ultra vysokoka-
pacitnich sekvenatord, které jsou spo-
le¢né schopny osekvenovat vice nez
18 000 genomU za rok. HiSeq X Ten
umoziuje cenové dostupnéjsi a dosazi-
telnéjsi sekvenovani lidského genomu
nez cokoli jiného kdy predtim [11]. Sek-
venatory Illumina jsou limitovany re-
lativné kratkou délkou sekvenacnich
Cteni v zavislosti na typu pfistroje, napf.
2 x 125 (HiSeq 2500) 2 x 150 (NextSeq
500) nebo az 2 x 300 (MiSeq) bazi. Tato li-
mitace je dédna zvysenou nebo snizenou
ucinnosti inkorporace nukleotidu a se-
Ihdnim pfi odstrafiovani nebo pfidavani
terminac¢ni skupiny, coz mize zpUsobit
nekompletni prodlouzeni vlakna. Proto
je nejcastéjsi chyba, kterd vzrista s dél-
kou ¢teni, substituce nukleotidu. Dalsi
nevyhoda je nerovnomérné pokryti (tzv.
coverage) v oblastech bohatych na AT
a GC sekvence. V porovnani se Sange-
rovym sekvenovanim jsou lllumina sek-
venatory schopné produkovat mno-
hem vice dat za méné ¢asu i penéz, ale
s vys3i chybovosti vedouci k fale3né po-
zitivité pfi identifikaci sekvenacnich va-
riaci [6]. Ovéem diky ultra vysoké vykon-
nosti, kapacité a cenové hospodarnosti
provozu sekvenatory Illumina v soucas-
nosti ovladaji trh a vyuzivaji se k vétsiné
celogenomovych i resekvenacnich apli-
kaci zahrnujicich lidsky genom i genomy
modelovych organizmd [8].

Life Technologies/SOLiD

V roce 2007 piedstavila tehdy jesté spo-
lecnost Applied Biosystems (dnes Life
Technologies) platformu SOLID (sequenc-
ing by oligonucleotide ligation and de-
tection) pro sekvenovani druhé gene-
race. Na rozdil od predchozich dvou je
SOLID technologie zaloZena na sekveno-
vani ligaci. DNA knihovna se pfipravuje
pomoci emPCR a k fragmentlim DNA se
pfipoji kratké adaptory komplementarni
k adaptordm imobilizovanym na povrchu
magnetickych kulicek. Po amplifikaci jsou
kulicky kovalentné navazany na sklicko se
specidlné upravenym povrchem, které se
vlozi do kazety umoznujici fluidni pritok.
SOLID systém vyuzivd osm nukleotidl
dlouhé sondy. Kazda ze sond ma znamou

sekvenci prvnich dvou bézi, je oznacena
jednou ze ctyr rliznych flourescencnich
barev, pricemz kazda barva predstavuje
4 z 16 moznych di-nukleotidovych sek-
venci. Solid technologie zarucuje pre-
¢teni kazdého nukleotidu 2krat, coz ve-
lice zvySuje pfesnost, s jakou je uréeno
poradi nukleotidd dané sekvence. Mezi
vyse uvedenymi NGS platformami ma
Jeho nejbéznéjsim typem chyby je sub-
stituce nukleotidu. VyuZiti nachazi prede-
vsim v aplikacich, jako je celogenomové
resekvenovani, cilené resekvenovani,
transkriptomova analyza a epigenomika
(chromatinova imunoprecipitace a me-
tylace). V soucasnosti jsou v nabidce dvé
varianty SOLiD sekvendtoru: 5500 System
a 5500xI System. Z nékolika dnes dostup-
nych platforem je obtizné vybrat jednu
optimalni. Ze tfech vyse zminénych NGS
technologii lllumina HiSeq generuje nej-
ma nejvyssi pfesnost a Roche 454 posky-
tuje nejvétsi délku cteni.

Life Technologies/lon torrent

V roce 2010 predstavila firma Life Tech-
nologies pfistroj lon Personal Genome
Machine (PGM) zaloZeny na nové tech-
nologii schopné pfimo prevadét che-
micky signél do digitalni podoby. Misto
optického zplsobu zaznamenavani
jednotlivych nukleotidl se zde vyu-
ziva detekce vodikovych proton( uvol-
nénych v prabéhu syntézy nové vzni-
kajiciho fetézce katalyzovaného DNA
polymerazou. Proces probiha na polo-
vodi¢ovém cipu husté pokrytém mik-
rojamkami, pod nimiz je umisténa na
ionty citliva vrstva. Inkorporace nukleo-
tidu zpUsobi uvolnéni H+, ¢imZ dojde
ke zméné pH, kterou zaznamenava de-
tektor. K pfipravé knihovny se opét vy-
uzivd emPCR. Kuli¢ky s templatem jsou
poté deponovany na Cip tak, Ze v kazdé
jamce je pouze jedna molekula DNA.
Cip je postupné zaplavovan jednotli-
vymi druhy nukleotid(i a dochazi k syn-
téze DNA. Pokud nukleotid neni komple-
mentdrni, detektor zaznamend nulovy
signal. Dojde-li k za¢lenéni dvou nukleo-
tidd, je signal dvojnasobny. Diky tomu,
Ze technologie nepouziva zadné fluo-
rescen¢ni detektory, kamery, skenery
atp., trva jeden sekvenaéni béh méné

nez 2 hod [5]. Technologie je velice jed-
noducha, rychld a levna. Celkové mnoz-
stvi produkovanych dat je urceno hus-
totou jamek na ¢ipu. V roce 2012 byla
predstavena nova generace polovodico-
vého sekvenatoru - lon Proton s kapaci-
tou Cipu slibujici dostate¢nou kapacitu
i pro sekvenaci lidského genomu.

Technologie tzv. single-molecule
sekvenovani

Technologie single-molecule sekveno-
vani pfedstavuje vyraznou zménu ve vy-
voji novych sekvenacnich metod. Tato
technologie, nékdy oznacovand jako
tfeti generace sekvenovani, pfindsi hned
nékolik vyhod. Nevyuziva zadny amplifi-
kac¢ni krok pred vlastnim sekvenovanim,
coz zkracuje dobu pfipravy DNA, redu-
kuje cenu, snizuje chybovost pramenici
z amplifikace, umoznuje vyssi flexibilitu
v délce cteni a presnou kvantifikaci DNA
molekul, protoZe signal je zaznamena-
van v redlném case [9].

Prvni dostupnou technologii tfeti ge-
nerace byla platforma Helicos Genetic
Analysis System vyuzivajici sekvenace
syntézou. Vytvori se jednovlaknova DNA
knihovna, kterd je neuspofadané depo-
novéana na plochou desti¢ku. Desticka je
v kazdém sekvenacnim cyklu zaplavo-
vana DNA polymerazou a jednim ze Cty¥
fluorescen¢né znacenych nukleotidd
a signal je zaznamenan CCD kamerou.
Po promyti se odstrani fluorescen¢ni
znacky a prodluzovani fetézce se opa-
kuje [9].V soucasné dobé neni tato tech-
nologie déle vyvijena.

Dalsi z tfeti generace sekvenacnich
technologii tzv. SMRT (single-molecule
real-time) byla vyvinuta spole¢nosti Pa-
cific Bioscience. Tento systém vyuziva
nanostruktury zvané Zero Mode Wave-
guide - desti¢ky s deseti tisici jamkami
o priméru 10 nm. Béhem sekvenacniho
procesu se komplementérni vldkno syn-
tetizuje pomoci DNA polymerazy ukot-
vené na dné kazdé jamky. Fluorescencni
znacka je umisténa na fosfatové skupiné
nukleotidu, coZz ma za nasledek uvol-
néni zablesku zaroven s jeho inkorpo-
raci. Proces inkorporace i uvolnéni fluo-
rescence trva po urcitou dobu, ¢ehoz se
vyuziva pro urceni identity baze. Tento
pfistup nevyzaduje promyvaci kroky
pfii zaclerovani jednotlivych typd nuk-
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leotidd, a zrychluje tak béh sekveno-
vani. V soucasnosti poskytuje sekvena-
tor Pacific Bioscience model PacBio RS Il
nejvétsi délku ¢teni a extrémné vyso-
kou presnost. Vyuziva se zejména pro re-
sekvenacni projekty na malych proka-
ryotickych i eukaryotickych genomech
diky schopnosti sekvenovat ultra dlouhé
Useky (v prdméru 4 000 bazi). To umoz-
nuje presnéjsi mapovani na referen¢ni
sekvence.

Dalsim prikladem vyuziti nanotech-
nologie pro novou generaci sekveno-
vani je tzv. nanopore sequencing. Kon-
cept vyuziti nanopéru jako biosenzoru
byl navrzen uz v poloviné 90. let, kdy za-
pocal vyzkum nanopéru na pidé akade-
mickych instituci, jako je Oxford ¢i Har-
ward. V roce 2005 vznikla spole¢nost
Oxford Nanopore s cilem prevést aka-
demicky vyzkum do komer¢ni sféry [12].
Technologie je zaloZena na biologickych
vlastnostech nanopdru. Nanopéry jsou
soucasti proteinovych kandlkd v mem-
brandch a dovoluji vyménu ionta.
Nanopdérem protéka konstantni proud.
Analyt, kterym je v pfipadé vyuziti pro
sekvenovani jednofetézcovd molekula
DNA, prochazi nanopérem a dochazi
k detekci jednotlivych nukleotidd, pfi-
¢emz pro kazdy typ nukleotidu je pre-
dem ur¢ena modulace proudu. Vyuziti
technologie nanopéru pro sekvenovani
DNA nabizi mnoho vyhod oproti stava-
jicim platformdm. Technologie mé mi-
nimalni pozadavky na reagencie i pfi-
pravu vzorku, je levnd, rychld a nabizi
analyzu DNA v redlném case. Sekve-
novani stejné molekuly DNA muze byt
neustale opakovano. Jednotliva c¢teni
mohou byt dlouhd az desitky kilobazi.
Vétsina soucasnych sekvenacnich tech-
nik je ve srovnani s technologii nano-
po6ru komplikovand - vyzaduje kromé
izolace DNA i jeji znaeni a namnozeni,
rozbiti na malé fragmenty, které jsou pak
mnohonasobné sekvenovény. | techno-
logie nanopdéru ma viak sva uskali, ktera
je nutno vyfesit, nez na trh pfijde prvni
»nhanotech” sekvendtor. Vysoka rychlost,
s jakou je DNA translokovana skrz na-
nopodr, totiz zplsobuje problémy s roz-
lisenim signalu nukleotidu od signalu
pozadi. V roce 2013 bylo publikovéno
nékolik praci, které posunuji feseni to-
hoto problému dale [13-15]. Zjistilo se

napt., ze plisobenim svétla o urcité vl-
nové délce Ize docilit zpomaleni pritoku
DNA skrz nanopér. Technologie nano-
poru prosla rozli¢nymi technickymi zlep-
Senimi, kterd umoznila lepsi rozliseni
i stabilitu nanopdru. V roce 2012 ohlasila
firma Oxford Nanopore pfichod prvniho
sekvendtoru — GridlON System, ktery sli-
buje precteni celého lidského genomu
v 15 minutéch. Nedavno byl také pred-
staven miniaturizovany sekvendtor, jenz
se vejde do kapsy - Minlon od Oxford
Nanopore schopny precist DNA frag-
menty o velikosti do 10 kilobazi. V sou-
¢asnosti jsou oba systémy jesté ko-
mercné nedostupné.

Aplikace NGS technologii

Schopnost NGS technologii produ-
kovat obrovské mnozstvi sekvenac-
nich dat v pomérné kratké dobé za
relativné nizkou cenu je déld uzitec-
nymi nastroji pro fadu aplikaci, napf.
de novo genomové sekvenovani, celo-
genomové nebo cilené resekvenovani
pro objevovani novych mutaci a po-
lymorfizm, analyza transkriptomu
a DNA metylovanych oblasti, mapovani
DNA-proteinovychinterakcipomocichroma-
tinové imunoprecipitace (ChIP-Seq) atd.
Néstup NGS technologii umoznil cha-
rakterizovat molekularni podstatu nej-
raznéjsich onemocnéni. NGS tech-
nologie nachazeji Siroké uplatnéni
v molekularni diagnostice dédi¢nych
chorob, infekénich onemocnénich, pre-
natalni diagnostice, farmakogenomice,
v molekuldrni diagnostice nadorl i jejich
prognéze [16]. Nadorové onemocnéni je
zpUsobeno nahromadénim mutaci v ge-
netickém materidlu. Tyto mutace, které
mohou byt germinalni (zdédéné od ro-
dica) i somatické (ziskané v prabéhu Zzi-
vota), maji zdsadni efekt na onkogeny,
nadorové supresory nebo geny majici
na starosti reparaci DNA, umoziuji unik-
nout kontrolnim bunéé¢nym mechani-
zmdm vedoucim v kone¢ném dusledku
ke vzniku nadoru. Studium mutacnich
profilG jednotlivych typd nador( tedy
vyznamné pomdha objasnit mechani-
zmy kancerogeneze. V poslednich né-
kolika letech bylo pomoci NGS techno-
logii provedeno velké mnozstvi studii,
které poskytly komplexnéjsi molekularni
charakterizaci nadorovych onemocnéni

a vedly k objeveni novych gen(l aso-
ciovanych zejména s rakovinou mlé¢né
Zlazy, vajecnik(, tlustého streva a konec-
niku, plic, jater, ledvin, rakovinou hlavy
a krku, melanomem a akutni myeloidni
leukemii [17] a k identifikaci velkého
poctu rekurentnich mutaci (identické
mutace detekované ve velkém poctu
vzork() [18], které byly standardnimi cy-
togenetickymi technikami nezachyti-
telné. NGS technologie se ukazaly byt
velice slibnym diagnostickym nastrojem
pro identifikaci germinalnich mutaci, jez
jsou podkladem familidrnich syndroma.
V pfipadé familidrniho melanomu jsou
znamy pouze dvé mutace odpovédné za
rozvoj onemocnéni. Mutace v CDKN2A
(cyclin-dependent kinase inhibitor) se po-
dili na 40 % familiarnich pfipadd mela-
nomu, kdeZto mutace v CDK4 (cyclin-de-
pendent kinase 4) byla nalezena jen
u velmi malého poctu probandu. Sekve-
novani nové generace probandu z néko-
lika rodin s vyskytem familiarniho me-
lanomu odhalilo pro melanom novou
rizikovou variantu c.G1075A genu MITF
(microphthalmia-associated transcription
factor) [18].

Celogenomové sekvenovani

Celogenomové sekvenovani zahrnuje
de novo sekvenovani a tzv. resekveno-
vani. Pfi resekvenovani se sekvenuji
stejné genomy jako u de novo pfistupu,
ale s tim rozdilem, Ze je k dispozici re-
ferenéni sekvence, na kterou se nova
sekvence zpétné mapuje. Vyhoda ce-
logenomového sekvenovani je sekve-
nace celé chromozomalni DNA, pokryti
promotorovych a regula¢nich sekvenci
a tim i poskytnuti informace o Uplném
muta¢nim profilu daného genomu za-
hrnujicim bodové mutace, malé inzerce
a delece, chromozomalni zmény a struk-
turni variace typu CNVs (copy number
variations). Celogenomové sekveno-
vani se proto nejvice vyuziva k identi-
fikaci novych a vzacné se vyskytujicich
mutaci [16]. Prvni celogenomovy sekve-
nacni projekt byl realizovdn na nadoro-
vém a normalnim vzorku téhoz pacienta
s cytogeneticky normalni akutni mye-
loidni leukemii (AML) v roce 2008 [19]
a vedl k identifikaci osmi novych soma-
tickych mutaci zi¢astnénych v patoge-
nezi AML a nékolika somatickych inzerci
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a deleci. Pomoci celogenomového sek-
venovani lze také Uspésné detekovat
chromozomalni prestavby. Znalost chro-
mozomadlnich translokaci je velmi dule-
Zitd z biologického i klinického pohledu.
Naptfiklad Gleevec® byl vyvinut pro inhi-
bici fuzni tyrozinkindzy Bcr/Abl — chro-
mozomalni prestavby typické pro chro-
nickou myeloidni leukémii (CML). CML
je nddorové onemocnéni se specifickou
chromozomalni aberaci tzv. Philadelph-
skym chromozomem, kde vznikd fuzni
gen BCR-ABL. Produktem toho genu je
tyrozinkinaza fosforylujici celou fadu
protein( klicovych pro proliferaci a dife-
renciaci hematopoetickych bunék. Gle-
evec je pfiklad léku, ktery byl vyvinut
na zékladé molekuldrni podstaty CML.
Podobné chromozomalni prestavby
u solidnich tumor( byly zatim charak-
terizovany jen chabé z divodu nedo-
statku systematickych pfistup(, avsak
s nastupem NGS technologii je detekce
chromozomadlnich aberaci i u solidnich
nadorl realizovatelnd a cenové do-
stupnd. Nedavna studie objevila translo-
kace genl EML4-ALK (echinoderm micro-
tubule associated protein like 4 — EML 4,
anaplastic lymphoma kinase — ALK) u ne-
malobunéc¢ného karcinomu plic a také
TMPRSS2-ERG (transmembrane protease
serine 2 — TMPRSS2, ETS-related gene -
ERG) u karcinomu prostaty [20]. Celo-
genomové sekvenovani je velmi vyhod-
nym pfistupem pro nalezeni novych
potenciadlné terapeutickych cild.

Exomové sekvenovani

Exomové sekvenovani je pristup tzv. ci-
leného sekvenovani, kdy jsou sekveno-
vany pouze kédujici oblasti — exomy. Lid-
sky exom predstavuje asi 1 % velikosti
celého lidského genomu, exomové sek-
venovani je tudiz snazsi, cenové méné
narocné a umoznuje vyssi pokryti (co-
verage). Pomoci celoexomového sek-
venovani (whole exome sequencing -
WES) byly napt. Uspésné identifikovany
mutace odpovédné za familidrni na-
dory pankreatu [21], dédi¢ného feochro-
mocytomu [22] ¢i familidrniho mela-
nomu [23]. Studium mutacniho profilu
adenokarcinomu plic odhalilo nové mu-
tace v fadé protoonkogent (ERBB4, KDR,
FGFR4 a NTRK) a nadorovych supresor(
(NF1, RB1, ATM a APC), jejichZ znalost na-

bizi nové zpusoby lé¢by. Podobné byly
u glioblastomu detekovany aberace RTK,
TP53, RB signaliza¢ni dradhy a mutace
v NF1, které mohou v budoucnu vést
k vyvoji inhibitord drah MEK, nebo RAF
a k zefektivnéni lé¢by [20]. Velky pocet
WES studii novych genetickych aberaci
je shrnut v praci Tran et al [24].

Sekvenovani transkriptomu
Transkriptom predstavuje soubor vsech
molekul RNA (mRNA, rRNA, tRNA a dalsi
nekédujici RNA molekuly). Transkripto-
mova analyza je jednim z nejdilezitéj-
Sich pristupl pro komplexni moleku-
larni charakterizaci nadort. Sekvenovani
transkriptomu (RNA-seq) velmi usnad-
nilo detekci mezigenovych fuzi, soma-
tickych mutaci a alternativnich sestfi-
hovych variant. Na rozdil od ¢ipovych
technologii neni technologie RNA-seq
limitovana predchozi znalosti genomu,
dynamickym rozliSenim nebo zkiize-
nou (cross) hybridizaci. Fize genu jsou
v genomech nadort (prevazné u hema-
toonkologickych malignit) velmi ¢asté.
Pomoci RNA-seq byly objeveny nové
fuze gend napt. u rakoviny mlécné zlazy,
prostaty, lymfomu a melanomu [9].
Vyskyt urcitych fuzi genl je spojovan
s procesem kancerogeneze specific-
kych tkani nebo orgdnt a tyto zmény
mohou byt vyuzity jako diagnostické
markery onemocnéni. Nékteré flize byly
naopak nalezeny napfti¢ nékolika roz-
dilnymi druhy néadord. Takovym pfi-
kladem je fiize genl z RAF signaliza¢ni
drahy, kterd byla identifikovana u karci-
nomu prostaty, zaludku i melanomu [9],
majici potencidl terapeutického cile pro
vSechny tfi malignity. RNA-seq umoz-
fuje studium i nekddujicich ncRNA mo-
lekul, jeZ se Ucastni Sirokého spektra bio-
logickych procest zahrnujicich regulaci
proliferace, diferenciace a apoptozy.
Typickym pfikladem jsou mikroRNA
(miRNA) jako klicové reguldtory genové
exprese.

Cilené sekvenovani

vybranych oblasti

Cilené sekvenovani (targeted sequenc-
ing) je inovativni technika, kterd umoz-
nuje sekvenovat pouze vybrané geny
nebo definované oblasti genomu, coz
Setfi Cas, penize a vyZaduje i méné pro-

storu pro skladovani dat. Typicky se tato
technika vyuziva pro sekvenovani vel-
kého poctu vzorku pfi screeningu nebo
validaci genetickych variant v populaci.
NGS zde umoznuje identifikovat vzac-
né;jsi varianty, které nejsou Sangerovym
sekvenovanim zachytitelné, anebo je je-
jich identifikace pfilis draha. Vyuzije-li se
pro cilené sekvenovani vysokého pokryti
(coverage), mohou byt timto zptisobem
charakterizovany neobvyklé sekvenacni
varianty v populaci s frekvenci o ¢etnosti
pod 1 %. Amplikonové sekvenovani je
vhodné do klinického prostiedi pro od-
halovéni somatickych mutaci v kom-
plexnich biologickych vzorcich, jako je
napf. smisSeny vzorek nadorové a nor-
malni DNA.

U targetovaného sekvenovani exis-
tuji dnes tfi rozdilné zplsoby pfipravy
knihovny — multiplex PCR, single-plex
PCR a tzv. targeted capture (cileny ,za-
chyt”) s ndslednou multiplex PCR. Tech-
nika multiplex PCR je reprezentovana
AmpliSeq technologii, kterou nabizi
Life Technologies. Je mozné vyuzit az
6 144 parG primerl, jez se smichaji
v jedné PCR zkumavce a umozni selek-
tivni amplifikaci oblasti naseho zajmu.
Ampliseq technologie vyZzaduje pouze
10 ng vstupni DNA z rGznych typ0 na-
dorovych vzork( veetné FFPE. Nedavno
byla tato technologie upravena i pro
amplifikaci celého lidského exomu. K to-
muto Ucelu byl navrzen lon AmpliSeq
Exome kit s 294 000 pary primerG [25].
Obohaceni vzorku zaloZené na sin-
gle-plex PCR pfedstavuje technika zvand
Microdroplet PCR od RainDance Tech-
nologies. Umoziuje vysoce efektivni si-
multanni amplifikaci az 4 000 vybranych
sekvenci na jeden vzorek. Dalsi techni-
kou pfipravy amplikonové knihovny je
Access Array System od spole¢nosti Flui-
digm. Tato technologie vyuzivd metodu,
ktera umoznuje amplifikovat 48 rlznych
vzork( s pouzitim az 48 rozdilnych pard
primerU. Posledni technika pfipravy am-
plikonové knihovny vyuzivé specifickych
sond pro zachyt oblasti naseho zajmu
a nasledného obohaceni vzorku o tyto
oblasti pomoci PCR. Tyto hybridni tech-
niky jsou reprezentovany technologiemi
TrueSeq Amplicon od spole¢nosti lllu-
mina, HaloPlex od Agilent Technologies
a SeqCap EZ technology od spole¢nosti
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Roche NimbleGen. Jak Microdroplet PCR,
tak Access Array System jsou vhodné ze-
jména pro sekvenovani nékolika gend
ve velkém mnozstvi vzorkd. V opa¢ném
pripadé (velké mnozstvi genli v malém
poctu vzorkdl) jsou tyto techniky neeko-
nomické. Obé technologie vyzaduji také
pfidatné specializované vybaveni, coz
predstavuje jejich dalsi nevyhodu. Kli-
nickému vyuziti nejlépe vyhovuji tech-
niky AmpliSeq, TruSeq Amplicon, Halo-
Plex a SeqCap EZ System, jelikoZ jsou
vhodné pro sekvenovani stovek genl
v malém, ale i vétsim poctu vzorkd. Pi-
prava knihovny zabere pouze jeden den.
Senzitivita a specificita je srovnatelna.

Lze si vybrat ze standardnich kit na-
vrzenych napf. i pro zachyt nejbéz-
néjsich mutaci u onkologickych pa-
cientl - tzv. nddorové panely — nebo si
navrhnout projekt dle oblasti vlastniho
zajmu. Spole¢nost Ambry Genetics vysla
vstfic klinickym potfebam a vyvinula né-
kolik diagnostickych kit pro zachyt he-
reditarnich nddorovych onemocnéni za
vyuziti NGS technologii. Spole¢nost Ge-
neDx se rovnéz specializuje na testovani
vzacnych hereditarnich poruch a nabizi
komplexni panel 29 genll vyznamné
asociovanych s vrozenymi nadorovymi
onemocnénimi nebo panely zaméfené
na jednotlivé nadorové typy.

Vyuziti NGS v onkologické praxi

Pomoci sekvenovéni nové generace byly
identifikovany nové genetické zmény
pfispivajici k onkogenezi, nadorové pro-
gresi i metastazovani. Vyznamnych po-
krok( v identifikaci novych s nadory aso-
ciovanych gent bylo dosazeno u nador(
mlécéné Zlazy, ovaria, tlustého stieva
a konecniku, plic, jater, renalniho karci-
nomu, u nador0 hlavy a krku, melanomu
a akutni myeloidni leukémie [17]. NGS
objevy novych s nddory asociovanych
genl jsou shromazdovény na celosvé-
tové dostupnych portdlech. Napfiklad
National Cancer Institute (NCI) podpofil
Uspésny projekt vytvoreni atlasu nado-
rovych gent — The Cancer Genom Atlas
(TCGA) za ucelem zlepSit nddorovou pre-
venci, véasnou detekci a Ié¢bu. Dalsi pro-
jekt z oblasti nadorové genomiky pod-
porovany International Cancer Genome
Consortium (ICGC) je Cancer Genome
Projekt. Ten si klade za cil komplexné
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Obr. 1. Shrnuti workflow integrace omickych dat.

U daného pacienta je osekvenovan nadorovy a zdravy genom. Geneticka informace je
analyzovéana a interpretovana multidisciplinarnimi experty. Pacientovi je navrzena lé¢ba
,Sitd na miru”. Z analyzy profituje také pacientova rodina, protoze se zjisti i hereditarni ri-
ziko vzniku nddorového onemocnéni a mohou byt provedena pfislusna opatreni [16].

charakterizovat genomické, transkripto-
mické a epigenomické zmény u 50 rlz-
nych nadord nebo jejich subtyp, které
maji klinickou i spole¢enskou dllezitost.

WGS poprvé ukazalo sviij diagnosticky
potencidl u pacienta s nejednoznacnou
diagnézou akutni myeloidni leukemie
nezndmého typu. Sekvenovanim byla
zjisténa fuze PML-RARA genll potvrzu-
jici diagnézu akutni promyeloidni leuke-
mie vedouci ke zméné terapie a zlepSeni
progndzy [16]. Walsh et al [26] pomoci
cileného pfistupu detekovali 21 novych
mutaci asociovanych s hereditarnimi na-
dory mlé¢né zlazy a vajecniku. Testovani
BRCA genl se standardné provadi po-
moci PCR a nasledného Sangerova sek-

venovani produktl. Vétsi exonové de-
lece a duplikace se dodatecné testuji
pomoci MLPA (multiplex ligation-de-
pendent probe amplification). Doda-
tecné testovani je aviak omezeno pouze
na znamé variace. Diky tomu je vysledek
testu u mnoha pacientt s hereditarni dis-
pozici negativni. NGS studie provedena
mezi 300 rodinami s hereditarnim vysky-
tem rakoviny prsu odhalila pfedtim ne-
detekované mutace u 52 probandd [16].
Na zakladé vysledkl této studie byla vy-
vinuta metoda kombinujici amplifikaci
dlouhych usekli pomoci PCR a jejich NGS
sekvenaci pro detekci mutaci v genech
BRCAT a BRCA2 [27]. Technologie sek-
venovani nové generace je diky vyvoji
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malych stolnich sekvendatord dostupna
i pro klinické aplikace. Je vhodnd pre-
devsim pro sekvenovani vybranych pa-
nelll gen. Diky tomu je analyza a inter-
pretace dat méné naro¢nd. Kombinace
vsech NGS technik poskytuje globaini
pohled na nadorovy genom. Onkolo-
gickd praxe stoji na pokraji doby, kdy
budou mit lékafi k dispozici osekveno-
vany nadorovy/zdravy genom pacienta
dfive, nez rozhodnou o zpUsobu Iécby.
Na obr. 1 je shrnuto workflow takové in-
tegrace genomickych, transkriptomic-
kych a epigenomickych dat.

Zaveér

Zavedeni sekvenacnich metod nové ge-
nerace do klinické praxe je stale limi-
tovano nékolika faktory. Prvni z nich je
cena celogenomového sekvenovani. Cil,
za kterym se ubird vyvoj NGS techno-
logii, je dosazeni ceny 1 000 $ za jeden
kompletni sekvenacni béh s primérnym
pokrytim 30krat. Zda se, ze novy sekve-
nator spole¢nosti lllumina nedavno uve-
deny na trh bude schopen dosdahnout
cenového limitu 1 000 $. Za jak dlouho
bude vyuzitelny pro rutinni klinickou
praxi, zUstdva otdzkou. Druhy limitujici
faktor je obrovské mnozstvi generova-
nych dat, pro ktera je nutné nalézt zp(-
sob uchovavani pro pozdéjsi analyzu
a interpretaci vysledkd. Naklady ply-
nouci z uchovavani a interpretace tak
velkého mnozstvi dat jsou mnohdy vy3si
nez ndklady na vlastni sekvenovani, coz
si malé diagnostické laboratofe nemo-
hou dovolit. Dal3i komplikaci je absence
standardu pro urceni kvality sekvenac-
nich dat. Je znamo, Ze kazda z platforem
NGS mé specificky typ chyb. Spravné
rozlisit mezi genetickou variantou a chy-
bou sekvenacni platformy je nezbytné
pro nasledné rozhodovani o typu Iécby.
Rozdilné bioinformatické strategie se
také mohou odrazit na vysledku analyzy

dat. Kromé jiného vyvstava také etickd
otdzka nakladani s NGS daty a jejich
zpétného predavani pacientim. Rea-
lita NGS dat je zatim takova, Ze klinicky
a biologicky dlezita informace zlstava
Casto pohrbena v obrovském mnozstvi
fale$né pozitivnich ¢i negativnich vy-
sledkl. Zavedeni NGS technologie do
klinické praxe ma tedy pred sebou jesté
Cetné prekazky. K uvedeni do klinické
praxe je nyni nejblize genetické testo-
véani hereditarnich syndrom(. Navzdory
vsem vyse popsanym problémdm po-
skytuje NGS nebyvalé pfilezitosti pro
studium molekuldrni podstaty nadoro-
vych onemocnéni.
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Vyvoj metod zalozenych na PCR a jejich
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Souhrn

PCR metoda se velmi kratce od svého objeveni stala rutinni metodou molekularné biologickych
vyzkumnych laboratofi a nepostradatelnym nastrojem diagnostické mediciny. Za dobu svého
vyuzivani byla rozvinuta do fady variant, které specificky reaguji na potteby vyzkumu a dia-
gnostiky co do pouzitého vstupniho materidlu a jeho mnozstvi, podminek reakce a nové vy-
vinutych technologii. Pfedlozena prace stru¢né shrnuje jednotlivé PCR pfistupy s dlirazem na
jejich vyuziti v onkologickém vyzkumu a praxi.

Klicova slova
polymerazova fetézova reakce (PCR) — PCR v redlném case - digitalni PCR - klinicka onkologie

Summary

Since its discovery, PCR has become a conventional method of molecular biology research
laboratories and an indispensable tool in diagnostic medicine. Multiple variants of the PCR
technique were developed, which enable the analysis of different biological materials at diffe-
rent amounts and reaction conditions. This article briefly summarizes the PCR approaches and
points out their applications in oncological research and practice.
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polymerase chain reaction (PCR) - real-time PCR - digital PCR - clinical oncology
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Uvod
Prvnim zdsadnim krokem vedoucim
k objevu a naslednému zavedeni poly-
merazové fetézové reakce (polymerase
chain reaction - PCR) byla prace publi-
kovand na konci 60. let minulého sto-
leti popisujici novy druh termofilni bak-
terie tehdy nazvané Thermus aquaticus.
Kratce na to byla z tohoto mikroorga-
nizmu izolovana termostabilni polyme-
rdza nazvand ,Taq polymerdza” a v po-
loviné 80. let minulého stoleti pak
americky chemik K. Mullis objevil PCR, za
coz byl v roce 1993 ocenén Nobelovou
cenou za chemii. Vyznam a originalitu
tohoto objevu podtrhuje ¢lanek otistény
v americkych novindch The New York
Times, ktery na zakladé tohoto objevu
rozdéluje biologii do dvou epoch -, pfed
PCR" a,po PCR" Zavedeni PCR do praxe
tak odstartovalo obrovsky rozmach mo-
lekuldrni biologie a vyznamné rozsitilo
do té doby relativné omezené portfolio
molekuldrné-biologickych metod.
Polymerdzova retézova reakce je me-
toda umoznujici amplifikaci (tj. zmno-
Zeni) specifického Useku nukleové ky-
seliny, pficemz vyuziva obecnych rysu
replikace DNA. Podstatou metody je
mnohondsobnd syntéza komplementar-
niho fetézce pomoci pfislusné DNA poly-
merdazy, a to v rdmci sekvence vymezené
kratkymi syntetickymi oligonukleotidy
(ssDNA,15-30 b), tzv. primery, které jsou
odvozeny od dané sekvence. Teoreticky
Ize z jedné molekuly templatu ziskat 2"
kopii dané sekvence pfi n cyklech. Toto
zmnozeni nasledné umoziuje vizuali-
zaci amplifikovaného produktu, jenz nej-
Castéji probiha s vyuzitim agarézové ge-
lové elektroforézy (obr. 1A). PCR reakce
byla za dobu jejiho vyuzivani rozvinuta
do fady variant, které specificky reaguji
na potieby vyzkumu a diagnostiky co do
pouzitého vstupniho materidlu a jeho
mnozstvi, podminek reakce a nové vyvi-
nutych technologii.

Vyuziti PCR v onkologii

PCR je stejné jako mnoho dalsich
molekularné-biologickych analyz diky
svym prednostem, jako je ¢asova a ma-
teridlova Uspora, moznost automatizace
a dobra reprodukovatelnost, vyuzivana
ve stale Sirsim méfitku v rdmci preven-
tivnich program@ zamérenych na sta-

noveni rizika vzniku onemocnéni, pfi
diagnostice patologickych stavl i ur-
¢eni prognézy onemocnéni. PCR se rov-
néz uplatnuje v rdmci tzv. farmakogene-
tickych vysetfeni, pfi nichz je sledovana
genetickd predispozice pro |ékovou od-
povéd, tj. predikovana bezpecnost ¢i to-
xicita a uc¢innost terapeutické latky pro
konkrétniho pacienta.

PCR, obvykle ve spojeni s dalsimi
molekularné-biologickymi technikami
(elektroforéza, RFLP, sekvencovani),
umoznuje detekovat rlizné typy mu-
taci spojené s vyssim rizikem vzniku na-

doru a pomaha tak zlepsit preventivni
screeningové programy nadorovych
onemocnéni ¢i podrobnéji charakteri-
zovat typ nadoru pro néslednou volbu
ucinnéjsi terapie. Pfikladem vysetieni
provadénych v Masarykové onkologic-
kém ustavu mohou byt detekce mutaci
specifickych gent spojenych s genetic-
kou predispozici ke vzniku nddoru, kdy
pfislusnd sekvence genu je nejprve am-
plifikovana pomoci PCR a ziskané ampli-
kony nasledné sekvencovany. Jednd se
napf. o geny BRCA1, BRCA2 u hereditér-
niho syndromu nadoru prsu a/nebo va-
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Obr. 1. Prehled stézejnich PCR technologii.

A.Tradi¢ni PCR; B. PCR v realném case; C. digitalni PCR - schematicka ukazka frakcionace

vzorku a nasledné vyhodnoceni; D. konkrétni

ukdzka vysledka ziskanych pomoci digitalni

PCR (ddPCR), pro zajimavost tytéz vzorky byly paralelné analyzovany pomoci PCR v real-

ném cCase viz ¢ast B.
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je¢niku; geny MLH1, MSH2, MSH6 u he-
reditdrniho nepolypézniho karcinomu
tlustého stfeva — tzv. Lynchova syn-
dromu; transkripéni varianty p16/INK4a
a p14/ARF genu CDKN2A u familiar-
niho maligniho melanomu; gen TP53
u Li-Fraumeniho syndromu; nebo gen
CDH1 u hereditarni formy diféizniho kar-
cinomu zaludku. Dal$im pfikladem je
vyvoj metod detekce volnych nadoro-
vych bunék v krevnim fecisti ¢i lymfatic-
kych uzlinach na principu PCR, ktery ma
zasadni vyznam pro hodnoceni metasta-
tického potencialu bunék a vyvoje one-
mocnéni a tim i volby pfislusné terapie.
Analogicky se PCR pripadné RT-PCR (re-
verse transcription PCR) vyuziva pfi sle-
dovani minimalni rezidudIni nemoci ze-
jména u hematologickych malignit, pfi
niz se hodnoti pocet pfitomnych nado-
rovych bunék, napt. detekci transkriptu
flizniho genu bcl-abl v ptipadé chro-
nické myeloidni leukemie (chronic my-
eloid leukaemia — CML). Kromé identi-
fikace vlastnich nadorovych marker( je
PCR, zejména pak kvantitativni PCR (viz
déle), vyznamnym ndstrojem pfi sta-
noveni pritomnosti patogennich or-
ganizm{ u onkologickych pacientl pfi
septickych stavech. Zakladem testu je
amplifikace specifické sekvence pato-
genu v odebraném biologickém vzorku
a oproti klasické mikrobiologické kul-
tivaci predstavuje znacnou casovou
usporu a pro pacienta tedy rychlejsi na-
sazeni Ucinné |écby.

V ramci experimentalni onkologie se
PCR vyuziva pfedevsim pfi technikach
klonovani, tj. vnaseni cizorodé DNA do
vektorovych systéma, kdy soucasné
predstavuje i zakladni nastroj pro ové-
fovani pritomnosti specifickych sek-
venci ve sledovaném genomu. PCR je
vyuzivana i v pfipadé Cipovych tech-
nologii, pfi nichz je analyzovana uro-
ven transkripce nékolika az stovek gen(
soucasné a sledovéany reakce bunék na
specifické podminky indukci vybranych
signdlnich drah, expresi specifickych
genl a syntézou specifickych protein(.

PCR v redlném case

(kvantitativni)

Dalsim revolu¢nim krokem bylo zave-
deni kvantitativni PCR (quantitative
PCR - gPCR) neboli PCR v redlném case

)
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Obr. 2. Princip vyuziti nespecifickych a specifickych sond pfi PCR v redlném case.

A. Nespecificka préba (nejcastéji SYBR Green) se vaze na dsDNA, ¢imz dochazi k emisi flu-
orescence. B. Pisobenim exonukledzové aktivity polymerazy dochazi k rozstépeni proby
navazané k cilové sekvenci a naslednému uvolnéni fluorescenc¢niho signélu.

(real-time PCR). Oproti tradi¢ni PCR, kdy
konecny produkt (amplikon) je deteko-
van az po ukonceni reakce, PCR v redl-
ném case umoznuje stanovit tvorbu
produktu v priibéhu reakce, a to i v ra-
nych fazich, kdy prirQstek intenzity fluo-
rescence je umérny mnozstvi stanovo-
vaného templatu (obr. 1B). Pravé méreni
kinetiky v brzkych fazich reakce predsta-
vuje zdsadni vyhodu v porovnani s tra-
di¢ni PCR. Postup tradi¢ni PCR véetné
jejtho vyhodnoceni je v porovnani
s kvantitativni PCR ¢asové naro¢néjsi
a vyznacuje se nizsi citlivosti detekce,
amplifikované produkty jsou rozliSovany
predevsim na zékladé velikosti, a posky-
tuji tak vysledky predevsim kvalitativ-
niho charakteru. V pripadé gPCR je vsak
potfeba pocitat s podstatné vyssi pofi-
zovaci hodnotou pfistrojového vybaveni
a vyssimi naklady na analyzu vzorku.
Obecné Ize pribéh qPCR reakci rozdé-
lit do tfi fazi. V prvni, tzv. exponencialni
fazi, je reakce vysoce specificka, v pfi-
padé 100% efektivity dochazi k pres-
nému zdvojnasobeni mnozstvi oce-
kdvaného produktu, data jsou tudiz
maximalné pfesnd. Druhou fazi ozna-
Cujeme jako linedrni. Tato faze mize byt
pomérné variabilni, dochazi pfi ni ke
zpomalovani reakce, spotfebé jednotli-
vych komponent reakce, mize zacit do-
chézet i k degradaci vzniklych produktd.
Ve tieti, tzv. plateau fazi, je reakce zasta-
vena, nedochdzi k syntéze dalsiho pro-
duktu, naopak muize nastat jeho de-
gradace. K presné kvantifikaci jsou

vyuzivany sondy obvykle znacené fluo-
rescenc¢nim barvivem. Rozlidujeme dva
hlavni typy sond: 1. nespecifické - typic-
kym ptikladem jsou fluorescen¢ni kya-
ninové barviva SYBR Green, ktera fluo-
reskuji pfi vazbé do mensiho Zlabku
dsDNA, a 2. specifické, fluorescen¢né
znacené sondy. Specifické sondy jsou
navrzeny tak, aby hybridizovaly s tem-
platovou DNA za stejnych podminek
jako primery v misté vymezeném proti-
smérné orientovanymi primery. Existuje
fada variant specifickych sond, nej¢astéji
se pouzivaji tzv. hydrolyza¢ni (TagMan)
sondy, které nesou na svém 5'konci fluo-
rescen¢ni znacku a na 3’ konci tzv. zha-
$ec. Pfi hydrolyze sondy DNA-polyme-
razou dochézi k oddéleni fluorescencni
znacky od zhasece a nasledné emisi fluo-
rescence (obr. 2).

V praxi se nej¢astéji vyuzivaji dvé za-
kladni vyhodnocovaci metody. Prvni va-
rianta je absolutni kvantifikace, tzv. me-
toda absolutni standardni krivky, ktera
umoziuje zjisténi presného mnoz-
stvi kopii templatu ve vzorku. Ziska-
vame tak vysledek v kopiich vzhledem
k celkovému mnozstvi standardu (napf.
plazmidové DNA). Druha varianta je re-
lativni kvantifikace vyuzivajici bud' rela-
tivni standardni kfivku, nebo se provadi
tzv. komparativni C_ metoda. Pfistup za-
loZeny na konstrukci relativni standardni
kfivky umoznuje zjisténi zmén mnozstvi
templdtu mezi vzorky vzhledem k in-
terni kontrole (tzv. kalibratoru). Kompa-
rativni C, metoda vyuziva aritmeticky
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vzorec (2724¢T) definujici mnozstvi cilo-
vého templatu normalizovany na za-
kladé mnozstvi endogennich referenc-
nich sekvenci a kvantifikovany relativng,
tedy vzhledem ke kalibratoru (jinému
vzorku — obvykle kontrole).

Vyuziti PCR v realném case

v onkologii

PCR v redlném case patii mezi dule-
zité diagnostické néstroje umoznujici
nejen kvantitativni analyzu zamérenou
na stanoveni exprese vybranych gen(,
ale i kvalitativni, béZzné pouzivanou
pfi stanoveni mutaci ¢i polymorfizm.
V ptipadé kvalitativnich analyz (geno-
typizace) se velmi ¢asto pouziva vysoko-
rozliSovaci analyza k¥ivek tani tzv. HRM
(high resolution melting) analyza.V prin-
cipu je tato metoda zalozena na hetero-
duplexni analyze, v rdmci které jsou de-
tekovany rozdily v teplotach tani PCR
disocia¢nich kfivek. Kromé stanoveni
rozdild v analyzovanych sekvencich,
predevsim pfitomnosti specifickych mu-
taci, Ize HRM pouzit i k detekci metylaci.
Typickym pfikladem vyuziti HRM v onko-
logii je diagnostika hereditarnich nado-
rovych syndrom(. Patii sem napf. pfimé
vySetfeni pfitomnosti mutace v genech
BRCA1, BRCA2 (hereditarni syndrom na-
doru prsu a/nebo vaje¢nikd); MLH1,
MSH2, MSH6 (hereditarni nepolypdzni
kolorektdlni karcinom, Lynchlv syn-
drom); TP53 (Li-Fraumeniho syndrom)
a fada dalSich. Déle se PCR v redlném
Case pouziva i k detekci mutaci vzhle-
dem k indikaci vhodné |é¢by. Klasickym
prikladem je vysetteni na pfitomnost bo-
dové zamény v kodonech 12 a 13 genu
KRAS, kdy se opét pouzivd HRM analyza
nebo se vyuziva technologie ARMS (am-
plification refractory mutation system),
jenz spociva v pouziti alelicky, v tomto
pfipadé mutant specifickych primert
specificky rozpozndvajicich jednotlivé
mutanty. Neni-li mutace genu KRAS pro-
kdzéna, je vhodné nasadit biologickou
[écbu zaloZenou na aplikaci rekombi-
nantnich protildtek inhibujicich EGFR
(epidermal growth factor receptor).
Vychézi se z pfedpokladu, Ze v nadorech
s wild type KRAS je exprese KRAS pro-
teinu aktivovana pouze pfechodné sig-
nalizaci prostfednictvim EGFR, zatimco
v pfipadech mutovaného genu KRAS do-

chazi k jeho konstitutivni aktivaci a ta-
kové nadory vykazuji vyrazné snizenou
odpovéd na EGFR inhibici.

Jednim z nejvyznamnéjsich farmako-
genetickych vysetfeni v pfipadé hema-
tologickych malignit je stanoveni poly-
morfizmu a aktivity enzymu thiopurin
S-metyltransferazy (TPMT), enzymu za-
sadniho pfi odbouravani thiopurino-
vych lé¢iv vyuzivanych v onkologické
terapii a jako imunosupresiv. Snizena ak-
tivita enzymu je ddsledkem fady poly-
morfizm0 v kédujici oblasti genu TPMT
a vede k nezadoucim ucinkam pfi [é¢bé
thiopuriny, jako jsou neurotoxicita, he-
patotoxicita atd. Stanoveni nejc¢astéjsich
typl polymorfizmi je provadéno po-
moci kvantitativni PCR a je doprovazeno
stanovenim aktivity TPMT v erytrocytech
pomoci HPLC.

Hlavni vyhoda PCR v redlném case
v porovnani s klasickou (end-point PCR)
vsak spociva v moznosti kvantifikovat
mnozstvi vychoziho templatu podle dy-
namiky amplifika¢ni reakce, predevsim
tedy stanoveni exprese vybranych gen(.
Této skutecnosti |ze vyuzit i v experimen-
talni onkologii pfi sledovani hladin ex-
prese vybranych gent na Urovni mRNA za
definovanych podminek. Jednim z moz-
nych piikladG praktického vyuZiti je pre-
dikce vhodnosti nasazeni fluorovanych
pirimidinG pfi 1é¢bé nadorl gastrointes-
tindlniho traktu, a to v ramci paliativni
i adjuvantni terapie. V téchto pfipadech
je vhodné stanovit hladinu mRNA pro
thymidylat syntazu (TS), thymidin fosfo-
rylazu (TP) a dihydropyrimidin dehydro-
genazu (DPD), tedy enzymu uUcastnicich
se v metabolizmu 5-fluorouracilu (5-FU).
mMRNA muze byt izolovadna z biopsii pri-
marniho nadoru i metastazy pacienta.
V pfipadé zvysené hladiny exprese genl
Ize predpokladat rezistenci nadoru k fluo-
ropyrimidinovym cytostatikiim.

Digitalni PCR

Digitalni PCR je nékdy téZz oznacovana
jako tzv. treti generace PCR (obr. 1Q).
Hlavni vyhodou tohoto pfistupu je ab-
solutni kvantifikace, aniz musi byt se-
strojena kalibra¢ni kfivka. V podstaté se
jedna o, upgrade” tradi¢ni PCR umoziu-
jici klonalni amplifikaci a pfimou kvanti-
fikaci nukleovych kyselin. Je tfeba si viak
uvédomit, Ze se nejedna o metodu zcela

nahrazujici stavajici PCR pfistupy, ale

spise o komplementarni metodu zamé-

fenou predevsim na detekci vzacnéji se
vyskytujicich cilovych molekul.

Podstata digitélni PCR spociva v rozdé-
leni analyzovaného vzorku, tedy i vlast-
nich cilovych sekvenci, do velkého mnoz-
stvi dil¢ich vzorkl. To se provadi bud
pomoci miniaturnich ¢ipa, kdy je vzorek
pomoci mikrokapildr rozdélen do fady
malych segmentU (komUrek), nebo je ze
vzorku vytvofrena emulze olejovych mi-
krokapek. Nasledné probiha v kazdé mi-
krokapce ¢i komdrce cipu standardni
PCR, takZe v zdvislosti na poc¢tu mikro-
kapek/kapacité ¢ipu ziskdvame tisice az
nékolik desitek tisic parcidlnich kvalita-
tivnich vysledkd na bazi fluorescence
(pozitivni/negativni) pro analyzovany
vzorek. Vzhledem k mozné pritomnosti
dvou a vice cilovych molekul sou¢asné
(v jedné mikrokapce/segmentu ¢ipu) je
v ramci celkového vyhodnocovani tato
skute¢nost brana v potaz a vysledky jsou
korigovany na zdkladé Poissonova rozdé-
leni. Na rozdil od tradi¢ni PCR, kdy mnoz-
stvi amplifikovaného produktu pouze
pfiblizné odpovida mnozstvi templatu
a je znac¢né ovlivnéno poctem PCR cykl(,
kvantifikace cilové sekvence v pfipadé
digitalni PCR prakticky nezavisi na poctu
amplifikacnich cykld, coz vyznamné eli-
minuje zavislost na exponencidlnim na-
rdstu mnozstvi vysledného PCR pro-
duktu, jako je tomu u konven¢ni PCR ¢i
PCRv redlném case, a umoznuje tak zcela
absolutni kvantifikaci (obr. 1D).

Mezi nejvyznamnéjsi aplikace digi-
talni PCR patfi:

1. Detekce ampilifikaci genll spojenych
s maligni transformaci. Genomové
amplifikace jsou béznou soucasti ge-
nomu nadorovych bunék. Tyto ampli-
fikace ¢asto vedou ke zvysené expresi
specifickych onkogenl a zasadnim
zplsobem ovliviuji biologii nddoru.
Presna a citliva detekce amplifikaci je
proto zadouci v ramci diagnostiky na-
dorli a mUZe mit prognosticky a/nebo
prediktivni vyznam. Tento pfistup by
mohl v budoucnu slouzit i jako alterna-
tiva k v sou¢asnosti provadénym FISH
analyzadm. Hlavni vyhoda digitélni PCR
je robustnost, senzitivita a financni ne-
naro¢nost v porovnani se standardné
provadénymi FISH stanovenimi.
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PCR v realném case

stanovi mnozstvi vzniklého produktu
v exponencidlni fazi, coz umozriuje
presnou kvantifikaci

kvantitativni

sirsi dynamicka skala, schopnost roz-
liSit méné jak dvojnasobny rozdil, na-
rist fluorescece je piimo Umérny
mnozstvi vznikajicich PCR ampli-
kon, rozstépené sondy generuji
permanentni signal
X
nékladnéjsi instrumentace i cena
vlastniho stanoveni

kvantifikace genové exprese, de-
tekce SNP, analyza miRNA, stano-
veni poctu kopii studovaného genu

-~
Tab. 1. Piehled PCR pristupt.
Tradi¢ni PCR
celkovy stanovi celkové mnozstvi vysled-
struény ného produktu (detekce probiha az
Fehle{l v tzv. fazi plateau, coz mlze zplso-
P bovat zna¢nou variabilitu vysledku)
vysledek semikvantitativni
relativné nizké naklady
X
vyhody a pracny zpﬁs?b gletekfe vys!edného
nevyhody produktu, n.lzk,avro’zllsovaa schf)p—.
nost, dynamicka skala < 2 log, diskri-
minace pouze na zdkladé velikosti
PCR produktu
Kli¢ové PCR proc.jukt.vhodny pro’kllonovanlc
R genotypizaci, sekvencovani, detekci
aplikace .
patogent atd.

N

a dalsi

Digitalni PCR
kvantifikuje pocet pozitivnich a ne-
gativnich frakci daného vzorku,
¢imz umoznuje stanoveni absolut-
niho poctu kopii

kvantitativni

bez nutnosti pouzit standardy,
pfima uméra mezi poctem replikatd
a presnosti celkové kvantifikace,
vhodna k analyze komplexnich
vzorkd, stanoveni poctu kopii
v linedrnim médu umozriuje detekci
i nepatrnych rozdil{
X
nakladnéjsi instrumentace i cena
vlastniho stanoveni

absolutni kvantifikace NGS kniho-

ven, detekce vzacnych alel, abso-

lutni kvantifikace standard, abso-
lutni kvantifikace viriona apod.

2. Detekce alteraci nukleovych kyselin
pfitomnych ve vzorku s nizkou cet-
nosti, tedy minoritné zastoupenych
v analyzovaném vzorku. Stanoveni
pfitomnosti mutaci v homogennich
vzorcich je obecné snadno provedi-
telné a velmi dobfe realizovatelné
béZnymi metodami, nebot se pracuje
s velkym mnozstvim genetického ma-
teridlu a mutace je obvykle pfitomna
v 50 % v3ech cilovych sekvenci (1 mu-
tovana alela ze 2). Situace se v3ak
komplikuje v pfipadé zpracovéni he-
terogenniho vzorku, v némz je pfitom-
nost mutovanych sekvenci vyznamné
snizend.V onkologii jsou typickym pfi-
kladem punk¢ni biopsie obecné obsa-
hujici velké mnoZstvi normalni/zdravé
tkdné nebo krevni vzorky, kde jsou
aberantni buriky zna¢né naredény.

3. Stanoveni hladiny miRNA. Tento pfi-
stup umoznuje absolutni kvantifikaci
miRNA a prokazuje vynikajici reprodu-
kovatelnost i v pfipadé nizkych hladin
miRNA. Digitalni PCR je tedy idealni
pro detekci cirkulujicich miRNA jako
potencidlnich diagnostickych bio-
maker( poukazujicich na pfitomnost
onkologického onemocnéni.

4. Mezi dalsi aplikace, pro néz je vhodné
uvazovat o pouziti digitalni PCR, patfi

absolutni kvantifikace patogend, de-
tekce onkogennich alel ve vzorcich
uchovavanych ve formé parafinovych
blokl, absolutni kvantifikace stan-
dardU pro dalsi aplikace, kvantifikace
vzork( v ramci jejich pfipravy pro NGS
(novad generace sekvencovani; pro
vice informaci viz ¢lanek Koubkova
et al v rdmci tohoto Supplementa,
str. 61-68) ¢i validace vysledkl NGS
diky absolutni kvantifikaci.

Zaver

Polymerdzovd fetézova reakce se fadi
mezi zékladni metody molekularni bio-
logie a v dnesni dobé predstavuje nepo-
stradatelny nastroj pro manipulaci s ge-
netickou informaci v mnoha oblastech
biomedicinského vyzkumu. S objevem
PCR také doslo k obrovskému rozvoji mo-
lekularni diagnostiky, ktery byl jesté umoc-
nén moznosti kvantifikace cilovych mole-
kul diky PCR v redlném case a nasledné pak
vyvojem digitalni PCR. Pfehled jednotli-
vych PCR pfistupd, jejich porovnani véetné
vyhod a nedostatkU je pro vétsi prehled-
nost a srozumitelnost shrnut do tab. 1.
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Souhrn

K udrzovani bunécné homeostdzy je nutné, aby bunécné proteiny vytvarely slozité a dyna-
mické molekuldrni komplexy. Proto je i vysvétleni zakladnich fyziologickych procest na mole-
kuldrni drovni zaloZeno na studiu protein-proteinovych interakci. Nejdfive probiha kvalitativni
analyza proteinovych komplex(. Nasledné jsou identifikované proteinové interakce kvantifiko-
véany po biochemické strance. Detailni informace o strukturni podstaté danych protein-protei-
novych interakci pak mohou byt ziskany pomoci krystalografickych metod. Nahled do uspo-
fadani proteinovych komplext na molekularni drovni umoznuje raciondlné navrhovat nové
syntetické latky, které cilené ovliviiuji proteinové interakce a tim i nejriznéjsi fyziologické nebo
patologické procesy. Tato souhrnna préace je zaméfena na popis nejcastéji pouzivanych metod
pro kvalitativni i kvantitativni hodnoceni proteinovych interakci. Metody koimunoprecipitace
(Co-IP) a afinitni koprecipitace je mozné vyuzit jako prvotni nastroj pro identifikaci interakénich
partnerd studovaného proteinu. Detailni biochemicka analyza mezimolekuldrni interakce pak
vyzaduje definovéni kinetickych a termodynamickych parametrd. Pro studium afinity dvou
interak¢nich partnerd a kinetiky reakce je mozné pouzit metodu rezonance povrchového plaz-
monu (surface plasmon resonance - SPR), pro studium afinity a inhibi¢niho potencialu inhi-
bitord metodu fluorescen¢ni polarizace (FP) a pro detailni popis afinity a termodynamickych
parametr( interakce (AG, AH a AS) metodu izotermalni titra¢ni kalorimetrie (isothermal titration
calorimetry - ITC). Vyzkum proteinovych interakci na molekuldrni drovni je nejen vyznamny pro
zakladni vyzkum, ale pfindsii nové metodické pfistupy, které otviraji dalsi moznosti pfi raciondl-
nim navrhovani novych terapeutickych latek.

Klicova slova
mapy interakci proteint — koimunoprecipitace - afinitni koprecipitace - rezonance povrcho-
vého plazmonu - fluorescencni polarizace - izotermalni titracni kalorimetrie
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METODY PRO STUDIUM PROTEIN-PROTEINOVYCH A PROTEIN-LIGANDOVYCH INTERAKCI

Summary

In order to maintain cellular homeostasis, cellular proteins coexist in complex and variable molecular assemblies. Therefore, understanding of
major physiological processes at molecular level is based on analysis of protein-protein interaction networks. Firstly, composition of the molecu-
lar assembly has to be qualitatively analyzed. In the next step, quantitative biochemical properties of the identified protein-protein interactions
are determined. Detailed information about the protein-protein interaction interface can be obtained by crystallographic methods. Accordingly,
the insight into the molecular architecture of these protein-protein complexes allows us to rationally design new synthetic compounds that
specifically influence various physiological or pathological processes by targeted modulation of protein interactions. This review is focused on
description of the most used methods applied in both qualitative and quantitative analysis of protein-protein interactions. Co-immunoprecipi-
tation and affinity co-precipitation are basic methods designed for qualitative analysis of protein binding partners. Further biochemical analysis
of the interaction requires definition of kinetic and thermodynamic parameters. Surface plasmon resonance (SPR) is used for description of
affinity and kinetic profile of the interaction, fluorescence polarization (FP) method for fast determination of inhibition potential of inhibitors and
isothermal titration calorimetry (ITC) for definition of thermodynamic parameters of the interaction (AG, AH and AS). Besides the importance of
uncovering the molecular basis of protein interactions for basic research, the same methodological approaches open new possibilities in rational

design of novel therapeutic agents.
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Uvod

Zéakladnim zprostredkovatelem bunéc-
nych mezimolekuldrnich interakci jsou
proteiny. Schopnost proteinl vazat
pevné a s vysokou specifitou ostatni mo-
lekuly jim umoziuje plnit Siroké spek-
trum funkci. Enzymy katalyzuji che-
mické reakce Ucastnici se metabolismu,
replikace, opravy a transkripce DNA.
Obdivuhodna je schopnost protono-
vych pump (H*-ATPaz) vytvaret elek-
trochemicky gradient na plazmatické
membrané translokaci protonl pres
membranu [1]. Nékteré enzymy kova-
lentné modifikuji jiné proteiny pfida-
nim nebo odebranim funkéni skupiny.
Rychlost reakce katalyzované enzymem
je obrovska - v nékterych pfipadech
dochdzi az k 10'7nasobnému urychleni
oproti nekatalyzované reakci (pro pred-
stavivost 18 milisekund trvajici reakce
katalyzovand orotat dekarboxyldzou by
trvala 78 miliond let bez pfitomnosti en-
zymu) [2]. Velké mnozstvi protein( je za-
pojeno také v procesech bunéc¢né sig-
nalizace a transdukce signélu z vnéjsiho
prostredi do nitra buriky. Transmembra-
nové proteiny slouzici jako receptory
na povrchu bunék maji schopnost se-
lektivni interakce s extraceluldrnimi sig-
nalnimi molekulami, dGsledkem ¢ehoz
dochézi ke specifické odpovédi uvnitf
bunky. Pfikladem uvedené signalizace je
pfenos nervového signalu vyvolany vaz-
bou neurotransmiter(i na membranové
receptory neurond. Pro bunééné rozpo-
znavani je dllezita vysoka specifita lek-

tin{ pfi interakci se sacharidovymi struk-
turami na povrchu bunék [3]. Také uvniti
buriky dochazi k nespoctu interakci re-
ceptorl s mensimi biomolekulami (li-
gandy). Vazbu kysliku v erytrocytech
umozniuje hemoglobin, pro adaptivni
imunitni odpovéd je dUllezita interakce
protilatek s antigenem. Dalsi velkou sku-
pinu tvofi strukturni proteiny poskytujici
burnkam strukturni oporu (cytoskeletalni
proteiny) nebo slouzici jako molekuldrni
motory (myozin, kinezin, dynein) zod-
povédné za bunécnou motilitu jedno-
bunécnych organizm, spermii a taky za
kontrakci svald.

Vyse uvedené piiklady interakci se
oznacuji jako protein-proteinové (PP)
a protein-ligandové (PL) interakce. Pocet
experimentdlnich metod pro detekci
a analyzu PP a PL interakci je v soucas-
nosti natolik vysoky, Ze jejich popis by
pfesahoval rozsah vyhrazeny pro tuto
problematiku. Cilem této prace se proto
stdva sezndmit Ctendfe s nékolika vy-
branymi biochemickymi metodami
casto pouzivanymi pro studium bio-
molekuldrnich interakci.

Koimunoprecipitace (Co-IP)

a afinitni koprecipitace
(pull-down analyzy)
Koimunoprecipitace a afinitni koprecipi-
tace patii mezi kvalitativni metody pro
studium PP interakci. Principem precipi-
tacnich metod je separace specifického
proteinu a jeho interakénich partnerd
na pevné fazi (nosici). Vybrany protein je

imobilizovan na nosici prostfednictvim
kovalentni vazby, nebo pomoci specific-
kych intermolekularnich interakci (pro-
tein G - protilatka, glutation - gluta-
tion-S-transferaza, streptavidin — biotin,
atd.). Zakladni podminkou pro studium
protein-proteinovych interakci v kom-
plexnich smésich (bunéénych lyzétech)
je zachovani nativni konformace a solu-
bility studovaného proteinu. Z tohoto
ddvodu je u precipita¢nich metod kla-
den duraz na spravnou volbu lyza¢niho
pufru, jehoZ sloZzeni musi splfiovat poza-
davky na zachovani specifickych inter-
akci a eliminaci nespecificky interaguji-
cich molekul. Pro spravny vybér iontu je
mozné pouzit tzv. Hofmeisterovu fadu,
ze které je mozné vycist efekt rdznych
iontd na stabilitu, agregaci a denaturaci
protein( [4].

K imunoprecipitaci studovaného pro-
teinu a jeho interak¢nich partnerd jsou
vyuzivany protilatky imobilizované na
pevny nosi¢ (napf. agar6zovou mat-
rici) prostfednictvim proteinti A nebo
G, které vazi Fc fragment protilatky
(obr. 1A). K odstranéni nespecificky va-
zanych a nenavazanych proteind je pro-
vedeno nékolik promyvacich krokd.
Separované imunokomplexy jsou z no-
sice nasledné uvolnény specifickou
eluci, snizenim pH nebo denaturac¢nim
¢inidlem (chaotropni latky), aby mohly
byt nasledné analyzovany. Elektroforéza
a westernovy prenos spojeny s imuno-
detekci je nej¢astéji pouzivanou meto-
dou k detekci a kvantifikaci znamych in-
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Obr. 1. Princip koimunoprecipitace (A) a afinitni koprecipitace (B).

)

A. Protein X spolu s jeho interakénimi partnery (proteiny Ya a Yb) je navazan na specifickou protilatku (Ab). Vznikly imu-
nokomplex je ze smési vychytdn pomoci agarézovych kuli¢ek s imobilizovanym proteinem A, ktery rozeznavd Fc frag-
ment protilatek. B. Komplex tii protein (X, Ya, Yb) je vychytdn ze smési pomoci silné interakce proteinu GST (fuzovaného

s proteinem X) a glutationu (GSH) imobilizovaného na agarézovych kuli¢kach.

Tab. 1. Riizné systémy afinitnich znacek a jejich interak¢nich partner( vyuzivané pro purifikaci protein nebo studium protein-\
-proteinovych interakci (afinitni koprecipitaci).
afinitni znacka sekvence afinitni znacky imobilizovany interak¢ni partner
Peptidové FLAG DYKDDDDK protildtka anti-FLAG
znacky HA YPYDVPDYA protilatka anti-HA
oligoHis (6-10mer) HHHHHH(HHHH) cheldt niklu nebo kobaltu
Myc EQKLISEEDL protilatka anti-Myc
SBP MDEKTTGWRGGHVVEGLAGELEQLR ST
ARLEHHPQGQREP
Avi GLNDIFEAQKIEWHE streptavidin
Strep WSHPQFEK streptavidin
V5 GKPIPNPLLGLDST protilatka anti-V5
Proteinové GST (glutathione S-transferase) glutathion
znacky MBP (manose-binding protein) amyléza
\_ %

teragujicich proteind. Pro hledéni dosud
neznamych interak¢nich partner( Ize vy-
uzit metody hmotnostni spektrometrie.

Afinitni koprecipitace se od koimu-
noprecipitace lisi pouze ve zpUsobu za-
chytu proteinovych komplexd na pev-
ném povrchu (napf. agarézové matrici).
Namisto systému protein A/G - proti-
latka je analyzovany protein vazan na
povrch matrice prostfednictvim inter-
akce kratké fuzované sekvence, tzv. afi-
nitni znacky, se specifickym ligandem
imobilizovanym na povrchu matrice

(obr. 1B). Rlzné typy afinitnich znacek
a jejich interakénich partnerd jsou shr-
nuty v tab. 1. Na rozdil od koimunopreci-
pitace, kde jsme schopni analyzovat stu-
dovany protein in vivo v jeho pfirozené
endogenni koncentraci a stavu, metoda
afinitni koprecipitace vyzaduje pro stu-
dium PP interakci klonovani a pfenos ci-
zorodé rekombinantni molekuly DNA do
bunék za ucelem exprese proteinu fuzo-
vaného s afinitni znackou. Vyhodou me-
tody afinitni koprecipitace je ale moz-
nost identifikovat i interakcni partnery

rdznych nizkomolekuldrnich ligandd
(napf. kofaktor() po jejich kovalentni
modifikaci afinitni znackou.

Cilem pfi charakterizaci PP a PL inter-
akci je nejenom kvalitativni hledani in-
terakénich partnerd, ale i porozuméni
strukturni podstaté interakce a kvantita-
tivni definovani jejich kinetickych a ter-
modynamickych parametrl. Pro stu-
dium afinity dvou interakénich partnert
a kinetiky reakce je mozné pouzit me-
todu rezonance povrchového plazmonu
(surface plasmon resonance - SPR), pro
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Obr. 2. Princip metody rezonance povrchového plazmonu (A) a graficky vystup SPR experimentu, sensorgram (B).

A.Jeden zinterak¢nich partner( je imobilizovan na povrchu Cipu a v roztoku proudicim kolem imobilizované molekuly je pfitomen druhy
interakéni partner. Zména indexu lomu na povrchu cipu zplsobena jejich vzajemnou interakci je zaznamenana jako posun SPR uhlu.
B. Vystup SPR experimentu zobrazuje vazbu interak¢nich partnerd na povrchu Cipu. V prvnim kroku (asociace) dochdzi k vazbé interak¢-
niho partnera pfitomného v roztoku na partnera imobilizovaného na povrchu cipu az do stavu saturace. Naslednd disociace je zpUso-
bena pouzitim reakéniho pufru. Dochazi k ustaleni dynamické rovnovéhy interakce zavislé na afinité interakénich partnerd. Uzitim rege-
nera¢niho pufru ve tietim kroku je Cip regenerovan a pfipraven k dalSimu pouziti. Pfevzato ze seminare BlAcore® [10].

studium afinity a inhibi¢niho potencialu
inhibitord metodu fluorescencni pola-
rizace (FP) a pro detailni popis afinity
a termodynamickych parametrd inter-
akce (AG, AH a AS) metodu izotermalni
titra¢ni kalorimetrie (isothermal titration
calorimetry - ITC).

Rezonance povrchového
plazmonu (SPR)

Metoda rezonance povrchového plaz-
monu (surface plasmon resonance -
SPR) je zaloZena na optickém jevu rezo-
nance povrchového plazmonu (obr. 2A),
coz je oscilace hustoty néboje na roz-
hrani kovu a dielektrika [5]. Fotony po-
larizovaného svétla mohou interagovat
s volnymi elektrony kovové vrstvy, které
se nasledné méni na viny povrchového
plazmonu. Toto pohlceni zafeni vede
k redukci intenzity odrazeného svétla.
Uhel, p¥i kterém dochézi k maximalni
redukci intenzity odrazeného svétla,
se oznacuje jako rezonan¢ni nebo SPR
Uhel. Rezonan¢ni Uhel zavisi na indexu
lomu prostfedi na povrchu cipu.

P¥i vlastnim experimentu je jeden z in-
terak¢nich partnerd imobilizovan na po-
vrchu ¢ipu [6]. V roztoku proudicim kon-
stantni rychlosti kolem imobilizované

molekuly je pfitomen druhy interakéni
partner. Zména indexu lomu na povr-
chu ¢ipu zplsobena interakci téchto
dvou interak¢nich partnerd je zazname-
nana jako posun rezonancniho uhlu vy-
jadreny v tzv. rezonancnich jednotkach
(resonance units — RU). Kontinualni za-
znam zmény RU jako funkce casu se na-
zyva sensorgram a na jeho pribéhu Ize
akce (obr. 2B). Z prabéhu asocia¢ni faze
Ize vypocitat rychlostni konstantu aso-
ciace k, naopak z pribéhu faze diso-
cia¢ni rychlostni konstantu disociace
k. Pomér k /k pak definuje rovnovaz-
nou disocia¢ni konstantu K. Metodou
SPR je proto mozné méfit afinitu [7]
i kinetiku interakce [8] v redlném case.
Ve specidlnich pfipadech byla tato
metoda dokonce vyuzita i pro mé-
feni termodynamickych parametrd
interakce [9].

Fluorescencni polarizace (FP)

Predpokladem pro méreni parametr( in-
terakce pomoci FP je oznacgeni jednoho
z interak¢nich partnerl fluorescencni
znackou (fluoroforem). Molekula fluoro-
foru je ozérena linedrné polarizovanym
svétlem (obr. 3A), ¢imz dojde k jeji exci-

taci a nasledné emisi z&¢asti depolarizo-
vaného svétla [11]. Depolarizace svétla
je zpusobena enormni rotaci fluoro-
foru v ¢ase mezi excitaci a emisi. Obecné
plati, Ze stupen polarizace fluorescence
je nepfimo Uumérny rotaci fluoroforu
v roztoku [12]. Pfi interakci dvou inter-
ak¢nich partnerq, ze kterych je jeden
oznacen fluoroforem, dochézi v du-
sledku vétsi velikosti komplexu (V) ke
zpomaleni rotace fluoroforu a nasledné
ke zvy3eni hodnoty polarizace emitova-
ného svétla podle vztahu:

. nv
hodnota polarizace «« —,
RT

kde n je viskozita, V je velikost kom-
plexu s navdzanym fluoroforem, R je uni-
verzalni plynova konstanta a T je abso-
lutni teplota. Kvantitativné je hodnota
polarizace emitovaného svétla ziskana
mérenim intenzity emitovaného svétla
ve dvou na sebe kolmych rovinach a vy-
pocitana podle nasledujici rovnice:

-1

hodnota polarizace (P) = —=,
[+1,

kde I je intenzita emitovaného svétla
v roviné rovnobézné s rovinou excitac-
niho svétla a/ je intenzita emitovaného
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Obr. 3. Princip metody fluorescencni polarizace (A), méfeni interakce proteinu s ligandem (B) a inhibice interakce proteinu s ligan-
dem (C) metodou FP.

A. Fluoroforem znaceny ligand (L) je ozafen linearné polarizovanym svétlem. V dlsledku jeho vysoké rotace dochazi k emisi depolarizo-
vaného svétla a k naméreni nizké hodnoty fluorescen¢ni polarizace. Interakce ligandu s vétsi molekulou (proteinem) zplsobi zpomaleni
jeho rotace a emisi polarizovaného svétla. Prevzato z [13]. B. Titrace fluoroforem znac¢eného ligandu o konstantni koncentraci vzristajici
koncentraci proteinu. C. Méfeni IC_ inhibitoru protein-ligandové interakce. Smés proteinu a fluoroforem znaceného ligandu byla titro-

véna vzrustajici koncentraci inhibitoru.

svétla v roviné kolmé na rovinu excita¢-
niho svétla.

V praxi je mozné metodu FP vyuZit pro
méreni afinity dvou interakénich part-
nerd [14], nebo také inhibi¢niho poten-
cidlu rznych inhibitord [15,16]. Na rozdil
od metody SPR umozniuje FP méfit inter-
akci bez nutnosti imobilizace, proto zis-
kana hodnota K je vypocitana ze skutec-
nych koncentraci interak¢nich partner(
v roztoku. Na druhé strané méreni FP vy-
Zaduje znaceni interakéniho partnera
molekulou fluoroforu, kterd mdze ovliv-
nit hodnotu K interakce. Méfeni FP vétsi-
nou probihd na 96- nebo 384-jamkovych
deskach. Pfi méreni disociacni konstanty

K, je interakéni partner znaceny fluorofo-
rem titrovan vzrUstajici koncentraci dru-
hého interakéniho partnera. Z vysledné
kfivky se odecita hodnota K, ktera od-
povida hodnoté koncentrace neznace-
ného interakéniho partnera v inflexnim
bodu titra¢ni kfivky (obr. 3B). Po defino-
vani disocia¢ni konstanty interakce dvou
interakcnich partner(i je mozné studo-
vat také zapojeni tfetiho interakéniho
partnera (napf. inhibitoru), ktery kompe-
tuje (soupefi) o vazbu a vytésiuje jed-
noho z interakénich partner(. V praxi
se pak fluoroforem znaceny ligand smi-
cha s proteinem o konstantni koncen-
traci a titruje se vzrastajici koncentraci

inhibitoru. Z hodnoty koncentrace in-
hibitoru v inflexnim bodu titracni kfivky
Ize odecist hodnotu IC,, kterd odpo-
vida koncentraci inhibitoru schopné in-
hibovat 50 % vazby daného ligandu na
protein (obr. 3C). Hodnota IC,, zavisi na
koncentraci proteinu a fluoroforem zna-
¢eného ligandu pouzitého pro méfeni
FP a taky na K, jejich interakce [17]. Proto
neni mozné porovnat hodnoty IC, pro
stejny inhibitor ziskané pfi jinych experi-
mentalnich podminkach. Hodnota IC, se
tedy prevadi na hodnotu inhibi¢ni kon-
stanty Ki, kterou lze jednoznacné de-
finovat inhibi¢ni potencidl inhibitoru
nezdvisle na podminkdch méreni FP.
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Obr. 4. Schematické znazornéni pfistroje MicroCal® (A).

Teplo uvolnéné pfi interakci dvou interakcnich partner(l je zaznamendno jako funkce casu (B) a po integraci jako zavislost entalpie na
moldrnim poméru interakcnich partnerd (C). Z vysledniho grafu je mozné pfimo definovat hodnoty zmény entalpie, asociacni konstantu
i stechiometrii interakce. Pfevzato z manudlu GE Healthcare [23].

Propocet IC,, na K, Fedi rizné formy
Cheng-Prusoffove rovnice [18,19]. V sou-
Casné dobé je mozné pro propocet pou-
Zit nékterou z aplikaci volné dostupnych
na internetu [20].

Izotermalni titracni

kalorimetrie (ITC)

Izotermalni titrac¢ni kalorimetrie (iso-
thermal titration calorimetry — ITC) patfi
mezi metody pro méreni termodyna-
mickych parametrQ interakce dvou in-
terak¢nich partner(i. Tato metoda vy-
chdzi z pozorovani, Ze pfi interakci dvou
latek dochdzi k absorpci nebo k uvolnéni
tepla [21]. Méfenim tohoto tepla je pak
mozné presné urcit vazebnou konstantu
(K,), stechiometrii interakce (n), entalpii
(AH) a entropicky pfispévek (-TAS) a de-

finovat tak kompletni termodynamicky
profil interakce bez nutnosti znaceni.

Kalorimetry pouzivané pro analyzu
biomolekul obsahuji dvé identické cely,
vjedné probiha interakce (vzorkova cela)
a druha slouzi jako referencni cela [22].
Obé cely jsou umistény v adiabatickém
plasti a temperovany na stejnou teplotu
(obr. 4A). Zkoumana molekula je pomoci
injektoru postupné davkovéna do cely
se vzorkem za sou¢asného méreni tepel-
ného rozdilu oproti referencni cele.

V pfipadé, Ze pozorovana reakce je
exotermicka (teplo se uvolnuje), bude
potiebné dodat vzorkové cele méné
tepla k udrzeni tepelné rovnovéhy s re-
ferencni celou. Tato zména tepla je mé-
fena a zaznamendéna v grafu jako funkce
casu (obr. 4B) a po integraci jako zavis-

lost entalpie na moldrnim poméru mezi
interak¢nimi partnery (obr. 4C). Z grafu
na obr. 4C je mozné pfimo urcit hod-
notu asociacni konstanty (K)), entalpie
(AH) a stechiometrii interakce (n). Pokud
béhem interakce nedochazi k jinym en-
talpickym zméndm, Ize celkovou zménu
volné energie interakce (AG) a entro-
picky pfispévek interakce (-TAS) vyjadrit
pomoci nasledujiciho vztahu:

AG=AH-TAS=-RTInK,,

kde Tje absolutni teplota a R je univer-
zalni plynova konstanta.

Zaveér
Problematika protein-proteinovych
a protein-ligandovych interakci se v po-
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sledni dobé tési stale vétsimu zajmu
védeckych skupin z nejrliznéjsich vé-
deckych obori od informatiky az po far-
makologii. K dikladnému porozuméni
fungovani organizmu jako celku i bunék
samotnych je totiz popis mezimoleku-
larnich interakci naprosto kli¢ovy. V sou-
casnosti predstavuji nizkomolekularni
inhibitory PP a PL interakci nej¢asté;si
strategii v boji proti nejriznéjsim cho-
robam. Tato prace byla proto vénovana
metodam, kterymi je mozno problema-
tiku PP a PL interakci studovat. K hledani
interakénich partner( je mozné pouzit
metody koimunoprecipitace nebo afi-
nitni koprecipitace, ke studiu kinetiky
interakce metodu SPR, ke studiu inhi-
bi¢niho potencialu inhibitord metodu
FP a k popisu termodynamickych para-
metrd metodu ITC. Dal$im krokem stu-
dia PP a PL interakci je pfimy nahled
do atomarni struktury (napf. metodami
rentgenové difrakce nebo NMR spektro-
skopie). Poznani atomarni podstaty in-
terakce ndm ddva moznost porozumét
této interakci na urovni fyzikalnich sil,
které jsou za interakci odpovédné a pre-
nést tak studium interakci z Urovné ex-
perimentélni do Grovné teoretické. Toho
se pak vyuzivd pfi sestavovani algo-
ritmd pro simulacni programy v oboru
pocitacového modelovani, které za-
ziva v poslednich letech nevidany roz-
voj. Virtudlni screening knihovny néko-
lika milionG nizkomolekuldrnich latek je

¢asto prvnim krokem pfi hledani moz-
nych inhibitord potencialniho terapeu-
tického cile (¢asto proteinu). Experi-
mentélni a teoretické pristupy ke studiu
mezimolekularnich interakci jdou v sou-
Casnosti ruku v ruce a spole¢né napoma-
haji k porozuméni fungovani organizmu
i bunky jako takové.
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Souhrn

Studium protein-proteinovych interakci in vivo se v sou¢asné dobé dostava do popredi zajmu —
umoznuje prokazat nebo upfesnit jiz znamé protein-proteinové interakce a odhalit jejich in-
hibitory, zachytit konformacni zmény proteind, objasnit nebo upfesnit signalni kaskady v zivé
bunice s minimalnim ovlivnénim jejiho buné¢ného prostiedi. Jednim z moznych pfistupl
umoznujicich tuto charakteristiku jsou metody vyuzivajici rezonan¢niho pfenosu energie —
fluorescencni (FRET) a jeho pozdéjsi modifikace bioluminiscencni (BRET). Tyto metody jsou
zalozeny na zviditelnéni proteinovych interakci pomoci excitace fluorescencnich proteind, at
uz svételné nebo enzymaticky. Tyto pfistupy umoziuji nejen lokalizovat proteiny v burice nebo
jejich organelach (ptipadné i v malych zivocisich), ale i kvantifikovat intenzitu fluorescen¢niho
nebo luminiscen¢niho signalu a odhalit pevnost vazby mezi interakénimi partnery. V tomto pfi-
spévku je objasnén princip metod FRET a BRET, jejich konkrétni aplikace pti studiu protein-pro-
teinovych interakci a jsou popsany dosavadni poznatky ziskané s vyuzitim téchto metod
a upfesnujici nékteré molekularni a buné¢né mechanizmy a signalizace souvisejici s nadorovou
biologii.

Klicova slova
FRET - BRET - zobrazovaci metody — protein-proteinové interakce in vivo

Summary

Nowadays, in vivo protein-protein interaction studies have become preferable detecting meth-
ods that enable to show or specify (already known) protein interactions and discover their
inhibitors. They also facilitate detection of protein conformational changes and discovery or
specification of signaling pathways in living cells. One group of in vivo methods enabling these
findings is based on fluorescent resonance energy transfer (FRET) and its bioluminescent mo-
dification (BRET). They are based on visualization of protein-protein interactions via light or
enzymatic excitation of fluorescent or bioluminescent proteins. These methods allow not only
protein localization within the cell or its organelles (or small animals) but they also allow us to
quantify fluorescent signals and to discover weak or strong interaction partners. In this review,
we explain the principles of FRET and BRET, their applications in the characterization of pro-
tein-protein interactions and we describe several findings using these two methods that clarify
molecular and cellular mechanisms and signals related to cancer biology.

Key words
FRET - BRET - imaging methods — protein-protein interaction in vivo
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Uvod

Od objeveni primarni struktury zeleného
fluorescenc¢niho proteinu (green fluo-
rescent protein — GFP) v roce 1992 [1]
se v poslednich 20 letech fluorescen¢ni
proteiny a jejich riznorodé aplikace sta-
vaji nepostradatelnymi pfi zkoumani
a popisovani molekuldrnich bunécnych
déjl, bunécné fyziologie, bunécnych in-
terakci a signalizaci v Zivych burnkach
a v malych organizmech. Vyznamny po-
tencial fluorescencnich proteind ve srov-
nani s fluorescen¢nimi znackami tkvi
v jejich snadné manipulovatelnosti me-
todami genového inZenyrstvi, ktera
umoznuje jejich snadnou a stabilni ex-
presi v bunkach a organizmech (pfiprava
stabilnich bunéénych linii i transgennich
organizma) [2,3]. Fluorescencni pro-
teiny je mozné konjugovat nebo fuzo-
vat s nejrGznéjsimi biomolekulami a je
tak mozné studovat rizné typy vazeb —
od protein-proteinovych interakci (an-
tigen-protilatka, ligand-receptor), pres
DNA nebo RNA hybridizaci az po vazby
proteinu s DNA anebo RNA [4]. Pravé ex-

prese fluorescencnich proteini samot-
nou burikkou umozniuje sledovat jed-
notlivé interakce v intaktnim bunééném
prostredi a redlné tak hodnotit celkovy
vliv chemickych sloucenin (napt. [éciv)
na zivou bunku ¢i organizmus. V soucas-
nosti je tento ,in vivo” trend stale Castéji
vyuzivan farmaceutickymi firmami pfi
charakterizaci novych sloucenin s po-
tencialnim terapeutickym tGc¢inkem.

Fluorescenc¢ni (Forstertiv)
rezonancni pfenos energie
Zéakladni a poprvé popsanou metodou
vyuzivajici fluorescencni proteiny v Zi-
vych burikéch je fluorescencni (Fors-
terllv) rezonancni pFenos energie
(fluorescence resonance energy trans-
fer — FRET) (obr. 1A). Metoda je zalozena
na prfenosu energie mezi dvéma souse-
dicimi fluorescen¢nimi molekulami (fluo-
rofory) - z donoru na akceptor. Fluo-
rofory se lisi rozmezim vinovych délek
svych emisnich a excita¢nich spekter.
Po excitaci donorové molekuly (exter-
nim zdrojem monochromatického svétla

o prislusné vinové délce) dochazi k emisi
svétla o vinové délce charakteristické pro
dany fluorofor. Takto uvolnéna energie
ve formé svétla je zachycena akceptoro-
vou molekulou a dochazi tak k jeji exci-
taci a nasledné i k emisi svétla o vinové
délce charakteristické pro akceptorovou
molekulu. Svétlo emitované akceptorem
je findlné zachyceno a jeho intenzita je
mérena detektorem, ptipadné jej Ize po-
zorovat mikroskopicky za vyuziti pfislus-
ného svételného filtru [5].

Pro pfenos energie mezi dvéma fluo-
rofory je vzdy nezbytné dodrzet dvé
zdkladni podminky - donor a akcep-
tor musi byt v dostate¢né vzdalenosti
(1-10 nm) a musi dochazet k castec-
nému pfekryvu emisniho (donorového)
a excita¢niho (akceptorového) spektra
(nejméné z 30 %) [6]. Vzajemna vyuZitel-
nost a kombinovatelnost jednotlivych
fluorofort je tedy vzhledem k jejich roz-
dilnym emisnim a excita¢nim spektrim
omezena. Nejcastéji vyuzivané donorové
a akceptorové dvojice fluorescencnich
molekul jsou: 1. modry fluorescen¢ni

4 N
bez interakce v interakci
A
& bez interakce v interakci
<
@
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Obr. 1. Znazornéni mechanizmu rezonancniho prenosu energie (proteini v interakci a bez interakce).
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Obr. 2. Dva typy biosenzort: intermolekularni (A) a itramolekularni (B) a schéma jejich pfenosu energie.

protein (cyan fluorescent protein — CFP)
a zluty fluorescen¢ni protein (yellow
fluorescent protein - YFP), 2. FITC a rho-
damin, 3. CFP a cerveny fluorescen¢ni
protein DsRed, 4. modry fluorescen¢ni
protein (blue fluorescent protein — BFP)
a GFP, 5. Alexa488 a Cyanin 3 (Cy3),
6. GFP (nebo YFP) a DsRed, 7. Cy3 a Cy-
anin 5 (Cy5), 8. Alexa488 a Alexa555 [4].
Metodami genového inzenyrstvi je
mozné jednotlivé fluorofory konjugovat
s cilovymi proteiny (pfipadné s konkrét-
nimi vazebnymi doménami) a navrhnout
i vytvofit tzv. biosenzory umoznujici stu-
dovat jednotlivé interakce a vazebné
schopnosti téchto proteind. Rozlisuji se
biosenzory dvojiho typu: 1. intermole-
kuldrni (bimolekularni) a 2. intramoleku-
larni (unimolekuldrni) [7].
Intermolekuldrni biosenzory jsou tvo-
feny dvéma molekulami - donorovou
a akceptorovou molekulou, které jsou
spojeny s vazebnou (donorovou) nebo
senzorovou (akceptorovou) doménou
(pfipadné proteiny) (obr. 2A). Jsou vyuzi-
vany predevsim pfi studiu a detekci pro-
tein-proteinovych interakci v burikach.
Jejich vyhodou je snadna pfiprava po-
moci dvou plazmidl exprimujicich pro-
teiny fizované s fluorofory, jejichZ inten-
zita signdlu je zachytitelna detektorem.

Nejsou viak vhodné pro rutinni vyuziti,
protoze méreni a kvantifikace FRET-sig-
nalu vyZaduje citlivou a rychlou detekci
fluorescencniho signalu, ktery rychle
ztraci svou intenzitu. Nadto dochazi ke
vzajemné excitaci akceptorovych mo-
lekul fluoroforu, a tim vytvéreni falesné
pozitivniho signalu [6].

Druhym typem biosenzorl jsou in-
tramolekularni biosenzory tvofené jed-
nou molekulou sestavajici z akceptoro-
vého a donorového fluoroforu navzajem
propojenych linkerem a konjugova-
nych s pfislusnou vazebnou nebo sen-
zorovou doménou (obr. 2B). Vyuziti to-
hoto typu slouzi ke snazsi kvantifikaci
v zivych systémech nez v pripadé inter-
molekularnich biosenzorG. Na druhou
stranu je obtizngjsi a zdlouhavéjsi jejich
navrzeni, pfiprava a nasledna evaluace
systému [5].

Doposud bylo vyvinuto mnozstvi in-
tramolekularnich biosenzord sleduji-
cich koncentraci iontd v burice, sacha-
ridy, fosfolipidy, aktivitu proteinkinaz
nebo GTPas a dalsi. Byly také navrzeny
a vytvoreny biosenzory sledujici akti-
vitu onkoproteint, napf. zvysenou ak-
tivitu Ras v lamelipodiich po stimulaci
epidermdlnim rdstovym faktorem (epi-
dermal growth factor — EGF), zac¢lenéni

c-Raf do plazmatické membrany a ved-
lejsi aktivaci c-Raf po stimulaci EGF nebo
zvysujici se fosforylaci Crkll (¢len rodiny
Crk) po stimulaci EGF [5]. S vyuZitim bio-
senzor( byla rovnéz potvrzena interakce
estrogenového receptoru a a transkrip-
¢niho faktoru Sp1 v Zivych burkach. In-
terakce ERa/Sp1 byla prokazéna pfiregu-
laci fady gent asociovanych s bunécnou
proliferaci a bunécnym cyklem [8].

Prvni klinicky vyuzitelny geneticky
kédovany biosenzor byl vyvinut a vyu-
Zit pro detekci kindzové aktivity Bcr-Abl
a s ni souvisejici citlivosti k terapeutic-
kym inhibitorlim u pacientd s chronic-
kou myeloidni leukemii. Aktivita Bcr-Abl
byla sledovana na zakladé zviditelnéni
fosforylace CrkL (nejcharakteristi¢téj-
$iho substratu Bcr-Abl) pfimo v izolova-
nych BMC a PBMC burkéch z krve pa-
cientl s CML. Tyto navrzené biosenzory
bunék rezistentnich k terapeutickym in-
hibitordim, a predikovat tak citlivost pa-
cient(l k terapii [9].

Nevyhodou FRET je znesnadnéni in-
terpretace vysledk( vlivem vzidjemné
excitace akceptorovych fluoroforG a sa-
motnym monochromatickym svétlem
excitujicim donorovy fluorofor. Dale do-
chdzi k rychlému sldbnuti signalu do-
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~
Tab. 1. Pfehled rGznych variant BRET a jejich nej¢astéjsich donorovych a akceptorovych fluorofort [2,16—-20].
Metoda Donor Substrat Donor Akceptor Akceptor
Aemise [nm] Ae)(:itat:elemise [nm]
BRET1 Rluc CLZ-h 480 YFP 514/530
Rluc CLZ-400a 480
BRET2 Rluc8 DeepBlueC 395 GFP 400/510
DsRed 558/583
BRET3 R:EES Dc'tgc igg Cy3,Cy3.5 550/570
mOrange 548/564
Rluc
QD-BRET CLZ 480 Qdot 605/655
Rluc8

noru a k bunéc¢né autofluorescenci zp(-
sobené pfitomnosti buné¢nych organel
(mitochondrii a lysozom) [4,10-12].

Bioluminiscencni rezonancni
pfenos energie

Bioluminiscencni rezonancni prenos
energie (bioluminescence resonance
energy transfer — BRET) je modifikaci
metody FRET (obr. 1B). BRET je oproti
pfedchozi metodé zahdjen enzymatic-
kou reakci katalyzovanou donorovou
molekulou. To vede k az 10ndsobnému
snizeni nezadouciho méfeného signalu
pozadi a tim umoznuje detekci az 40krat
mensiho mnozstvi proteinu pii dosa-
Zeni stejné intenzity signalu [13]. Jako
donorovéa molekula neni vyuzivan fluo-
rofor, a neni tedy potfeba k aktivaci pre-
nosu externi zdroj monochromatického
svétla. U BRET je donorovou molekulou
enzym, ktery konvertuje specificky sub-
strat a pfitom uvolnuje svételnou ener-
gii, excitujici vhodnou akceptorovou
fluorescenéni molekulu. Ta nasledné,
stejné jako u FRET, emituje svétlo o pa-
tficné vinové délce a to je findlné zachy-
ceno detektorem [14].

Podminky pro pfenos energie jsou
podobné jako u FRET - molekuly musi
byt v dostate¢né vzdalenosti (méné nez
10 nm) a emisni spektrum donoru a ex-
cita¢ni spektrum akceptoru se musi pre-
kryvat. Pokud k interakci mezi sledova-
nymi (fuzovanymi proteiny s donorem
a akceptorem) molekulami nedochazi,
je zachycovano pouze svétlo vznikajici
pfi transformaci substratu. Interaguji-li
fuzované proteiny, dojde k pfenosu
energie zdonoru na akceptor a nasledné

k emisi svétla akceptorem. Tak je mozné
detekovat interakce mezi riznymi nebo
i stejnymi proteiny i strukturni a konfor-
macni zmény proteinu [12].

Metoda BRET byla poprvé popséna
v roce 1999 [15] a od té doby bylo vy-
vinuto nékolik jejich variant vyuzivaji-
cich rlizné substraty a kombinace do-
noru a akceptoru. Jednotlivé modifikace
jsou oznacovany jako BRET1, BRET2,
BRET3 (v poradi podle popisu a charak-
terizace) a nejnovéjsi QD-BRET (tab. 1).

PUvodni popsana varianta je oznaco-
vana jako BRET1 [15]. Donorovou mole-
kulou je luciferdza Rluc (pochazejici ze
Zahavce renila fialovd), substratem pak
coelenterazine h (CLZ-h) a jako akcep-
torovd molekula je YFP nebo jeho va-
rianty (topaz, citrine, venus, YPet) [12].
Pozdéji byla metoda pozménéna do po-
doby BRET2 [2], u které se misto CLZ-h
vyuzivd jeho analog CLZ-400a nebo
DeepBlueC a v nékterych pfipadech
se pouzivda mutovana varianta Rluc -
Rluc8. Jako akceptor jsou vyuzivany va-
rianty GFP (GFP2 nebo GFP10). Vyhoda
BRET2 oproti BRET1 je vétsi vzdalenost
emisnich rozmezi donorové a akcepto-
rové molekuly, oviem DeepBlueC jako
substrdt ma asi 100-300krat snizenou
excitacni schopnost (coZ je mozné cas-
te¢né nahradit mutantem Rluc8, ktery
ma priblizné 30krat zvy$enou emisni
aktivitu).

Dalsi varianta BRET je BRET3 vyuziva-
jici substrat D-luciferin (D-Luc). Dono-
rovou molekulou je svétlusci luciferaza
(luc) nebo Rluc8 a akceptorovymi mo-
lekulami pak DsRed, Cy3, Cy3.5 nebo
mOrange [16-18]. Pfredpokladand vy-

hoda BRET3 je nizsi buné¢na autofluo-
rescence a trvalejsi svételna emise svét-
lus¢i luciferazy ve srovnani s Rluc. To je
ovsem limitovdno extrémné nizkymi
emisnimi signaly a podstatnym prekry-
tim donorového a akceptorového emis-
niho maxima.

Nejnovéji popsand a v praxi vyzkou-
$end modifikace je tzv. QD-BRET [19,20],
vyuzivajici jako akceptorovou mole-
kulu tzv. quantum dots. Quantum dots
jsou polovodi¢ové nanokrystaly exci-
tovatelné v pfisludnych vinovych dél-
kdch. Vinovd délka jimi emitovaného
svétla pak zavisi na jejich prdméru a jsou
tak schopny pokryt emisni spektrum
od modré az po infracervenou oblast.
Nevyhoda této varianty je oviem veli-
kost nanokrystald (1,5-6 nm) a fakt, ze
k fuzi sledované molekuly (proteinu)
s nanokrystaly nemUze dojit geneticky -
nanokrystaly nejsou geneticky kédo-
vané, a tak nemohou byt produkovany
v zivych bunkéch. Lze je ovsem vyuzit
pro znaceni cilovych molekul pfi in vitro
diagnostice. Velka vyhoda této metody
je bezesporu jasnd separace donorovych
a akceptorovych emisnich spekter [12].

V dnesni dobé je BRET povaZovéna za
jednu z nejuniverzalnéjsich metod pro
studium protein-proteinovych interakci
v zivych bunkach. Abnormalni funkce
(hyperaktivace nebo inhibice) proteinl
je Casto pozorovana u riznych zavaznych
onemocnéni (napf. nddorova nebo neu-
rodegenerativni onemocnéni). Rada stu-
dii tuto metodu vyuziva: 1. pro screening
novych receptorovych ligandl a jejich
vliv na aktivitu receptoru; 2. pro sledovani
aktivity enzym0 - protedzové, kinazové;
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3. pro sledovani a identifikace protein-pro-
teinovych interakci a jejich inhibitor(
nebo 4. pro popsani signalnich bunéc¢-
nych drah [12,21-23]. Slouzi tak pfede-
vsim k identifikaci bioaktivnich sloucenin
ovliviujicich bunécné vlastnosti.

Zaveér

Metoda FRET a jeji modifikace BRET jsou
v soucasné dobé intenzivné se rozvije-
jici metody a spolu s technickym pokro-
kem v oblastech mikroskopického zob-
razovani a vysoce citlivé i pfesné detekce
svételného zareni o rlznych vinovych
délkdch umoznuji sledovat protein-pro-
teinové interakce a konformacni zmény
proteinl v zivych bunkach nebo malych
organizmech prostorové a v redlném
¢ase s minimalnim zdsahem do bunéc-
ného prostiedi [3]. Vzhledem k nutnosti
genového inzenyrstvi pfi pfipravé jed-
notlivych FRET- nebo BRET-biosenzor(
a pii pripravé FRET- nebo BRET-fluoro-
forll fuzovanych se sledovanymi pro-
teiny je vyuziti téchto metod v klinické
praxi prozatim obtizné, i kdyz prvni kli-
nickd aplikace jiz byla publikovana [9].
Nicméné tyto pristupy studia proteino-
vych interakci in vivo zacinaji byt hojnéji
vyuzivany pfi sledovani, testovani a ové-
fovani vlivu rlznych doposud necharak-
terizovanych chemickych latek a slou-
¢enin a jejich inhibitord na buriku nebo
zivy organizmus (mysi). Stejné tak zadi-
naji byt tyto metody uplatfiovény pfi sle-
dovani Ucinku potencialnich [é¢iv vy-
uzitelnych nejen ve farmaceutickém
primyslu [24].
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Detekce proteinu, proteinovych interakci
a modifikaci s vyuzitim ,proximity ligation

assay" in situ

In Situ Proximity Ligation Assay for Detection of Proteins,

Their Interactions and Modifications

Brychtova V., Vojtések B.

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

Souhrn

Pro spravné pochopeni fyziologickych procesi v burice a pfipadné jejich odchylek jsou
molekularné-biologické analyzy nezbytnym néstrojem vyuzivanym v biomedicinském vyzkumu
a také v klinické diagnostice. Existuje mnozstvi technik, které umoznuiji urcit lokalizaci studova-
nych proteind a jejich interak¢ni aktivitu. Tyto pristupy vyuzivaji predevsim interakce specificky
se vazicich molekul s cilovymi proteiny (protilatky) nebo synteticky pfipravené rekombinantni
proteiny (GFP fuzni protein; metody fluorescenc¢niho/bioluminiscen¢niho rezonan¢niho prenosu
energie). ,Proximity ligation assay” (PLA) in situ pfedstavuje novou techniku zobrazujici proteiny
na urovni jednotlivych bunék a tkani s vyuzitim reportérové molekuly DNA a DNA modifikujicich
procestl. Tato metoda umoznuje pfimou vizualizaci proteind, jejich hladiny, modifikace a inter-
akce v jednotlivych fixovanych bunkach a tkénich. Sondy jsou tvoreny specifickymi protilatkami
s navazanym oligonukleotidem, ktery slouzi jako reportérova molekula. Pokud dojde k nava-
zani sond v tésné blizkosti, nasleduje vznik kruznicové DNA, jez slouzi jako templat pro ampli-
fikaci otacivou kruznici. Amplifika¢ni reakce umoznuje vizualizaci sledované interakce. Ve srov-
nani s dostupnymi molekuldrné-biologickymi metodami vychézejicimi z genového inzenyrstvi,
PLA in situ umoznuje studovat endogenni proteiny v jejich pfirozenych podminkach, a mize byt
tudiz pouzita pro studium klinického materidlu. PLA in situ je vyuzitelnd v jakékoliv vyzkumné
oblasti zamérené na studium proteinovych interakci, jako je studium bunécénych signalnich drah,
identifikace cil( farmakologicky Gcinnych latek ¢i v onkologické diagnostice.

Klicova slova
in situ PLA - proteinové interakce — metody detekce proteinli —, proximity ligation”

Summary

To understand cellular processes and events responsible for their perturbations, proteomic analy-
ses are needed in biomedical research and clinical diagnostics. Several techniques based on speci-
fically binding reagents (antibodies) or recombinant proteins (GFP fusion protein, methods of fluo-
rescence/bioluminescence resonance energy transfer) are generally used to study protein location
and activity resulting from secondary modifications and interactions. The in situ proximity ligation
assay represents a novel technique of in situ protein imaging using DNA as a reporter molecule and
DNA amplification processes. This method enables direct visualization of single molecules, their levels,
modifications and pattern of interactions in individual fixed cells and tissues. Proximity probes consist
of specific antibody with attached oligonucleotides that are used as reporter molecules for identifi-
cation of such events. Proximity probes guide the formation of a circular DNA strand when bound in
close proximity. The DNA circle after that serves as a template for rolling-circle amplification allowing
the interaction to be visualized. Compared to available proteomic techniques benefiting from genetic
engineering, in situ PLA enables study of endogenous proteins in their natural environment and thus
can be used for clinical specimens. The areas of applicability where proximity ligation procedure can be
used include any research field where protein interaction measurements are important, such as signal-
ing pathway studies, monitoring of pharmacological treatment targets and oncological diagnostics.

Key words
in situ PLA - protein interaction — protein detection methods — proximity ligation
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Uvod

Proteiny jsou biomakromolekuly, které
v bunkach zprostiedkovavaji velké
mnozstvi funkci vcetné enzymatic-
kych reakci, transportu, bunéc¢né signa-
lizace, replikace a dalSich. K zajisténi fy-
ziologickych podminek potrebnych pro
spravnou funkci proteinu je mimo jiné
nezbytnd jeho spravna subcelularni lo-
kalizace. Ta urcuje jeho aktivitu prostfed-
nictvim vazeb s interakénimi partnery
a post-transla¢nich modifikaci a umoz-
nuje tak proteindim zapojit se do funk¢-
nich biologickych drah [1]. Zjednodu-
$ené feceno, pokud je sprdvné mnozstvi
proteinu ve spravny ¢as na spravném
misté, dochazi v rdmci bunky k fyzio-
logickému transportu materialu a in-
formaci. Nevhodna lokalizace proteinu
vede k jeho inaktivaci nebo naopak ke
Skodlivé aktivaci na nevhodném misté,
coz pfispiva ke vzniku mnoha onemoc-
néni. Mezi onemocnéni, jejichz etiologie
zahrnuje aberantni lokalizace protein(
patii metabolické poruchy, neurodege-
nerativni, kardiovaskuldrni a nddorova
onemocnéni [1].

Je zndmo, Ze k tumorigenezi prispiva
mimo jiné z nevhodné lokalizace ply-
nouci zména v proteinovém interak-
tomu (soubor interagujicich proteint)
a zména post-translacnich modifikaci
protein{. Pro spravnou funkci nadoro-
vych supresorll je podstatna jejich ja-
dernd lokalizace, a proto jejich translo-
kace do cytoplazmy mUze predstavovat
jeden z aktiva¢nich mechanizmd, ktery

vede k nekontrolované proliferaci
bunék [2]. Napfiklad cytoplazmaticka
lokalizace proteinu FOXO3a pfredsta-
vuje horsi prognézu u pacientek s karci-
nomem mlécné zIazy a naopak jaderna
lokalizace zminnovaného proteinu kore-
luje se zvySenou senzitivitou k radia¢ni
terapii [3,4]. Podobné inhibitory bunéc-
ného cyklu jako p21WAF1 a p27 se vli-
vem nevhodné lokalizace mimo jadro
stdvaji tumorigenni. Cytoplazmaticky
p2T1WAF1 predstavuje marker nega-
tivni prognézy u HER2 pozitivniho kar-
cinomu mléc¢né zlazy [5]. Cytoplazma-
ticka lokalizace p21WAF1 je markerem
rezistence k lé¢bé cisplatinou u karci-
nomu vajecniku [6]. Podobnym ptikla-
dem mUze byt protein p27, jehoz mimo-
jaderna lokalizace predstavuje negativni
prognosticky faktor u mnoha nadoro-
vych onemocnéni vcetné karcinomu
mlécné Zlazy [7], hepatoceluldrniho kar-
cinomu [8], karcinomu vajec¢nikd [9]
a karcinomu tlustého stfeva [10]. Vedle
nadorovych supresorll mohou byt také
ve sméru do jadra translokovany mem-
branové receptory tyrozinkinaz. Napfi-
klad jaderna lokalizace receptoru pro
epidermalni rGstovy faktor (EGFR) je aso-
ciovana s rezistenci tumoru k [é¢bé ce-
tuximabem a cisplatinou u fady nadoro-
vych onemocnéni[11,12].

Metody pouzivané pro detekci kon-
krétniho proteinu, jejich post-transla¢né
modifikované formy nebo proteinovych
interakci vyuzivaji k oznaceni cilového
proteinu prevazné vazby se specifickou

~

Y

protilatka

PLA sondy

protein
%

Obr. 1. Schematické znazornéni principu PLA technik v kapalné (A) a pevné (B) fazi.

protilatkou nebo zavedeni znacky do ci-
lového proteinu [13]. Prvni pfistup zahr-
nuje metody, jako je westernovy pirenos
spojeny s imunodetekci, sandwichova
ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay), ko-imunoprecipitace s naslednou
identifikaci pomoci hmotnostni spektro-
metrie a imunohistochemie. Metody pfi-
mého znaceni proteinu jsou zalozeny na
principu syntézy fuzniho proteinu s re-
portérovou molekulou, jako je napf. GFP
(green fluorescent protein) nebo luci-
feraza, které umoznuji detekci cilového
proteinu pfimo ve vzorku. Mezi tyto me-
tody patii metody FRET (fluorescence
resonance energy transfer), BRET (bio-
luminiscence resonance energy trans-
fer) [14]. Tyto metody, pfi nichZ jsou
buriky modifikovany genetickymi kon-
strukty, jsou vynikajici nastroj pro stu-
dium funkci proteind, avsak jsou zcela
nepouzitelné v pfipadé studii provadé-
nych na klinickém materidlu nebo v dia-
gnostice.,Proximity ligation assay” (PLA)
in situ, kterd je predmétem tohoto pre-
hledového ¢lanku, predstavuje techniku
kombinujici vazbu specifické protilatky
s reportérovym systémem a umoziu-
jici tak pfimo sledovat interakce endo-
gennich proteini na drovni jednotlivych
bunék a tkani.

»Proximity ligation assay”

PLA predstavuje metodu navrzenou
pro detekci proteinl, proteinovych
komplexd a post-translac¢nich modifi-
kaci s vyuzitim specifickych protilatek,
které na sobé nesou navazané kratké
DNA vlékno s funkci reportérové mole-
kuly [15,16]. V pfipadé navazani dvojice
sond na cilové epitopy, které se nachazi
v tésné blizkosti v fddu desitek nanome-
trG, mohou oligonukleotidy hybridizo-
vat s komplementarnim DNA vldknem.
Naslednou ligaci dochézi k pfemosténi
mezi obéma sondami a vznikd tak am-
plifikovatelna reportérovd DNA. Ta je
markerem vazby PLA sond v tésné bliz-
kosti a mlize byt kvantifikovdna meto-
dou PCR. Mnozstvi signdlu poskytnu-
tého DNA reportérem odrazi plvodni
koncentraci cilovych proteind ve sledo-
vanych vzorcich. Vyhodou této metody
je vznik reportérové molekuly pouze za
predpokladu dvoji vazby PLA sond, ¢imz
je snizen vznik nespecifickych signal
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Obr. 2. Schéma detekce dimerniho proteinového komplexu, post-transla¢ni modifikace proteinu a samotného proteinu metodou
PLA in situ s vyuzitim amplifikace otacivou kruznici (RCA) za vzniku amplifika¢niho produktu.

A. PLA sondy se vazi k dvéma interagujicim proteinm s naslednou hybridizaci cirkulariza¢nich oligonukleotid( a ligaci. B. Identifikace
post-transla¢ni modifikace proteinu pomoci specifické PLA sondy. C. Detekce proteinu pomoci sekundarnich PLA sond.

a amplifikovana tak muaze byt pouze li-
govana DNA[13].

PLA technologie ma nékolik modifi-
kaci vychézejicich z charakteru studova-
ného materialu: PLA v kapalné fazi (solu-
tion phase PLA), PLA v pevné fazi (solid
phase PLA) a PLA in situ.

PLA v kapalné fazi predstavuje pu-
vodni variantu ,proximity ligation” tech-
niky, kterd pro detekci sledovaného ana-
lytu vyuzivd identifikaci cilové molekuly
pomoci rozpozndani dvou nebo vice epi-
topd pomoci specifickych PLA sond
(obr. 1A) [16]. V pfipadé navazani obou
sond v tésné blizkosti vznika reporté-
rova DNA, jez je amplifikovana a kvantifi-
kovana metodou kvantitativni PCR nebo
sekvencovanim nové generace [17]. Tato
metoda nevyzaduje promyvaci kroky
a je vzhledem ke své nendro¢nosti na
provedeni vhodna pro analyzu velkého

mnozstvi vzorkd. Vysoka citlivost v fadu
femtomold umoznuje detekci protein(
i pfi objemu vzorku pouze 1 pl [16]. PLA
v pevné fazi ma podobny princip jako
klasicka sandwichova ELISA, nebot k de-
tekci proteind vyuzivd protildtky nava-
zané na pevnou fazi (mikrotitra¢ni des-
ticka) (obr. 1B). Detekce navazaného
proteinu probihd pomoci dvou PLA
sond, které vedou ke vzniku reportéro-
vého DNA vildkna. Detekce a kvantifikace
reportérové DNA probihd analogicky
jako v pripadé PLA v kapalné fazi. Toto
provedeni PLA je zna¢né citlivé, protoze
pro vznik signalu vyzaduje vazbu celkem
tfi specifickych protilatek [17].

~Proximity ligation assay” in situ

PLA in situ je varianta PLA techniky, kterd
umoznuje studovat endogenni proteiny
ve tkanich a buné¢nych kulturdch. Tuto

in situ techniku lze vyuzit pro detekci ja-
kychkoliv molekul nebo komplexd, proti
nimz je mozné pfipravit specifickou proti-
latku. PLA sondou tak muze byt primarni
protilatka konjugovana s oligonukleo-
tidem, ktera pfimo interaguje s cilovym
proteinem (obr. 2A, B), nebo konjugo-
vana sekundarni protilatka (komer¢né
dostupné sondy), ktera interaguje s pri-
marni protilatkou jiz navédzanou k cilové
molekule [18,19] (obr. 2C). Alternativné
Ize vedle klasickych protildtek konjugo-
vanych s oligonukleotidy pouzit i jiné
specificky se vazici molekuly, jako jsou re-
kombinantni afinitni proteiny ,DARPins”
(uméle pfipravené proteiny napodobujici
funkci protilatek) a DNA aptamery (uméle
pripravené oligonukleotidy specificky va-
Zici cilovou molekulu) [13,15,20-22].

Aby bylo dosazeno signalu v misté
redlného vyskytu sledované mole-
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kuly a nedochézelo k jeho difuzi, PCR je
v in situ modifikaci nahrazena DNA am-
plifikaci tak, Zze produkt amplifikace zG-
stdva navazany na cilovy protein (obr. 2).
PLA in situ je navrzena tak, Zze dvo-
jice sond slouzi jako templat pro syn-
tézu kruznicové DNA. Ta je nasledné
amplifikovana pomoci vysoce Gcinné
Phi29 DNA polymerazy mechanizmem
oznacovanym jako amplifikace otacivou
kruznici (rolling circle amplification -
RCA). RCA je spousténa jednou z PLA
sond oznacovanou jako ,priming”. Pro-
dukt této reakce je prakticky prodlou-
Zenim PLA sond, a tudiz zlstava fyzicky
spojen s cilovymi molekulami (obr. 2).
RCA produkt ma velikost nékolika set re-
petitivnich element( o velikosti pfiblizné
100 kb a je vizualizovan hybridizaci s flu-
oroforem znacenymi oligonukleotidy.
Takto vznikly signdl o velikosti mensi nez
1 um Ize pozorovat fluorescen¢nim mik-
roskopem a je snadno odlisitelny od ne-
specifického signdlu [18,23].

Kromé studia proteinovych komplex(
je mozné PLA in situ vyuzit také pro stu-
dium interakci mezi proteiny a nukleo-
vymi kyselinami. V tomto pfipadé se vy-
uziva jednovldknovd DNA sonda, kterd
zaroven slouzi jako templét pro liga¢ni
reakci. Metodicky tento postup vyzaduje,
aby byla genomova DNA nejprve tepelné
nebo enzymaticky denaturovéna na jed-
notlivé fetézce, ke kterym by mohla spe-
cifickd sonda hybridizovat [22,24].

Technika PLA in situ neni omezena
pouze na detekci blizkosti jednoho paru
cilovych molekul. Detekce vétsiho mnoz-
stvi molekul vyZaduje pouze pouziti vét-
$iho mnozstvi specifickych oligonukleo-
tidd. Pro vizualizaci interakce mezi tfemi
molekulami je zapotftebi tfi riznych PLA
sond, pficemz vznik kruznicové reporté-
rové DNA je zavisly na pfitomnosti vSech
tii sond [18,23].

Mezi dalsi aplikace PLA in situ patii
identifikace proteinovych post-trans-
la¢nich modifikaci. Pomoci specifickych
PLA sond Ize sledovat fosforyla¢ni status
proteinli [25] nebo jejich glykosylaci [26].

Kombinace PLA in situ

s dal$imi metodami

Velké mnozstvi onemocnéni se proje-
vuje zménami v proteinové expresi Ci
funkci, které jsou zplsobeny genetic-

kymi aberacemi nebo epigenetickymi
modifikacemi. Pro stanoveni chromozo-
malnich aberaci na Urovni jednotlivych
bunék byva ¢asto vyuzivdna metoda
fluorescencni in situ hybridizace (FISH).
Kombinace PLA in situ s FISH poskytuje
informace o amplifika¢nim statutu genu
soucasné s hodnocenim interakci dere-
gulovanych proteinl. Geneticka analyza
je takto doplnéna o proteomickou ana-
lyzu ve shodném materidlu [27].

Alternativou k FISH mize byt vyuziti
+padlock” sondy, coz je oligonukleotid,
jehoz 3" a 5" konce jsou komplementarni
k pfilehlym oblastem na cilové DNA sek-
venci. Hybridizaci jsou oba konce ,pad-
lock” sondy pfiblizeny k sobé a DNA je
poté ligovana [28]. Takto vznikla kruzni-
cova DNA je po navazani primeru tem-
platem pro RCA. Ve srovnani s FISH je
spadlock” sonda mnohem specifi¢-
téjsi, nebot je citliva i na jednonukleo-
tidové zdmény. Signal je podobné jako
pfi PLA generovan amplifikaci otacivou
kruznici a povahou je totozny se sig-
nalem poskytovanym PLA. Tento druh
sondy je vhodny pro mRNA genotypi-
zaci a v kombinaci s PLA in situ pfedsta-
vuje nastroj pro simultdnni detekci mu-
taci, genové exprese a proteinovych
interakei [23].

Diskuze a zavér

PLA in situ pfedstavuje relativné novou
techniku rozsitujici portfolio experimen-
talnich pfistup pro vizualizaci protein(
na urovni bunék a tkani pfiblizné od po-
loviny minulé dekéady. Od té doby pro-
délala vyvoj, ktery rozsifil jeji mozné vy-
uziti. Tato metoda predstavuje efektivni
ndstroj pro analyzu funkéniho stavu pro-
teiny, jehoz hlavni vyhoda je schop-
nost amplifikace signdlu, jez umoz-
nuje detekci jednotlivych sledovanych
molekul [18].

Perspektivou PLA techniky je sou-
bézna analyza, kterd bude schopna pa-
ralelné sledovat vice cild v totozném
materidlu. Z hlediska molekularni onko-
logie se nabizi vyuziti této techniky k zis-
kani informaci o povaze a chovani na-
dorQ v konkrétnim mikroprostredi, ¢imz
mUze prispét k lepsi diagnostice a pres-
né;jsi predikci Iécebné odpovédi [18].

Vzhledem k ostatnim metoddm m0ze
PLA in situ nabidnout analyzu proteino-

vych komplexd nebo sekundarnich mo-
difikaci pro jakykoliv protein, proti kte-
rému je dostupna vhodnd protilatka.
Ve srovnani s metodami FRET/BRET ma
PLA in situ dvé vyznamné vyhody, kte-
rymi je za prvé moznost studovat endo-
genni proteiny v pfirozeném prostiedi
bez vedlejsich vlivli zplsobenych nad-
mérnou nebo ektopickou expresi. Dalsi
vyhoda je charakter signélu, pfi kterém
PLA generuje diky RCA mnohonasobné
amplifikovany signdl, jenz je jasné rozlisi-
telny od nespecifické fluorescence [18].

Ve farmakologii ma PLA in situ vyu-
Ziti pfi screeningu a validaci latek s po-
tencidlné lécivymi ucinky v geneticky
nemodifikovanych bunécnych liniich.
Multiplexni PLA in situ v tomto pfipadé
poskytuje pohled, jak latka — potencidlni
[écivo - ovliviiuje mnozZstvi bunécnych
signalnich drah a jejich vzajemné inter-
akce.Ve srovnanis jinymimetodamizalo-
Zenymi na méreni celkové fluorescen¢ni
intenzity je PLA in situ zvyhodnéna mé-
fenim jednotlivych produktt amplifi-
kace poskytujicich jasny signal mnohem
méné zatizeny autofluorescenci nebo
slabnutim signalu. Navic je tato metoda
citlivéjsi pfi sledovani méné abundant-
nich protein(, nebot i jednotlivy signal
poskytnuty jedinou cilovou molekulou
je metodou PLA in situ zna¢né amplifiko-
vany, a tudiz detekovatelny [29].

Kromé studia komplex( a proteino-
vych modifikaci mdze byt PLA teore-
ticky vyuzita jako ,molekuldrni pravitko”,
které na zdkladé variability v délce oligo-
nukleotidu nebo charakteru protilatky
umozniuje méfit vzdalenosti mezi sledo-
vanymi epitopy [18].

Mezi potencidlni nedostatky této me-
tody patfi predevsim nemoznost vyuziti
PLA in vivo, coz znemoziuje studovat
dynamiku a kinetiku proteinovych inter-
akci. Déle tato metoda neni vyuzitelnd
pro de novo identifikaci novych inter-
akenich partnerd, ale pouze ovéfuje in-
terakce znamych interak¢nich partnerd.
Diskutabilni je také spolehlivost signalt
vzniklych PLA in situ. Pfestoze jednim
z cila PLA techniky je ovéfeni proteino-
vych interakci, signadl mize byt poten-
cidlné generovan i parem proteind, které
se nachazeji ve velmi tésné blizkosti, ale
bez vzdjemnych interakci. Experimenty
vyuzivajici malé molekuly prerusujici
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protein-proteinové vazby vsak proka-
zaly specificnost PLA in situ detekovat
skute¢né interakce [18].

Zéavérem lze konstatovat, Ze PLA in situ
ma znacné moznosti vyuziti v zakladnim
i aplikovaném vyzkumu, pfi vyvoji no-
vych terapeutik a v klinické diagnostice,
protoze umoziuje komplexné porozu-
mét bunécnym procestim na Urovni pro-
teind, jejich lokalizace, modifikaci, vza-
jemnych protein-proteinovych interakci
nebo interakci s jinymi makromoleku-
lami, jako jsou RNA a DNA.
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Exprese a purifikace proteins
Protein Expression and Purification
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Regionalnf centrum aplikované molekuldrni onkologie, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno

Souhrn

Metody exprese a purifikace rekombinantnich proteinl umozniuji produkci a detailni charak-
terizaci protein(i v zakladnim vyzkumu béhem in vitro experimentd, ale také pripravu protein(
s terapeutickym vyuzitim. Publikace shrnuje zdkladni postupy od pfipravy expresnich vektor(
az po techniku afinitni purifikace. Dale pojedndava o vlastnostech rdznych prokaryotickych
a eukaryotickych expresnich systému( a moznostech jejich vyuziti. Molekularni klonovani, které
slouZi k pfipravé expresnich vektord pro rekombinantni proteiny, umoznuje cilené modifikovat
vlastnosti téchto protein( tak, aby byla usnadnéna jejich purifikace a také pozménéna jejich
stabilita, aktivita nebo funkce. V soucasné dobé je k dispozici Siroka skala metodickych pfi-
stupd, jez umoznuji rychlou a efektivni pfipravu expresnich vektord. Zvoleny produkéni orga-
nizmus a zpUsob purifikace rekombinantniho proteinu uréuji vybér expresniho vektoru. Prvni
volbou casto byva expresni systém vyuzivajici bakterii Escherichia coli, jehoz prednostmi jsou
zejména technicka, ¢asova i finan¢ni nendro¢nost. Tento expresni systém neni pfilis vhodny
pro produkci komplexnich savcich protein(, pro které jsou optimalni expresni systémy zalo-
Zené na vyuziti eukaryotickych organizm (kvasinky, hmyzi buriky nebo savci bunky). Kultivace
hmyzich a savcich bunék je vsak technicky i finan¢né naro¢na. Rekombinantni proteiny jsou
purifikovany nejcastéji metodou afinitni chromatografie vyuzivajici specifickou interakci pep-
tidu nebo proteinu s afinitni matrici. Tyto peptidy ¢i proteiny jsou fuzovany s N- nebo C-koncem
purifikovaného proteinu. Purifikace probiha ve tiech krocich, kdy je rekombinantni protein
prostrednictvim afinitnich znacek specificky zachycen na matrici chromatografické kolony, dale
nasleduje promyvaci krok, po kterém je uvolnén z kolony isty protein.

Klicova slova
rekombinantni protein — molekuldrni klonovani — purifikace — expresni systém

Summary

Production of recombinant proteins is essential for many applications in both basic research and
also in medicine, where recombinant proteins are used as pharmaceuticals. This review sum-
marizes procedures involved in recombinant protein expression and purification, including mo-
lecular cloning of target genes into expression vectors, selection of the appropriate expression
system, and protein purification techniques. Recombinant DNA technology allows protein en-
gineering to modify protein stability, activity and function or to facilitate protein purification
by affinity tag fusions. A wide range of cloning systems enabling fast and effective design of
expression vectors is currently available. A first choice of protein expression system is usually
the bacteria Escherichia coli. The main advantages of this prokaryotic expression system are low
cost and simplicity; on the other hand this system is often unsuitable for production of complex
mammalian proteins. Protein expression mediated by eukaryotic cells (yeast, insect and mamma-
lian cells) usually produces properly folded and posttranslationally modified proteins. However,
cultivation of insect and, especially, mammalian cells is time consuming and expensive. Affinity
tagged recombinant proteins are purified efficiently using affinity chromatography. An affinity
tag is a protein or peptide that mediates specific binding to a chromatography column, unbound
proteins are removed during a washing step and pure protein is subsequently eluted.

Key words
recombinant protein — molecular cloning - purification — expression system
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EXPRESE A PURIFIKACE PROTEINU

Uvod
Purifikované proteiny maji v soucasné
dobé Siroké vyuziti nejen v zakladnim
vyzkumu, ale i v aplikovaném vyzkumu
jako terapeutické latky pro lécbu rliznych
onemocnéni od hemofilie po komplexni
protinddorovou terapii nebo vyrobu vak-
cin. Proteiny vyuzivané v mediciné musi
spliovat pfisnd kritéria (napf. je ome-
zeno pouziti antibiotik a jinych toxickych
latek), a proto jsou pro jejich produkci vy-
vijeny specidlni expresni systémy. Pfed-
klddana publikace je tudiz zaméfena na
popis obecnych metod purifikace pro-
teinG vyuzivanych v zékladnim vyzkumu.
Purifikace protein( je obecné sled pro-
cest vedoucich k ziskani jediného pro-
teinu z komplexni smési. Izolovat Cisté
proteiny je nezbytné pro fadu in vitro ex-
perimentd, mezi néz patfi charakterizace
jejich funkce, struktury a vzajemnych in-
terakci, a které dale dovoluji objasnit je-
jich dlohu v biologickych systémech.
Ve vétsiné pfipadl jsou pro ucely pu-
rifikace pripravovany rekombinantni
proteiny metodou molekuldrniho klo-
novani, ktera umoznuje protein podle
potieby modifikovat. Geny kédujici po-
Zadované proteiny jsou vloZeny do ex-
presnich vektor( a ty jsou vpraveny do
rznych prokaryotickych nebo eukaryo-
tickych bunék, jez poté zajisti syntézu
rekombinantnich proteind. Purifikaci
téchto proteind usnadnuje pripojeni afi-
nitnich znacek (tagl) a pouziti metod
afinitni chromatografie, které jsou zalo-
Zeny na specifické vazbé téchto znacek
na chromatografickou kolonu. Na kvalitu
i kvantitu purifikovanych proteint jsou
kladeny vysoké néroky, a proto jsou neu-
stale vyvijeny nové metodické pristupy.

Historicky prehled

Proteiny jsou studovany a purifikovény
uz vice nez 200 let. Jiz v roce 1789 izo-
loval Antoine Fourcroy z rostlin latky,
které se svymi vlastnostmi podobaly va-
je¢nému bilku. Avsak az o témér 50 let
pozdéji, v roce 1838, tyto latky blize po-
psal chemik Gerhardus Johannes Mul-
der a v témze roce pro né navrhl Jons
Jacob Berzelius nazev protein (vycha-
zejici z feckého slova proteos — prvni
v fadé). Do zacatku 20. stoleti byly jediné
znamé metody separace proteinu filt-
race, precipitace Ci krystalizace, pficemz

nékteré z téchto technik jsou pouzivany
dodnes. Takto napf. Felix Hoppe-Seyler
v roce 1840 pfipravil prvni krystaly he-
moglobinu nebo Franz Hofmeister v roce
1889 opakovanou krystalizaci purifikoval
ovalbumin. Prvni separace protein( na
koloné byla provedena v roce 1903 bo-
tanikem Mikhailem Tswettem, ktery na
matrici z uhli¢itanu vapenatého separo-
val rostlinné pigmenty a nésledné v roce
1906 pro tuto metodu zaved| pojem
chromatografie. Dalsi technika separace
protein(i, centrifugace, byla vyvinuta
Theodorem Svedbergem v roce 1924.
V nésledujicich letech byl vynalezen prin-
cip elektroforézy, afinitni chromatografie
a iontové vyménné chromatografie (ion
exchange chromatography - [EX). Od 50.
let 20. stoleti nasledoval intenzivni vyvoj
rdznych typU hydrofilnich chromatogra-
fickych matrici. Nejprve byl vyuZit Skrob
¢i upraveny dextran Sephadex pro rozli-
Seni proteinl podle velikosti [1]. Pozdéji
byly pfipraveny dal3i hydrofilni materidly
pro elektroforézu a chromatografii, jako
napf. polyakrylamid [2], metakrylat [3],
agar6za [4] nebo porézni kiemik [5].
Vyrobu modernich matrici pro afinitni
chromatografii umoznil objev metody
navazaniligandd k polysacharidiim (napt.
v agaréze) kovalentni vazbou [6]. V pra-
béhu nasledujicich let byl vyvinut velky
pocet chromatografickych médii a sou-
bézné také rlzné techniky purifikace
protein(i véetné automatizovanych chro-
matografickych systémd, jako tfeba FPLC
(fast protein liquid chromatography).

Zpocatku byly proteiny purifikovany
zjejich ptirozenych zdrojt, coz bylo tech-
nicky i finan¢né naroc¢né. Proto se poca-
te¢ni analyzy soustfedily na proteiny,
které mohou byt purifikovany ve vel-
kych mnozstvich, a to napf. z krve, vajec-
ného bilku, nebo travici enzymy ziskané
ze zvifat na jatkach. Takto byl koncem
50. let firmou Armour & Co., jez pusobila
v masném pramyslu, purifikovan kilo-
gram bovinni pankreatické ribonukledzy
(RNazaA), ktery byl vénovan pro védecké
Ucely. Snadno a rychle dostupnd RNazaA
se stala zakladnim proteinem pro bio-
chemické analyzy, na jejichz zakladé
byla dokonce Christianu Anfinsenovi,
Stanfordu Mooreovi a Williamu H. Stei-
novi udélena v roce 1972 Nobelova cena
za chemii.

Mohutny narlst technologii purifi-
kace protein(i nastal po objevu metody
piipravy rekombinantni DNA na pocatku
70. let 20. stoleti [7-9]. Molekularni klo-
novani tak umoznilo heterologni expresi
zvoleného proteinu v hostitelském orga-
nizmu (expresnim systému), nejcastéji
v bakterii Escherichia coli (E. coli). Touto
technologii Ize vytvaret také fuzni (chi-
mérické) proteiny s pridanymi afinitnimi
znackami (tagy), které vyrazné usnad-
nuji purifikaci a zvysuji vytézek a cistotu
za pouziti univerzalnich purifikacnich
postupt. Dale Ize pfidavat reportérové
sekvence, napf. fluorescencni proteiny,
jez umoznuji sledovat expresi protein(
in vivo ptimo v bunce. Diky témto ex-
presnim systém(0m je dosazena mno-
hem vy3si koncentrace studovaného
proteinu, nez jaka se v burice pfirozené
nachazi.

Priprava expresnich vektorti

Vektory v molekuldrni biologii slouzi
k prepravé cizorodé DNA do hostitel-
ské burky, kde je tato DNA replikovéna
a/nebo exprimovana. Nejbéznéjsi typ
vektoru jsou plazmidy, cirkuldrni mole-
kuly extrachromozomalni DNA, které se
v bakteridlni bunce autonomné mnozi
a prenaseji se pfi déleni do nasledu-
jicich generaci. Casto jsou vyuzivany
také virové vektory, coz jsou rekombi-
nantni viry, jez maji ¢ast genomu na-
hrazenu expresni kazetou, kterd po in-
fekci (transdukci) hostitelskych bunék
zajisti produkci rekombinantniho pro-
teinu. Alternativou ke klasickym klono-
vacim systémudm, ve kterych je vlozeni
cizorodé DNA zaloZeno na restrik¢nim
$tépeni a nasledné ligaci, jsou systémy
zaloZené na rekombinaci, jez umoznuji
snadné a efektivni klonovani pozado-
vanych gend. K dispozici je nékolik ko-
merc¢né dostupnych expresnich systému
vyuzivajicich rekombinaci, tfeba Gate-
way (Life Technologies, USA) a Creator
(Clontech, USA). Expresni systém Gate-
way vyuziva rekombinaci mezi dvéma
heterolognimi sekvencemi, kterd je
zprostredkovana enzymy pochazejicimi
z bakteriofdga lambda. Ty rozeznévaji
specifické signalni sekvence ohranicujici
cilovy gen (nazyvané att sekvence) [10].
V prvnim kroku je pfipraven univerzalni
vstupni vektor, ktery slouzi jako zaklad
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pro vytvoreni libovolnych expresnich
vektord (obr. 1). Mezi dal$i mechanizmy
klonovani nalezi napt. TOPO klonovani
(Life Technologies, USA) nebo klonovani
nezavislé na ligaci LIC (ligation indepen-
dent cloning) (dodavaji rlizné firmy, jako
tfeba New England Biolabs, USA nebo
Merck, Germany).

Typy expresnich systému

Obecné je prvnim krokem pro expresi
v prokaryotickych i eukaryotickych bun-
kach vpraveni vektoru, ktery obsahuje
gen pro syntézu rekombinantniho pro-
teinu, do buriky. Dale nasleduje kulti-
vace, béhem niz dochazi k transkripci
a translaci kédujici DNA. Bunky jsou na-
sledné lyzovany a protein je purifikovan.
Vlastnosti jednotlivych expresnich sys-
tém jsou shrnuty v tab. 1.

Nejcastéji pouzivanym expresnim
systémem jsou bakterie E. coli, protoze
se snadno kultivuji, rychle se mnozi
a umoznuji ziskat vysoké vytézky re-
kombinantnich protein(. Velkou vyho-
dou jsou nizké naklady na kultivacni
média. Pro expresi proteinl existuje Si-
roky vybér komercnich expresnich
vektorl, které umoznuji pouziti fady
N- i C-koncovych tag, stejné jako do-
statek rliznych expresnich kmen( op-
timalizovanych pro specidlni aplikace.
Exprese rekombinantnich proteind mize
byt u E. coli fizena nékolika promotory.
Nejcastéji je vyuzivan silny promotor T7,
déle pak lambda P1, trc nebo arabiné-
zovy promotor. Bakteridlni expresni
systém ma vsak také mnoho nevyhod.
Napfiklad problém s nedostatkem tRNA
pro nékteré kodony prevazujici u eu-
karyotické mRNA byl vyfeSen vytvofe-
nim expresnich kmena bakterii, které
nesou plazmidy kédujici tyto vzacné
tRNA. Jednd se napf. o kmeny BL21(DE3)
CodonPlus (Stratagene, USA) nebo
Rosetta (Merck, Germany). Zavaznéjsi
omezeni jako neexistujici posttransla¢ni
Upravy a aparat molekuldrnich chape-
rond, jez eukaryotickym proteinm za-
jistuji biologickou aktivitu, Ize zatim fesit
pouze &astecné. Pracuje se na vytvoreni
kmend, které zprostiedkovévaji alespor
jednoduchou glykosylaci [11,12] a chy-
béjici chaperony je mozno doplnit jejich
ko-expresi s pozadovanym proteinem
(Clontech, USA). Pres veskeré usili jsou

/ N
- Kionaveny g - X donorovy vektor
BP klonaza
vstupni vektor X destinacni vektor
|
LR klonaza
His-6
MBP l
GST
attB attB
expresni vektor @
S E. coli savéi buiky bakulovirus dalsi vektoty.y

Obr. 1. Schematické znazornéni principu klonovaciho systému Gateway.

Sekvence klonovaného genu je rekombinaci zprostiedkovanou BP klonazou vlozena do
donorového vektoru, ¢imz vznikne univerzalni vstupni vektor. Sekvence klonovaného
genu muze byt vloZzena do destina¢niho vektoru reakci zprosttedkovanou LR klona-
zou. Sekvence, mezi kterymi probiha rekombinace, jsou zndzornény cervené. Upraveno

dle [24].

zvlasté velké multi-doménové euka-
ryotické proteiny nachylné k denaturaci
a vytvafi nerozpustna inkluzni téliska.
Pro jejich solubilizaci jsou vyZzadovany
specidlni postupy, mezi které patfi Uplnd
denaturace a naslednd renaturace.
Nejjednodussi eukaryoticky expresni
systém vyuziva kvasinky, jednobu-
nécné organizmy, které lze snadno kul-
tivovat v suspenzi podobné jako E. coli.
Jejich vyhodou je schopnost provadét
jednoduché posttranslacni modifikace,
moznost kultivace do vysokych hustot
a nizké naklady na kultiva¢ni média. Nej-
Castéji jsou vyuzivany kmeny Saccharo-
myces cerevisiae a Pichia pastoris.
Expresni systém vyuzivajici hmyzi
bunky infikované bakuloviry poskytuje
proteiny, které jsou posttransla¢né mo-
difikovany podobné jako v savcich bun-
kach. Replikace bakulovirl neni zavisla
na pomocném viru, mohou byt kultivo-
vany i v suspenznich hmyzich bunkach

a Ize dosdhnout vysoké multiplicity in-
fekce. Nevyhodou hmyzich bunék jsou
ale vy33i naklady na kultivaci a vétsi na-
rocnost na ¢as i odbornou manipulaci.
Existuje nékolik typd expresnich sys-
tému lisicich se ve zpUsobu pfipravy re-
kombinantniho bakuloviru, napf. ho-
mologni rekombinaci, transpozici nebo
technologii Gateway. Posledné jmeno-
vana metoda je vyuzita v systému Bacu-
loDirect (Life Technologies, USA), ktery
umoznuje vloZeni pozadovaného genu
pfimo do virového genomu, ¢imz se vy-
razné zkracuje doba pro vytvoreni in-
fek¢niho viru. Exprese genu je fizena sil-
nym polyhedrinovym promotorem, jenz
zajistuje vysokou hladinu rekombinant-
niho proteinu.

Sav¢i bunky produkuji rekombinantni
proteiny, které jsou ve vétsiné pripadd
pIné funkcni a posttranslacné modifiko-
vané. Tento systém nabizi velkou meto-
dickou variabilitu ve vybéru produkéni
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Obecné vlastnosti

rychlost rstu/doba zdvojeni
cena rdstového média
hladina exprese

sekrece proteinu

sekundarni struktura proteinu

Posttranslacni modifikace proteinu
N-glykosylace

O-glykosylace
fosforylace
acetylace
acylace

gama-karboxylace

E. coli

kvasinky

hmyzi buriky (vek-
tory zaloZzené na
bakulovirech)

savci buriky

sekrece do periplazmy

casto denaturované

nejpouzivanéjsi expresni systém (zkusenosti, velky
vybér klonovacich vektor(), snadna kultivace, rychly
rist, snadnd kontrola genové exprese, vysoké vy-
tézky, moznost sekrece proteinu do média, nizké

neprodukuji endotoxiny, probiha glykosylace
a tvorba disulfidickych mustkd, snadna purifikace
sekretovanych proteint, metody pro velkoobjemo-
vou kultivaci, relativné nizké naklady

posttransla¢ni modifikace podobné savcim, bez-
pecné (bakulovirus neni vici savciim infekéni), rela-
tivné vysoka exprese proteinu

biologicka aktivita shodna s pfirozenymi proteiny

Tab. 1. Shrnuti vlastnosti jednotlivych expresnich systém(.

E. coli Kvasinky Hmyzi bunky Savdi bunky

30 min 90 min 18-24 hod 24 hod
nizka nizka vysoka vysoka

vysokd nizkd az vysoka nizka az vysoka nizka

sekrece do média

vétsinou spravna spravna spravna
ne manozovy typ j’eanC!uché, . komplexni
chybi kyselina sialova
ne ano ano ano
ne ano ano ano
ne ano ano ano
ne ano ano ano
ne ne ne ano
Vyhody Nevyhody

naklady

sekrece do média

chybi posttransla¢ni modifikace, protein mize
postradat biologickou aktivitu, vysoky obsah

obtiznéji regulovatelna genova exprese, glykosy-
lace odlisna od savcich bunék, nizsi vytézek nez

produkt nemusi byt vzdy pIné funkéni, mirné od-
lisné N-glykosylace, kultivace ¢asové i finan¢né

kultivace ¢asové i finan¢né velmi narocna,

sekrece do média

endotoxint

u E. coli

naro¢na

nizké vytézky

linie i ve zpUsobu vneseni expresniho
vektoru do buriky. Mezi ¢asto pouzivané
linie patfi tfeba HEK 293 (human em-
bryonal kidney) a CHO (chinese hamster
ovary), které se vyznacuji vysokou rych-
losti rdstu a schopnosti snadno pfijimat
heterologni DNA. Exprese rekombinant-
nich proteint je fizena konstitutivné ak-
tivnimi promotory. Nej¢astéji se jednd
o promotory odvozené z viru SV40 (si-
mian virus 40) nebo CMV (cytomegalo-
virus) a méné jsou vyuzivany nevirové
promotory napf. elongac¢niho faktoru
EF-1 a. Vy3si hladiny exprese |ze dosah-
nout u sekretovanych proteind, zatimco

exprese vnitrobunéc¢nych proteind je vy-
razné nizsi. Vyuziti plazmidovych vek-
tor(l pro tranzientni expresi je nejrych-
lejSi metoda produkce rekombinantnich
protein(, nebot k jejich syntéze dochazi
ihned po vneseni vektoru do jadra. Plaz-
midové vektory lze také vyuzit pro pfi-
pravu stabilnich buné¢nych linii, které
maji cizorodou DNA zaclenénu ve své
genomové DNA, a tudiz trvale expri-
muji rekombinantni protein. Pfiprava vi-
rovych vektor( je ¢asové i technicky na-
ro¢nd a navic podléha vyssimu stupni
bezpecnostni kontroly. Vyhodou jsou
pak vysoké vytézky rekombinantnich

proteini a moznost pouZziti pro velkoob-
jemové kultivace.

Adenovirové vektory [13] patii mezi
oblibené expresni systémy, které jsou
dostupné v mnoha modifikacich me-
tody ptipravy rekombinantniho viro-
vého genomu. Jednd se napt. o ko-
mercné dostupné systémy ViraPower
(Life Technologies, USA), jenz je kom-
patibilni s klonovacim systémem Gate-
way, AdEasy (Agilent Technologies, USA)
nebo AdenoX (Clontech, USA). Adeno-
viry jsou jednoduché viry s neobalenou
ikozaedralni kapsidou a jejich genom
je tvorfen dvouretézcovou linearni DNA.
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Genom adenovirtl bylo mozno upravit
na klonovaci vektor tak, Zze skupiny gent
rané faze exprese ET a E3 byly deletovany
anamisto gend E7 byla vloZzena expresni
kazeta. Deleci genti ET a E3 ztratil adeno-
virus schopnost replikace a pro vytvo-
feni virového potomstva musi byt tato
funkce komplementovana tzv. pomoc-
nymi bunkami. Jako pomocn4 linie je
vyuzivana tfeba buné¢na linie HEK 293,
kterd tyto geny ziskala diky tomu, ze byla
vytvofena transformaci embryonélnich
bunék ledvin adenovirovou DNA [14].
Pro expresi rekombinantniho proteinu
je vhodnd jakakoli bunécni linie, jez
neobsahuje geny E7 a E3. Po transdukci
tak nedochazi k replikaci viru a nasledné
lyze hostitelské buriky, a produkce re-
kombinantniho proteinu proto mze
v burice neomezené probihat.

Expresni vektory vychazejici z retro-
virQl [15], a zejména z rodu Lentivirus,
umoznuji vkladat cizorodé geny do ge-
nomu hostitelskych bunék a zajistit tak
stabilni expresi rekombinantniho pro-
teinu. Retroviry jsou RNA viry, avSak
v pribéhu jejich Zivotniho cyklu vznika
intermediat tvofeny dvoufetézcovou
DNA, ktery je nasledné zac¢lenén do ge-
nomu hostitelské bunky. Vyuziti retro-
virovych a lentivirovych vektor( saha
od zakladniho vyzkumu aZ po genovou
terapii [16].

In vitro (bezbunécnd) syntéza proteinl
vyuziva schopnost bunécénych extrakt(
syntetizovat proteiny, nebot obsahuji
slozky nutné pro transkripci, translaci
a dokonce posttransla¢ni modifikace.
Mezi tyto slozky patfi hlavné RNA poly-
meraza, transkrip¢ni faktory, ribozomy
a tRNA. Po pridani templatu (a kofak-
torli a nukleotidd) je protein béhem né-
kolika hodin syntetizovan. Pfestoze jsou
vytézky proteinl nizké, ma tento systém
nékolik vyhod, napf. pro znaceni pro-
teinl modifikovanymi aminokyselinami
nebo pro syntézu proteint toxickych pro
biologické systémy. Také odpadd zdlou-
hava kultivace hostitelskych organizm,
coz usnadnuje expresi mnoha rdznych
proteinll zéroven (tfeba pro screening
mutaci).

Chemicka syntéza proteind je vyuzi-
vana napf. pro inkorporaci nepfirodnich
aminokyselin nebo znaceni proteind na
specifickych mistech. Syntetizovany pro-
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Obr. 2. Schéma afinitni purifikace.

V prvnim kroku afinitni purifikace je proteinové smés nanesena na kolonu, kde se cilovy
protein specificky a reverzibilné vaze na ligandy zachycené na chromatografické matrici.
V dalsi fazi jsou béhem promyvaciho kroku nenavazané proteiny odmyty. Cilovy protein
je poté uvolnén zménou podminek prostiedi, tak aby bylo preferovano uvolnéni kom-

plexu protein-ligand.

tein je velmi Cisty, ale metoda je limito-
vana po¢tem aminokyselin, nizkym vy-
tézkem a rovnéz vysokymi naklady.

Metody purifikace proteinti
Proces purifikace je vyrazné usnadnén,
pokud je cilovy protein opatfen afinitni
znackou. Prvnim krokem je v tom pfi-
padé afinitni chromatografie, pfi niz je
protein diky své afinitni znacce speci-
ficky zachycen na chromatografické ko-
loné. Nenavdazané proteiny jsou v pro-
myvacim kroku odmyty a ¢isty protein
uvolnén specificky pfidanim kompetitiv-
niho ligandu nebo nespecificky zménou
pH, iontové sily ¢i polarity (obr. 2).
Purifika¢ni metoda je uréena vybé-
rem afinitni znacky, tagu. Tyto afinitni
tagy umoznuji pouziti univerzélnich pu-
rifika¢nich metod, nebot na chroma-
tografické koloné je protein zachycen
pravé svou afinitni znac¢kou. Mezi nej-
pouzivanéjsi afinitni znacky patfi glu-
tathion S-transferdza (GST) [17] a poly-
histidin (His6) [18], dale se vyuZzivaji napf.
Strep-tag [19], SBP-tag (streptavidin
binding peptide) [20] a MBP-tag (maltose
binding protein) [21]. GST-tag je protei-

nova afinitni znacka o velikosti 27 kDa,
coz muze negativné ovliviiovat hla-
dinu exprese rekombinantnich protein(.
Na druhou stranu vsak byl pozorovan
pozitivni vliv na solubilitu nékterych re-
kombinantnich proteind [22]. Vazebna
kinetika GST-tagu ke glutathionové chro-
matografické matrici je pomald, a proto
se prodluzuje nandaseni vzorku na ko-
lonu, coz je limitujici faktor pro purifikaci
proteinu z velkych objemu. His-tag je
naopak velmi maly, neovliviiuje sekun-
dérni strukturu rekombinantnich pro-
teinU a jeho vazba ke chromatografické
matrici IMAC (immobilised metal affi-
nity chromatography) je rychld, aviak
méné specificka nez v pfipadé GST-tagu.
Pro dosaZeni vysoké cistoty proteinu je
¢asto vyuzivano tandemové zafazeni
afinitnich znacek pro purifikaci ve dvou
naslednych krocich. Pfitomnost afinitni
znacky muze v mnoha smérech ovlivnit
vlastnosti rekombinantniho proteinu,
a proto se hojné vyuziva jeho enzyma-
tického odstépeni. Na trhu je k dispo-
zici nékolik protedz (napf. TEV proteaza,
PreScission proteaza, Enterokinaza, Fak-
tor Xa nebo trombin), jejichz cilové roz-
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poznévaci sekvence mohou byt vloZzeny
mezi afinitni znac¢ku a vlastni protein.
Stépeni mlize byt provedeno v roztoku
proteinu, nebo pfimo na chromatogra-
fické koloné. Protedza mUize byt také
oznacena afinitni znackou a po ukonceni
inkubace spolu s odstépenou znackou
odstranéna na chromatografické koloné.

V pfipadé nedostatecné cistoty pro-
teinu po afinitni purifikaci je mozné zahr-
nout dodate¢né purifikacni kroky, které
separuji proteiny podle specifickych
vlastnosti. Metoda gelové filtrace (GF)
dokaze separovat molekuly podle ve-
likosti, hydrofobni interakéni chroma-
tografie (HIC) a reverzné fazova chro-
matografie (RPC) podle rozdill jejich
hydrofobicity, iontové vyménna chro-
matografie (IEX) podle povrchového na-
boje nebo chromatofokusace podle izo-
elektrického bodu.

Metoda afinitni chromatografie, ktera
vyuziva schopnosti bakteridlnich recep-
tord nazvanych Protein A a Protein G
vazat imunoglobuliny, zacala byt inten-
zivné pouzivdna po objevu technolo-
gie pfipravy monoklondlnich protilatek.
Tato technologie umoznuje vytvoreni
stabilnich fuznich bunéénych linii, jez
produkuji jeden typ selektované proti-
latky [23]. Tak bylo ziskdno velké mnoz-
stvi specifickych protildtek, které se né-
sledné staly vyznamnym ndstrojem pro
védu i farmaceuticky prmysl.

Zaveér

Diky neustale se zvysujicim pozadav-
kdm na kvalitu i kvantitu purifikovanych
protein( a také na zjednoduseni a zrych-
leni procesu jejich pfipravy dochazi k dy-
namickému rozvoji technologii pro ex-
presi a purifikaci rekombinantnich

proteind. Siroka $kéla expresnich sys-
téma vyuzivajicich prokaryotické i euka-
ryotické produk¢ni organizmy umoznuje
zvolit systém pro produkci proteinu spl-
nujiciho pozadovana kritéria. Pfi vybéru
vhodného expresniho systému je po-
tfeba zohlednit nékolik faktor(. V prvé
fadé zalezi na tom, zda je zvoleny pro-
tein eukaryotického nebo prokaryotic-
kého plvodu.V pripadé exprese savciho
proteinu v expresnich systémech jinych
organizm( musime pocitat s rizikem ne-
solubility proteinu a moznosti odlisnych
nebo dokonce chybéjicich posttranslac-
nich modifikaci. Dale je potfeba zvazit
pozadované mnozstvi purifikovaného
proteinu, ¢asovou naro¢nost metody, fi-
nan¢ni hledisko a v pfipadé virovych ex-
presnich systém také legislativni a bez-
pecnostni pozadavky.
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Kvantitativni hmotnostni spektrometrie

a jeji vyuziti v onkologii

Quantitative Mass Spectrometry and Its Utilization in Oncology

Hernychova L., Dvorakova P, Michalova E., Vojtések B.

Regionalnf centrum aplikované molekuldrni onkologie, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno

Souhrn

Nédory jsou geneticky a klinicky velmi rdznoroda onemocnéni, a proto se v posledni dobé
fada proteomickych studii zabyva hledanim biomarkerd, které by usnadnily prognostiku, dia-
gnostiku ¢&i lé¢bu onkologickych onemocnéni. U¢innym nastrojem je hmotnostni spektromet-
rie umoznujici identifikaci, kvantifikaci a charakterizaci biomolekul v komplexnich biologickych
vzorcich. Prvnim krokem vedoucim k selekci biomarker( je tzv. discovery proteomika, jejimz
cilem je detailni analyza vzork sméfujici ke zmapovani a porovnani pfitomnych proteinC a vy-
béru vhodnych kandidatl na potencialni biomarkery. V dal$im kroku proteomické analyzy pro-
biha verifikace vybranych biomarkerd tzv. cilenou (targeted) proteomikou, jejimz Ukolem je
ovéreni pfitomnosti a kvantity daného proteinu v analyzovanych, presné klinicky definovanych
vzorcich. Predlozeny ¢lanek je zaméren na popis riiznych typa metod vhodnych pro kvantita-
tivni analyzu proteintd vyuzivajici hmotnostni spektrometrii.

Klicova slova
kvantitativni proteomika — hmotnostni spektrometrie — protein — biomarker - onkologie —
nador

Summary

Cancers are genetically and clinically very heterogeneous diseases; therefore, various proteo-
mic studies have been trying to find biomarkers which can facilitate prognosis, diagnosis or
treatment of these oncological diseases. The mass spectrometry is an effective tool for iden-
tification, quantitation, and characterization of biomolecules in the complex biological sam-
ples. The first step suitable for selection of biomarkers called discovery proteomics provides
a detailed analysis of the samples contributing to the identification of proteins, comparison of
their presence in the samples, and selection of the convenient candidates for the prospective
biomarkers. The next step of proteomics analysis is directed towards verification of chosen bio-
markers with the approach called targeted proteomics. This technique evaluates presence and
quantity of the proteins (biomarkers) in clinically precisely defined samples. This article focuses
on the description of various approaches suitable for the quantitative analysis of the proteins
connected with mass spectrometry.

Key words
quantitative proteomics — mass spectrometry — protein — biomarker — oncology - cancer
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Uvod

Hmotnostni spektrometrie je jednim
z proteomickych nastroji umoznuji-
cich identifikovat, kvantifikovat a cha-
rakterizovat proteiny v komplexnich bio-
logickych vzorcich. Vyvoj proteomickych
pfistupl zacinal identifikaci vybranych
purifikovanych proteint a verifikaci ge-
nomickych dat a pfes komparativni pro-
teomové analyzy se rozvinul az po cha-
rakterizaci posttranslacnich modifikaci
protein(, jejich dynamickych zmén
a protein-proteinovych interakci.

V soucasné dobé jsou vysledky hmot-
nostné spektrometrickych analyz dale
rozsiteny o predikované bioinformatické
Udaje, které jsou teprve ndasledné ex-
perimentalné ovéfovany. Mezi bio-
informatické nastroje patfi programy
predpovidajici lokalizaci proteinu v eu-
karyotické nebo prokaryotické burice
(program PSORT [1]), jeho funkci (pro-
gramy COG [2], KEGG [3], DAVID [4]),
soucinnost s ostatnimi proteiny ¢i li-
gandy, zapojeni v signalnich drahéach
anebo jeho ulohu v biologickém celku
napf. v rdmci bunky (programy IPA [5],
PathVisio [6]). Je zndmo, Ze mutace pro-
teinu zplUsobena tfeba zaménou ami-
nokyseliny ¢i pfitomnosti/ztratou post-
translacnich modifikaci mize zpUsobit
chybné sbalovani proteinu a tim ovliv-
nit jeho funkci. Ta se dale mUze projevit
zménami v interakci proteinu a naruseni
bunécné signalizace vedouci k zméndm
v proliferaci bunék, apoptdze ¢i nekroze.
Vzhledem k tomu, Ze tyto faktory pfi-
spivaji ke vzniku nadorové transformo-
vanych bunék, budeme se v dalsi ¢asti
této prace detailnéji zabyvat metodami
vhodnymi ke studiu kvantitativnich
zmén proteind, detekci a charakterizaci
posttransla¢nich modifikaci proteint
a jejich interakci s ligandy. V3echny uve-
dené metody maji spole¢ny jmenovatel,
kterym je hmotnostni spektrometrie.

Jakeé biologické materialy Ize
analyzovat?

Proteomové analyzy Ize aplikovat na
vsechny typy biologickych materiald,
které viak musi byt pfesné klinicky vy-
mezeny a definovany. Pro srovnavaci
proteomové analyzy se pak vzdy defi-
nuji experimentélni skupiny analyzova-
nych vzork(l, mezi nimiz se hledaji rozdily

na proteinové Grovni. K nej¢astéji analy-
zovanym klinickym biologickym mate-
rialim patfi tkdné, téIni tekutiny (mog,
mozkomisni nebo ascitickd tekutina),
krev (sérum, plazma), v pfipadé labora-
tornich experimentU se pak pouzivaji bu-
nécné linie ¢i rekombinantni proteiny.
Komplexita biologického materidlu pred-
stavuje pro proteomickou analyzu vzdy
velky problém. Proto hmotnostné spekt-
rometrické analyze pfedchdzeji separacni
metody schopné materidl frakcionovat,
a snizit tak jeho komplexitu. Je tedy vy-
hodné predem urcit skupiny proteinu
napf. se stejnou lokalizaci v burice nebo
funkci ¢i strukturnimi motivy (membra-
nové, jaderné, fosforylované, glykosylo-
vané proteiny) a ucel, ktery mé analyza
splnit (identifikace, kvantifikace proteind,
urceni mista posttransla¢ni modifikace i
zmény proteinové konformace). Z téchto
pozadavkU nasledné vychazi vlastni pro-
tokol zpracovani vzork(, ktery analyzu
maximalné zjednodusi, aviak bez ztraty
pozadovanych informaci.

Kvantifikace proteinti
S technologickym pokrokem lIze jiz nyni
identifikovat a kvantifikovat tisice pro-
teind v jednom hmotnostné spektrome-
trickém méreni, a to i zvelmi omezeného
mnozstvi vychoziho materidlu (koncen-
trace proteind se pohybuje v rozmezi
10-100 mg/ml). Samotna kvantifikace
zmén na proteinové Urovni poskytuje
fadu informaci o stavu biologického sys-
tému v case nebo za definovanych bio-
logickych podminek, jez pfispivaji k ob-
jasnéni biochemickych a fyziologickych
mechanizm( na molekuldrni drovni.
V proteomickych pfistupech se v po-
sledni dobé zacaly pouzivat subproteo-
mové analyzy, které jsou schopné podat
podrobnéjsi informace o proteinovém
slozeni ve vybrané izolované frakci ana-
lyzovaného materiélu, jez se pfi globalni
proteomové analyze nerozdéleného
vzorku ztraci. Mezi subproteomové ana-
lyzy patfi napf. analyza membranovych
proteini (membranom), imunoreaktiv-
nich proteind (imunom), proteind s pro-
teolytickou aktivitou (proteazom), fosfo-
rylovanych ¢i glykosylovanych proteint
(fosfoproteom ¢i glykoproteom).
Kvantifikace proteinl muze probi-
hat ve dvou zakladnich usporadanich.

V prvnim pfipadé Ize porovnévat kvan-
titu protein(i dvou ¢i vice biologickych
systému (relativni kvantifikace), ve dru-
hém uspofadani je mozné pfimo urdit
koncentraci daného proteinu v analyzo-
vaném vzorku (absolutni kvantifikace).
Ptistupy pouzivané pro relativni kvan-
tifikace se daji rozdélit do dvou skupin:
1. metody z4avislé na izotopovém zna-
Ceni (label-based) a 2. nezévislé na zna-
ceni (label-free). Dulezitym pozadav-
kem u metod zavislych na znaceni je
jasné oddéleni znacenych peptid/pro-
teinG od neznacenych. Mezi ¢asto vyu-
Zivané metody zavislé na izotopovém
znaceni patfi stable isotope labeling by
amino acids in cell culture (SILAC) po-
stup [7], ktery Ize aplikovat pouze na Zivé
organizmy in vitro, in vivo nebo ex vivo.
Ke znaceni se pouzivaji stabilni izotopy
neradioaktivnich tézkych aminokyselin,
jez jsou v prabéhu metabolického pro-
cesu (napf. pfi kultivaci bunécnych kultur)
inkorporovany do nové syntetizovanych
proteinC. Ve standardnim experimental-
nim uspofadani jsou kontrolni a ovliv-
néné bunky (napf. normalni a nadorové
buriky) kultivovany v lehkém a tézkém
kultiva¢nim médiu lisici se pritomnosti
neznacenych aminokyselin, napft. argi-
nin, lysin (lehké médium), a stejnych zna-
¢enych aminokyselin (tézké médium),
které obsahuji izotopy *C a/nebo ™N.
Po kontrole inkorporace tézkych amino-
kyselin do proteint bunék kultivovanych
v téZkém médiu jsou z obou bunécénych
linii izolovany proteiny, smichany v po-
méru 1 : 1, proteolyticky $tépeny a ana-
lyzovédny na hmotnostnim spektrome-
tru tzv. shotgun postupem (obr. 1A).
Na zdkladé hmotnostnich spekter jsou
pak identifikovany piky stejnych peptidd
lisSicich se presné definovanymi hmot-
nostnimi posuny jejich efektivnich hmot
(m/2) a z pomérl ploch pod témito piky
(resp. jejich intenzit) je odecitana rela-
tivni kvantifikace (obr. 1B). Identifikace
proteinll je potom odvozena z fragmen-
tacnich spekter. Vyhody tohoto postupu
Ize shrnout do nasledujicich bod: 1. zis-
kani dostate¢ného mnozstvi zna¢eného
materidlu pro dalsi analyzy bez variaci
v uc¢innosti znaceni mezi jednotlivymi
vzorky (dochazi vzdy ke stejné inkorpo-
raci tézkych aminokyselin), 2. moznost
sledovani proteinovych zmén v case

Klin Onkol 2014; 27 (Suppl 1): S98-5103

S99




KVANTITATIVNI HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE A JEJI VYUZITI V ONKOLOGI!

e N
A SILAC
burnky, tkdné proteiny peptidy
kultlvace
\ QA .n ® potvrzeni
tezke médium
inkorporace
%g v MS
o kultivace O -
lehké médium smichani 1:1 kvantifikace
v MS
B
i i
_C. -C_ .C~_ NH i i _c. -C C  NH
O/ N \C \C 2 O/ ~ \C/ \C 2
12C NH» kontrolni buriky ovlivnéné bunky NH » lysin 13C
14N 1 1
NH H NH 15
QH |2 ROKO R6K4 nebo R10K8 ? 2 PN
ofC\ /C\.C/C \NH%NH lehké médium tézké médium O?C\ /C\-C/C \NHC SNH
NH, ~ arginin NH,  arginin
piky peptidl v hmotnostnim spektru
\_ %

Obr. 1. A. Schematicky postup popisujici SILAC kvantitativni analyzu bunécnych linii. B. Struktura tézkych a lehkych aminokyselin
zastoupenych v kultiva¢nich médiich a jejich efekt (specificky hmotnostni posun) v hmotnostnim spektru, v némz osa x predstavuje
efektivni hmoty (m/z) iontl peptidll a osa y intenzitu iont(, ktera odpovida kvantitativnimu zastoupeni daného peptidu v analyzo-

vaném vzorku.

a 3. od izolace proteind, kdy jsou vzorky
smichany 1: 1, jsou viechny dalsi ukony
se znacenym a neznacenym vzorkem
provéddény stejné (nedochazi k varia-
bilitdm zpUsobenym pfipravou vzorkd
pro MS analyzu). Velkd nevyhoda po-
stupu je viak vysokd finan¢ni i ¢asova
naro¢nost, moznost porovnani nej-
vyse tfi riznych stavld a nemoznost apli-
kace na lidské vzorky tkani.V hmotnost-
nich spektrech ¢asto dochdzi k prekryvu
peptidovych pikl a vyskytu satelitnich
pikd vlivem metabolické konverze [8,9],
coz zpUsobuje problémy v interpretaci
spekter, a tim i samotnou kvantifikaci
protein(.

Selekce biomarker( analyzou sér ¢i
tkani pacientll vyse popisovanym po-
stupem je naroc¢né z hlediska dostup-
nosti a variability vzork(. Proto analyzy
nadorovych bunécénych linii byly vyuzi-
vany jako vyhodna alternativa pro zjis-
téni biologicky zajimavych molekul,
které jsou pak verifikovany na vzorcich
pacient(. Jednim z ptikladl je prace Gei-
gera et al [10], v niz byly pouzity defino-
vané bunécné linie odvozené z rlznych
stadii karcinomu mlécné Zlazy. Metodou
SILAC byly identifikovany biomarkery
mitochondrial matrix protein isocitrate
dehydrogenase 2 (IDH2), cellular reti-
noic acid binding protein 2 (CRABP2)

a alpha-tocopherol-associated protein
(SEC14L2), jez byly validovany cilenou
hmotnostné spektrometrickou analyzou
a imunohistochemicky na vzorcich tkani
pacientek. Tyto proteiny se ukazaly byt
vhodnymi biomarkery pro monitorovani
progrese a prognoézy karcinomu mlécné
7I4azy. SILAC technika byla také pouzitain
vivo — experimentélni mysi byly krmeny
granulemi obsahujicimi lysin se stabil-
nim izotopem "*C nebo fasu spirulinu
se stabilnim izotopem N [11]. Vdechny
nové syntetizované proteiny byly ozna-
¢eny a mohly byt na proteomové Urovni
porovnavany s kontrolnimi neznaenymi
vzorky. Tohoto modelu Ize vyuzivat pro
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Obr. 2. Postup znaceni a kvantitativni analyzy proteint ze ¢tyi vzorkd pfipravenych
z rtiznych biologickych stavli bunécné linie.

Peptidy jsou znaceny iTRAQ znackami, jejichz reportérova ¢ast vykazuje hmoty m/z
114-117, které se objevi ve fragmentacnim spektru daného peptidu. Intenzita jejich pikd
pak bude odpovidat kvantitativnimu zastoupeni peptid{i v riznych vzorcich.

e N
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Obr. 3. Postup kvantifikace proteind proteomickymi metodami bez pouziti znaceni.

Z biologického materialu jsou izolovany proteiny, které jsou proteolyticky Stépeny enzy-
mem a méfeny hmotnostnim spektrometrem. Z intenzit peptidovych pika v MS spektrech
jsou odecitany kvantitativni poméry peptidd, ndsledné z fragmentacnich MS/MS spekter

jsou ur¢eny aminokyselinové sekvence téchto peptidd.

monitorovani funkci genli u knockout
mysi. VylepSenou verzi SILAC metody je
super-SILAC postup [12], ktery se snazi
fesit problém heterogenity naddorovych
tkani a znaceni proteintd (nelze kultivo-
vat v tézkém médiu). Z tohoto divodu
byl problém elegantné vyresen pfida-
nim SILAC znacenych proteinG ziska-
nych bunécnych linii do lyzatu analyzo-
vané tkané. Boersema et al [13] pouzili
tuto metodu pro identifikaci N-glykosy-
lovanych proteinl pfitomnych v sekre-
tomu buné¢nych nddorovych liniia vzor-
cich krve pacientd. Do 11 buné¢nych
linii odvozenych z karcinomu mlécné
Zlazy pridali interni standard pfedsta-
vujici znacené proteiny reprezentujici

tzv. super-SILAC mix, ktery umoznil kvan-
tifikaci protein(i v analyzované tkani. Pro-
teom obohaceny o N-glykoproteiny byl
analyzovédn hmotnostné spektrometric-
kymi metodami. Nasledné byla pfitom-
nost proteind identifikovanych v tkani
validovana ve vzorcich lidské krve. Dalsi
populdrni postupy pouzivané v relativni
kvantifikaci jsou zalozeny na znaceni
peptidd proteolyticky stépenych pro-
tein(. Jako pfiklad Ize uvést isobaric tags
for relative and absolute quantitation
(iTRAQ, obr. 2 [14]) nebo tandem mass
tag (TMT [15]). Jedna se o chemické zna-
¢eni primarnich amina peptidd, k nimz
je pfipojena molekula reagentu slo-
zend ze tfi skupin (reportérova, vyrovna-

vaci a reagujici s peptidem). Hmotnostni
rozdily molekuly reagentu jsou ovliv-
nény zaclenénim izotopl atomu *C, °N
a '®0 a tim umoznuji hmotnostni po-
suny pikd znacenych peptidl ve spekt-
rech. Vyhoda pfistupu je, Ze Ize znadit
az osm rGznych biologickych stav( a je-
jich kvantifikaci odecitat najednou z jed-
noho spektra a identifikovat proteiny pfi-
tomné ve vzorku v rozdilné koncentraci
(Siroky dynamicky rozsah). Dalsi vyhoda
je soucasnd identifikace a kvantifikace
proteind v jednom méreni ve fragmen-
tacnich spektrech. Nevyhoda metody je
mozné zkresleni informace o kvantité
proteinG ve vzorcich z divodu znaceni
peptidl az po proteolytickém stépeni
proteinl, nebot pfed timto krokem se
manipulovalo se vzorky oddélené. Tuto
metodu pouzili Rehman et al [16] pro
identifikaci potencialnich prognostic-
kych biomarkert nadoru prostaty spoje-
nych s progresi onemocnéni a metasta-
zovanim. K analyze pouzili bunéc¢né linie
odvozené od nddoru prostaty a smésné
vzorky sér pacientl. Protein eukaryotic
translation elongation factor 1 alpha 1
(eEF1AT) byl identifikovan jako novy
kandidatni biomarker se signifikantné
zvysenou expresi u pacientl zafazenych
do studie.V jiné studii zaméfené na ana-
lyzu fosforylace na tyrozinu v imortalizo-
vané bunéc¢né linii odvozené z epitelial-
nich bunék mlé¢né zlazy MCF-10A bylo
identifikovano 57 unikatnich proteint
zahrnujicich tyrozinové kinazy, fosfatazy
a proteiny ucastnici se bunécné signa-
lizace. Poprvé byly identifikovény pro-
teiny SLC4A7 (sodium bicarbonate co-
transporter) a TOLLIP (toll interacting
protein) jako nové tyrozin kindzové sub-
straty spojené s vyvojem karcinomu
mlécné zlazy [17].

U label-free postupu nejsou vzorky
znaceny zadnymi znackami [18]. Metoda
je rychld, cenové dostupnd, avsak méné
pfesnd a nevhodnd pro proteiny pfi-
tomné ve vzorcich v nizkych koncent-
racich. Dalsi problém je naro¢né hod-
noceni hmotnostné spektrometrickych
dat, pro néz musi byt pouzity vysoce
sofistikované programy. V prabéhu pfi-
pravy i méfeni se pracuje se vzorky od-
délené, ale za stejnych experimentélnich
podminek (obr. 3). Pfednosti je ana-
lyza neomezeného poctu vzork(, které
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mohou byt mezi sebou porovnavény.
Informace o kvantité jsou ziskavany:
1. z intenzit pik( peptidovych iontl i
ploch pod piky v hmotnostnich spek-
trech nebo v chromatogramech nebo
2. z po¢tu MS/MS spekter ptifazenych
danému peptidu/proteinu nazyvané
spectral counting. Empiricky bylo zjis-
téno, Ze peptidy pfitomné ve vzorcich ve
vyssich koncentracich vykazuji ¢astéjsi
vyskyt iontl v hmotnostnich spektrech.
V pfipadé absolutni kvantifikace musi
byt jiz zndmy proteiny/peptidy, které ve
vzorcich chceme cilené kvantifikovat.
Absolutni kvantifikaci tedy musi pred-
chdzet tzv. discovery analyza vzorku.
Aminokyselinovd sekvence proteinu di
jeho casti je pak syntetizovana a je obo-
hacena o znacku, kterd umozni jeho od-
liseni v hmotnostnich spektrech od na-
tivniho proteinu. Synteticky konstrukt je
pfidavan do vzorku v nékolika znamych
koncentracich pokryvajicich predpokla-
danou koncentraci nativniho proteinu.
Koncentrace nativniho proteinu je pak
odvozena porovnanim intenzit pikd syn-
tetického konstruktu a nativniho pep-
tidu v hmotnostnich spektrech (obr. 4).

Zaveér

Vsechny popisované metody vsak maji
stale svd omezeni vedouci ke kvanti-
fikaci jen urcité casti protein( pfitom-
nych ve vzorku (obr. 5). Limitujicimi
jsou metodické i technologické faktory.
Z hlediska metodiky ¢asto dochdazi pfi
pfipravé vzorkl ke ztratam casti analy-
zovaného materidlu a v pfipadé tech-
nologie (napt. hmotnostni spektrometr)
stale neni dostacujici pristrojové vyba-
veni pro zachyceni iontl vSech protei-
novych komponent pfitomnych v analy-
zovaném vzorku. V ndvaznosti na tento
proces je nutny i vyvoj zpracovani a vy-
hodnoceni obsahlych dat ziskanych
z hmotnostnich spektrometrd. Firmy
i akademicka pracovisté investuji ne-
malé usili do vyvoje dokonalejsich al-
goritmd schopnych zpracovat obrovské
mnozstvi informaci tak, aby se k uziva-
teli dostaly ve formé snadno interpreto-
vatelnych vysledkd. Cilem proteomiky
je systematickd kvantifikace protein(
v bunikdch nebo tkanich, a tim sledovani
zmén mezi rdznymi biologickymi stavy,
napf. zdravy vs nemocny. Detekce téchto
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buriky, tkdné proteiny peptidy
proteolytické ‘9 N
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Obr. 4. Schematické znazornéni absolutni kvantifikace proteinti v komplexnim biolo-

gickém vzorku.

Proteiny izolované ze vzorku jsou proteolyticky stépeny enzymem na peptidy. Do pep-
tidové smési jsou ve zndmych koncentracich pridény syntetické znacené peptidy a celad
smés je pak analyzovana hmotnostnim spektrometrem. Porovnanim intenzit pikd synte-
tického a nativniho peptidu je pak vypocitdna koncentrace nativniho peptidu.

-

celkové mnozstvi proteiny

proteint ve vzorku

N

identifikované MS

~

proteiny
kvantifikované MS

Obr. 5. Znazornéni poctu kvantifikovanych proteind ve vzorcich analyzovanych

proteomickymi pfistupy.

zmén prispiva ke stanoveni specifickych
proteinovych biomarkerd, které je pak
mozné vyuzit k diagnostice nebo pro-
gnostice rGznych typd nddorovych one-
mocnéni. V poslednich letech se stale
vice diskutuje o personalizované 1é¢bé,
kdy by kazdému pacientovi mohla byt
ordinovana ucinna lécba pravé na za-
kladé detekovanych biomarker( pfitom-
nych v krvi ¢i tkani pacienta. Kvantifi-
kace proteinti hmotnostni spektrometrii
je metoda néroc¢nd na pfipravu a zpraco-
véanivzork( a zavisla na finan¢né naklad-
ném pfistrojovém vybaveni. Neni tedy
vhodnd pro rutinni testovani vzorki
odebranych pacientdm v ramci jejich
vysetfeni. Dava viak moznost primarné
odhalit nové biomarkery nadorovych

onemocnéni a detekovat zmény v bio-
logickych systémech, které jsou zéakla-
dem pro vyvoj jednodussich a levnéjsich
pristupl a jejich aplikaci v bézné klinické
praxi.
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Analyza proteinU pomoci hmotnostni

spektrometrie

Analysis of Protein Using Mass Spectrometry

Dvorakova P, Hernychova L., Vojtések B.

Regionalnf centrum aplikované molekuldrni onkologie, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno

Souhrn

Rychly rozvoj hmotnostni spektrometrie spolu s proteomickymi pfistupy umozriuje detailnéjsi
studium biologickych systému. Prvotni problémy hmotnostné spektrometrickych analyz bio-
logickych makromolekuldrnich latek byly uspésné prekonany a dnes se bézné tato analyticka
metoda pouziva pro identifikaci, kvantifikaci a charakterizaci proteint. Cilem ¢lanku je podat
prehled o moznostech analyzy proteinG s vyuzitim hmotnostni spektrometrie. Popisujeme
rdzné typy ionizace a vybér analyzatord pro hmotnostné spektrometrické méreni protein(, rov-
néz i on-line ¢i off-line spojeni analyzy se separa¢nimi technikami, jako je kapalinova chroma-
tografie a elektroforéza. Zmirniujeme se i o pripravé proteint a zplsobech analyzy biologickych
makromolekulérnich latek pomoci hmotnostnich spektrometrd. Déle jsou uvedeny moznosti
hmotnostné spektrometrickych analyz vzorkd a zpracovani namérenych dat.

Klicova slova
hmotnostni spektrometrie — chromatografie kapalinova - elektroforéza — proteomika

Summary

Recently, mass spectrometry has become a powerful tool in cancer research. Mass spectro-
metry represents the method that allows identification, quantification and characterization
of proteins in biological samples. Nowadays, it is mainly used for biomarker discovery that can
enable early detection of cancer. This article is focused on protein analysis by mass spectrome-
try. At first, mass spectrometry and its importance in proteomics are described. Subsequently
ionization type and mass analyzers are discussed. This relates to the possibility of on-line or
off-line analysis connection with separation techniques, such as liquid chromatography and
electrophoresis. Different approaches for preparing proteins and methods of analysis of bio-
molecules using mass spectrometers are described. In addition, the possibility of mass spectro-
metric analyses of samples and data processing are discussed.

Key words
mass spectrometry — liquid chromatography - electrophoresis — proteomics
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ANALYZA PROTEINU POMOCI HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

Hmotnostni spektrometrie
Hmotnostni spektrometrie je analyticka
metoda, kterd umoznuje rozlisit ionty na
zakladé jejich poméru hmotnosti k na-
boji (m/z, mérnd hmotnost). Plivodné
ovsem vznikla na poli fyziky a za jeji po-
Catek se povazuje prelom 19. a 20. sto-
leti. Jako zakladatel je uvadén fyzik
J. J. Thomson a jeho zasadni prace o vy-
chylovéni katodového zareni v elektric-
kém poli [1]. Analyza malych organickych
latek se stala rutinni zélezitosti az v 80. le-
tech 20. stoleti.V té dobé viak analyza bio-
logickych makromolekularnich latek, za
které jsou povazovéany nukleové kyseliny
a proteiny, nebyla mozna kvali absenci
vhodnych ionizac¢nich technik. Od 90. let
doslo diky vyznamnému pokroku v ob-
lasti hmotnostni spektrometrie k rozvoji
metod identifikace a strukturni analyzy
téchto latek. Byly totiz objeveny vhodné
techniky, které dokazaly uc¢inné a jemné
jonizovat tyto netékavé makromole-
kuly, aniz zpusobovaly jejich fragmentaci.
Za vyvoj téchto ionizacnich technik byla
jejich objeviteldm Johnu B. Fennovi [2]
a Koichi Tanakovi [3] udélena v roce
2002 Nobelova cena za chemii.

Od té doby se hmotnostni spektro-
metrie zacala v biologickych sférach
stale vice uplatiovat.V poslednich 10 le-
tech se pak stala vyznamnym nastro-
jem biologického vyzkumu prfedevsim

jako metoda identifikace, charakterizace
a kvantifikace proteind a metabolitd.
V analyze proteind se hmotnostni spek-
trometrie pouziva predevsim pro kont-
rolu kvality rekombinantnich proteint
a ostatnich makromolekul, k identifikaci
proteint v biologickych latkach, hledani
biomarker( pro dana onemocnéni a pro
detekci a charakterizaci posttransla¢nich
modifikaci.

lonizace a analyza proteinti
pomoci hmotnostni
spektrometrie

Kazdy hmotnostni spektrometr (mass
spectrometer — MS) se skladd z ionizac-
niho zdroje, hmotnostniho analyzatoru
déliciho ionizované analyty dle jejich
m/z a z detektoru.

Nejprve je nutné prevést analyty po-
mocivhodné ionizac¢nitechniky naionty.
Pro ionizaci biologickych makromoleku-
larnich latek se pouzivaji tzv. mékké io-
nizacni techniky, které nezplsobuji je-
jich fragmentaci. Bézné se setkdvame
s ionizaci pomoci laseru za ucasti mat-
rice (matrix-assisted laser desorption io-
nization — MALDI) a ionizaci elektrospre-
jem (electrospray ionization — ESI) ¢i
nanosprejem (nanokSl) [4]. Pfi MALDI io-
nizaci je vzorek nanesen na MALDI des-
ticku a smichan s vhodnou matrici (pro
peptidy se pouziva napf. a-kyano-4-hyd-
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Obr. 1. Elektrosprej umoznuje pfevedeni kapalné faze na plynnou.

Na hrot kapilary, kterou proudi mobilni faze s analyty, je ptivedeno vysoké napéti. Dochazi
k vytvoreni elektricky nabitého spreje. V disledku odparovani rozpoustédla se postupné

uvolnuji ionty, které vstupuji do MS.

roxyskoficova kyselina, 2,5-dihydroxy-
benzoové kyselina a pro proteiny ky-
selina sinapovd) a ponechan spole¢né
krystalizovat. Poté je desti¢ka se vzorky
umisténa do vakuované ¢asti MS. Proces
ionizace je uskutecnén kratkymi lasero-
vymi pulzy, kdy energie zafeni laseru je
pohlcena matrici, coz vede k jejimu rych-
Iému zahtati a nasledné desorpci véetné
iontd analytu. Pfi tomto procesu dochézi
ke vzniku pfevézné jednondsobné nabi-
tych iontd [5]. ESI ionizuje analyty v roz-
toku, tudiz je obvykle spojovan on-line
se separacnimi technikami, napf. s ka-
palinovou chromatografii (liquid chro-
matography-ESI — LC-ESI) ¢&i kapilarni
elektroforézou (capillary electrophore-
sis-ESI — CE-ESI). Pti ionizaci ESI je na hrot
sprejovaci kapilary pfivedeno vysoké
napéti (2-6 kV) [5], ¢imz dochazi k vy-
tvofeni nabitych kapi¢ek analytu oba-
lenych rozpoustédlem. V dlsledku po-
stupného odparovani rozpoustédla se
postupné uvolni vytvorené ionty, které
jsou elektricky usmérfiovany na vstup
do MS (obr. 1). Tato ioniza¢ni technika
produkuje vicendsobné nabité ionty
[M+nH]".

lonty vzniklé v ioniza¢nim zdroji jsou
nasledné usmérfiovany iontovou opti-
kou a prechazi do hmotnostniho ana-
lyzatoru. Separace iontl v hmotnost-
nim analyzatoru probiha za vysokého
vakua a je zaloZena na rGznych fyzi-
kalnich principech. lontova past (ion
trap - IT), orbitrap a iontové cyklotré-
nova rezonance (ion cyclotron reso-
nance - ICR) patii mezi hmotnostni ana-
lyzatory, které separuji ionty na zakladé
jejichm/z resonan¢ni frekvence; kva-
drupdl (quadrupole — Q) pouziva stabi-
lity iontd s danou m/z pfi aplikovani kon-
krétnich hodnot napéti na elektrody
v dany ¢asovy okamzik; analyzator doby
letu (time of flight - TOF) vyuziva cas letu
iontd [5]. Jednotlivé MS se lisi technic-
kymi specifikacemi, jako je hmotnostni
rozsah, rychlost analyzy, rozliseni, senzi-
tivita ¢i dynamicky rozsah, souvisejicimi
s pouzitym hmotnostnim analyzatorem;
vice informaci Ize nalézt v publikaci Hol-
capek et al (2012) [6].

Po separaci v hmotnostnim analyza-
toru dopadaji ionty na detektor, ktery
zaznamendva pocet iontd pro jednot-
livé m/z hodnoty. Nejcastéji se pouzivaji
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elektronové nasobice, kdy ionty dopa-
daji na povrch dynody, z niz vyrazi elek-
trony, které jsou systémem dynod nebo
opakovanymi kolizemi zesileny. Vysled-
kem méfeni je hmotnostni spektrum,
kde jsou zaznamendny jednotlivé namé-
fené mérné hmotnosti a jejich intenzity.

Méfeny jsou pseudomolekuldrni
ionty [M+H]* nebo [M-H]-, kde M pred-
stavuje hmotnost analytu, k niz byl pfi-
pojen ¢i z ni byl odlou¢en atom vodiku.
Lze zvolit, zda budou méreny kladné ¢&i
zaporné nabité ionty. Pro proteiny se
zpravidla voli kladny méd, zaporny je
pouzivan pro speciadlniexperimenty, jako
napf. pro studium vybranych posttrans-
la¢nich modifikaci. Méfi se monoizo-
topickd molekulovd hmotnost, kterd
predstavuje soucet presnych hmotnosti
Jnejlehcich” izotopd prvkd, a je tedy
odlisnd od hmotnosti primérné, jez je
déana vazenym primérem vsech izotopl
daného prvku dle jejich procentudlniho
zastoupeni.

Separacni techniky

Biologické vzorky predstavuji kom-
plexni smés obsahujici vedle velkého
mnozstvi proteind také fadu dal3ich vy-
soko- a nizkomolekularnich latek, tukd
a cukrG. Po odstranéni téchto dopro-
vodnych latek ziskdme vzorek, ktery je
bohatou smési proteint liSicich se jak
koncentraci (abundantni proteiny vs
minoritni), tak fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi, jako polarita (hydrofili-
cita a hydrofobicita), velikost (moleku-
lovd hmotnost) a naboj (izoelektricky
bod) apod. Téchto rozdilnych vlastnosti
se pouziva k rozdéleni komplexni smési
proteini na méné komplexni frakce, pfi-
¢emz plati, Ze ¢im kvalitnéjsi frakcionace,
tim vice protein mdze byt identifiko-
véano. Limitujici je v tomto pfipadé pre-
devsim koncentrace proteinu ve vzorku
a déle dynamicky rozsah hmotnostniho
analyzétoru. V proteomice existuji dva
hlavni Siroce pouzivané typy separace.
Prvni zahrnuje solubilizaci protein(i po-
moci detergent( (nejcastéji sodium do-
decyl sulfate — SDS) a jejich naslednou
separaci gelovou elektroforézou [7].
Druhy pfistup nevyuziva gel, nybrz roz-
dilné distribuce latek mezi stacionarni
a mobilni fazi, tedy chromatografické
separace [8].

Gelova elektroforéza vyuziva pro se-
paraci protein( gel. Denaturované pro-
teiny, obalené dodecylsulfatem sodnym
(SDS) nesoucim silny negativni naboj,
jsou naneseny na gel, ktery je umistén
v mirné alkalickém prostredi. Po aplikaci
elektrického pole proteiny za¢nou mig-
rovat rtiznou rychlosti smérem k anodé.
Pohyblivost proteind v gelu je ovliv-
néna jednak vlastnostmi proteinu a jed-
nak podminkami, za nichz separace
probihd. Mezi nejvyznamnéjsi gelové
techniky patfi jednorozmérna ¢i dvou-
rozmérna polyakrylamidovd gelova
elektroforéza (1-DE, 2-DE) [8]. Tradi¢ni
1-DE umoznuje za denaturacnich pod-
minek délit smés proteinl podle mole-
kulovych hmotnosti. Pfi 2-DE predchazi
vyse popsané separaci déleni proteino-
vych smési podle izoelektrickych bod
(pl) proteindi. Za vyhodu zejména u 2-DE
se povazuje, ze po rozdéleni komplex-
niho vzorku jiz obvykle neni tfeba dalsi
separacni krok. Lze ji tedy spojit s instru-
menty umoznujicimi pfimou analyzu
(napt. MALDI-TOF). V pfipadé 1-DE se
vsak vyzaduje zafazeni dalSiho separac-
niho kroku — kapalinové chromatografie.
Gelové techniky jsou omezeny nizkou
citlivosti, linearitou, slabou rozpustnosti
membranovych proteinl a absenci niz-
komolekuldrnich latek.

Pro chromatografickou separaci se vy-
uziva kapalinova chromatografie, kdy
jsou nejprve analyty pfivedeny na ko-
lonu, kterd je zadrzuje. Nasledné jsou
analyty z kolony postupné vymyvany
vhodnou mobilni fazi. Na rozdil od ge-
lovych technik byva kapalinovéa chro-
matografie pfimo spojovédna s MS a to
pomoci ESI [5]. Nejcastéji pouzivanymi
kolonami jsou kolony s reverzni fazi (RP),
s kationtové vyménnou fazi (strong ca-
tion-exchange — SCX), kolony zaloZzené
na hydrofilni interakci (hydrophilic inte-
raction liquid chromatography - HILIC)
nebo na elektrostaticky odpuzované
hydrofilni interakci (electrostatic repul-
sion-hydrophilic interaction chromato-
graphy — ERLIC) [9]. Jednotlivé kolony
Ize pouzit oddélené pred vlastni MS ana-
lyzou (off-line separace) nebo v pfipadé
RP kolon je mozné pfimé spojeni s MS
(on-line separace). Pokud jsou vzorky
velmi komplexni (napt. buné¢ny lyzat),
je vhodné provést multidimenzionalni

separaci tzv. MudPit strategie. Pfikladem
multidimenzionalni separace muze byt
rozdéleni komplexniho vzorku off-line
na kapalinovém chromatografu pomoci
SCX kolony a jeho nasledna analyza ka-
palinovym chromatografem on-line spo-
jenym s hmotnostnim spektrometrem
(LC-MS) nebo tandemovym hmotnost-
nim spektrometrem (LC-MS/MS) s RP
kolonou [10].

Proteomické pristupy technik
zpracovani proteinii

Pro identifikaci a charakterizaci pro-
teinl pomoci hmotnostni spektromet-
rie se dnes vyuzivaji dva hlavni pfistupy.
Prvni je enzymatické stépeni proteint
na peptidy (bottom-up) (obr. 2), tento
pfistup je realizovdan pomoci Stépeni
proteinu v gelu (tzv. in-gel stépeni) [11],
stépeni proteinl v roztoku (in-solution
Stépeni) [12] ¢i na filtrech s regenerova-
nou celulézou (filter-aided sample pre-
paration — FASP) [7]. Druhy pfistup je
top-down analyza, kdy se vynechavd
proteolytické stépeni a pfimo se pracuje
s intaktnimi proteiny [13].

Bottom-up pfristup

Jedna se o velmi rozdifeny proteomicky
pristup, ktery je vyuzivan pro identifikaci
a kvantifikaci proteinCi v komplexnich
biologickych vzorcich. Smés proteint je
pfed samotnym méfenim na MS enzy-
maticky Stépena na peptidy.

Pfi in-gel $tépeni jsou z gelu vyfiz-
nuty pasy obsahujici proteiny. Pro efek-
tivnéjsi stépeni proteinl na peptidy je
nutné rozrusdeni tfidimenzionalni struk-
tury proteind, ktera je fixovdana pomoci
disulfidickych mastkd, aby doslo k zpfi-
stupnéni maximalniho poctu stérickych
mist pro nasledné proteolytické stépeni.
Toho se dosahuje pfidavkem reduk¢nich
¢inidel (DTT, DTE, TCEP) s naslednou fi-
zenou alkylaci volnych cysteinovych
zbytkl pro zabrédnéni opétovné tvorby
disulfidickych mustkd vlivem vzdusné
oxidace. Ke $tépeni proteinli na peptidy
je mozné pouzit celou fadu enzymd, je-
jichz volba zavisi na pozadavcich klade-
nych na vyslednou peptidovou smés.
Nejcasté&ji pouzivanou protedzou je tryp-
sin specificky Stépici proteiny na pep-
tidy, které maji na C-konci zbytky bazic-
kych aminokyselin argininu nebo lysinu

S106

Klin Onkol 2014; 27 (Suppl 1): S104-5109




ANALYZA PROTEINU POMOCI HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

[smﬁs PROTEINCIW

SEPARACE BEZ SEPARACE
" kapalinova ) [ gelova
[ chromatografie J elektroforéza J
STEPENI STEPENI STEPENI

(vroztoku | FASP | [ vgelu | [vroztoku [ FASP

J

[ SMES PEPTIDU }

ANALYZA

| ms || Lcms || Le-ms/ms || Ms/ms |

hmotnostni spektra ‘

[_. hmotnosif_l_i spektra HJ [
) g fragmentacni spektra

DATABAZOVE

PROHLEDAVANI
_ Y,

Obr. 2. Schéma ,bottom-up” pristupu s pouzitim a bez pouziti separacnich technik.

Vice ¢i méné komplexni smés proteinli mize byt stépena v roztoku, v gelu nebo metodou
FASP. Ziskané peptidy jsou nasledné bud' pfimo analyzovany, nebo mohou byt separovany
a pak analyzovany. Vyslednd hmotnostni a fragmentacni spektra peptidl jsou podrobena

databdzovému prohledavani.

(pokud za nimi nendsleduje prolin) [14].
Jedna z vyhod této metody je, Ze pfi apli-
kovani vzorku na gel dochazi k ¢astec-
nému odstranéni pfipadnych necistot.
Naopak nevyhoda je mozné zachyceni
peptidl v matrici gelu a také problema-
ticka robotickd pfiprava vzorkd.

Metoda Stépeni in-solution umoznuje
stépit komplexni smés proteinl pfimo
v roztoku. Pro extrakci proteind jsou vy-
uzivana silnd chaotropni ¢inidla, jako je
mocovina. Jedna se o metodu, ktera je
mnohem snadnéji automatizovatelna
oproti in-gel $tépeni. Casto je nasledo-
vana dvoudimenzionalni chromatogra-
fickou separaci [7].

FASP kombinuje vyhody predcho-
zich dvou metod. Biologicky vzorek je
kompletné solubilizovén za pomoci de-

tergentu. Nasledné je pfenesen na filtr,
¢imz Ize detergent vyménit za vhodny
pufr kompatibilni s proteolytickym 3té-
penim. Protein je posléze $tépen na fil-
tru protedzou a dochdzi k uvolnéni
peptidl [7].

Specifickou bottom-up strategii je
tzv. shotgun, jehoz cilem je ziskat co nej-
vétsi mnozstvi peptidl a tedy i protein(.
Proteinovy lyzat bez jakékoliv frakcio-
nace je $tépen v roztoku a nasledné je se-
parovan a analyzovan pomoci LC-MS/MS.

Peptidy ziskané Stépenim protein(
jsou odsoleny a zakoncentrovany, poté
je lze méfit pomoci MS. Pro relativné jed-
noduché peptidové smési, které vznikly
Stépenim jednoho ¢i nékolika pro-
teind, se obvykle uplatiuje analyza po-
moci MALDI-MS/MS. Pro méreni vzork(

vzniklych $tépenim komplexnich pro-
teinovych smési se pak predevsim vyu-
Ziva LC-ESI-MS/MS [4,11] nebo Ize zvolit
i LC-MALDI-MS/MS pfistup.

Top-down pristup

Jednd se pfistup, ktery je zaloZzen na ana-
lyze proteinu ¢i jednoduché proteinové
smési separované z komplexniho vzorku
bez pouziti enzymatického $tépeni pro-
teind na peptidy. Obecné je analyza
intaktniho proteinu méné ucinna nez
méfeni peptid(. Nabizi vak urcité moz-
nosti nedosazitelné na Urovni peptidd.
Analyzou peptidl je totiz jen zfidka
docileno kompletniho pokryti sek-
vence proteinl, ¢imZ se omezuje moz-
nost zkoumat mistné specifické mutace
a posttransla¢ni modifikace jednotlivych
proteiny, které mohou byt dllezité pro
biologickou funkci [5,13]. Daldi vyhoda
této techniky je, Ze poskytuje pfesnou
molekulovou hmotnost; nicméné vétsi
proteiny jsou prevazné heterogenni, sta-
noveni presné molekulové hmotnosti je
tedy znacné obtizné.

Pro analyzu proteinu je potfeba vyso-
korozlisovaci MS s vysokou presnosti mé-
feni (napf. fourier transform ion cyclotron
resonance - FTICR, LTQ-Orbitrap). Spravna
volba je pouziti ESI ioniza¢ni techniky,
pficemz solubilizaci proteinu pro ESI Ize
podpofit kyselinou mravenci [4]. MALDI
ionizace ma pro proteiny vétsi nez 30 kDa
obecné nizkou citlivost.

Zpusoby hmotnostné
spektrometrické analyzy

a procesovani namérenych dat
Existuji dva zplsoby méfeni peptidd
a proteind pomoci hmotnostni spektro-
metrie. Prvni je pfimé méfeni vzniklych
peptidl, ziskanych $tépenim proteinu
z gelu. Identifikace nasledné probihd me-
todou peptidového mapovani (peptide
mass fingerprinting — PMF) [15]. Druhy
zpUsob vyuzivd tandemové hmotnostni
spektrometrie, je tedy potieba narocnéjsi
pristrojové vybaveni se dvéma analyza-
tory a kolizni celou. Identifikace je usku-
te¢néna peptidovym sekvencovanim [4].

Metoda peptidového mapovani

Peptidy vzniklé enzymatickym Stépe-
nim proteinu ve vzorku jsou ionizovany,
separovény a detekovany pomoci MS,
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Obr. 3. Pfi tandemové hmotnostni spektrometrii dochazi k izolaci peptidu ze smési peptidi v prvnim hmotnostnim analyzatoru.

Vybrany peptid je nasledné v kolizni cele fragmentovén, vzniklé fragmenty jsou poté separovény a méfeny v druhém hmotnostnim

analyzatoru.

pficemZz PMF byva predevsim spojena
s pfistroji typu MALDI-TOF. Ziskané hmot-
nostni spektrum peptidd predstavuje
specifickou charakteristiku proteinu. Hod-
noty m/z odectené z hmotnostniho spek-
tra peptidl Ize porovnat za pomoci spe-
cidlnich vyhodnocovacich programf
s teoreticky predpovézenymi hmotnostmi
peptidd, jez jsou obsazeny v pouzité data-
bézi. Na zékladé shody experimentalnich
a teoretickych databazovych hodnot m/z
se da ke spektru s urcitou jistotou pfifa-
dit protein. V nékterych pfipadech vsak
neni mozné pouze z hmotnostniho spek-
tra peptidl protein identifikovat. V tomto
pfipadé se pfistupuje k tandemové hmot-
nostni spektrometrii.

Tandemova hmotnostni
spektrometrie

Pfi tandemové hmotnostni spektromet-
rii ionty vstupuji do prvniho hmotnost-
niho analyzatoru, kde nejprve dochazi
k selekci a izolaci peptidového iontu
ze smési. Nasledné je vybrany pepti-
dovy prekurzor fragmentovan v kolizni
cele, vzniklé fragmenty jsou separovany
a méreny v druhém hmotnostnim analy-

zatoru (obr. 3) a tam je naméfeno frag-
mentacni spektrum peptidu. Fragmen-
tace muUze byt uskutec¢néna pomoci
kolizni energie (collision induced disso-
ciation - CID, popf. high energy colli-
sion induced dissociation - HCD), zachy-
tem elektrond mnohondasobné nabitymi
ionty peptidd, proteind (electron cap-
ture dissociation - ECD) nebo reakci
peptidovych kationtd s fluorantheno-
vym aniontem (electron transfer disso-
ciation — ETD). Peptidy obvykle byvaji
fragmentovény pomoci CID fragmen-
tace [16,17]. Pro specidlni aplikace napf.
fosfoproteomika, ¢i kvantifikace se vsak
uplatiiuje HCD a ETD fragmentace [18].
Pro proteiny se z fragmentacnich tech-
nik pouziva predevsim ECD [19] nebo
ETD [20,21] fragmentace.

Hmotnostné spektrometrické méreni
proteomickych vzorkl je obvykle rea-
lizovano ve zpusobu data-dependent,
kdy izolovény a fragmentovany jsou po-
stupné nejintenzivnéjsi peptidové ionty
ziskané z predeslého MS skenu [5].

Fragmentacni spektra peptidd jsou
pak procesovana pomoci specialnich
vyhodnocovacich programd (napf. Pro-

teom Discoverer, Protein Pilot). Nej-
vice rozsifené je databdzové vyhleda-
vani, které experimentalni hmotnostné
spektrometricka data porovnava s pre-
dikovanymi [16,17]. K tomuto Gcelu Ize
pouzit vyhledavaci algoritmy, jako jsou
napf. Mascot, Sequest. Velmi dllezité je
spravné zadani viech kritérii tykajicich
se pripravy vzorku, chemické modifikace,
které se mohou vyskytovat béhem mé-
feni a tim modifikovat m/z hodnotu iont
(napt. oxidace, acetylace, karbamidome-
tylace), specifikace MS (napt. typ frag-
mentace, ionizace, analyzatoru, tolerance
prekurzorové a fragmentové hmoty) a vy-
brat databazi (napf. NCBI, Swissprot) [22].
Po dokonceni prohledavani je vygenero-
van seznam proteind, jez byly ve vzorku
nalezeny. Ddle jsou zde uvedeny jiné in-
formace, mezi néz patii napf. skore, které
je vypocteno podle shodnych experi-
mentalnich a teoretickych hmotnosti
peptidu, a dale také procentudlni hodno-
ceni pokryti sekvence proteinu.

Zavér
Hmotnostni spektrometrie od svého po-
¢atku do soucasnosti prosla zna¢nym
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vyvojem. V poslednich letech se jeji té-
Zi$té presouva z pole chemického do bio-
logickych sfér, kde se uplatiuje pfi za-
kladni charakterizaci proteomu a nabizi
presnéjsi pohled do biologickych procest
bunék ¢i organizmud. Dnes pouzivané
proteomické technologie dovoluji identi-
fikovat, kvantifikovat a charakterizovat az
tisice proteinl ve vzorku. | pfes neustaly
pokrok je tato analytickd metoda pro bio-
logické ucely omezena. Z dlivodu vysoké
slozZitosti biologického vzorku totiz neni
mozné identifikovat vSechny proteiny
podilejici se na procesech v burice. V bu-
doucnu se vsak da predpokladat dalsi
rozvoj hmotnostni spektrometrie, ¢imz
bude umoznéna detailnégjsi identifikace
a charakterizace proteomd.
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Souhrn

Vyvoj diagnostickych a terapeutickych pfistupl v onkologii vyzaduje, kromé jiného, citlivé
kvantitativni pfistupy pro stanoveni protein( souvisejicich s nadorovymi procesy v klinickych
vzorcich. V tomto ¢lanku jsou predstaveny nové kvantitativni metody cilené proteomiky. Hlavni
potencidl metod monitorovani vybranych reakci (SRM) a pseudo-SRM spociva v kvantifikaci
predem vybranych protein( ve vétsich souborech vzork( s vysokou citlivosti a selektivitou, ¢imz
predstavuji alternativu ke stavajicim imunochemickym pfistuptm. Potencidl HRM a SWATH
spociva naopak v ziskavani digitalnich proteomickych fingerprint(, z nichz je nasledné mozné
extrahovat kvantitativni proteomicka data na podobném principu jako u SRM. Clanek pred-
stavuje aplikace uvedenych metod v fadé studii z oblasti onkologického vyzkumu, kde byly
pouzity ke stanoveni a validaci stavajicich i nové navrhovanych proteinovych biomarkerd a pfi
studiu jejich Ulohy v mechanizmu vzniku a vyvoje nador(.

Klicova slova
proteomika — monitorovani vybranych reakci — onkologie - SWATH - biomarkery — moleku-
larni diagnostika

Summary

Development of novel diagnostic and therapeutic approaches in cancer research requires sen-
sitive and quantitative assays for determination of cancer-associated proteins in clinical samp-
les. Novel quantitative targeted proteomic approaches are overviewed in this communication.
A major advantage of selected reaction monitoring (SRM) and pseudo-SRM lies in the selective
and sensitive quantification of selected proteins in large sample sets. As such, they represent
an alternative to immunochemical approaches. On the other hand, the potential of HRM and
SWATH lies in recording of digital fingerprints, which enable post-acquisition quantitative pro-
teomic data mining on a similar basis to SRM. This article shows applications of targeted pro-
teomics in a number of cancer research studies where they were used for quantification and
validation of current or potential protein biomarkers and to study their role in cancer develop-
ment and progression.

Key words
proteomics - selected reaction monitoring — oncology — SWATH — biomarkers — molecular
diagnostics
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Uvod
Nové poznatky z oblasti molekuldrni
biologie nadorl jdou ruku v ruce s vy-
vojem novych citlivych metod, které
umoziuji nové analyzy na urovni ge-
nomu, transkriptomu i proteomu a jako
celek podavaji komplexni obrazek o bio-
logickych procesech v bunce. Proteiny
jsou nejen stavebnimi prvky Zivych or-
ganizmd,, ale i zakladnimi biologickymi
katalyzatory, reguldtory a prostfedniky
bunécné signalizace. Hladiny proteind,
jejich modifikace a funkce se tak odrazi
v zékladnim stavu buriky, jejich fyziolo-
gickych reakcich na okolni podminky
i patologickych procesech véetné ma-
ligni transformace. Rozvoj proteomic-
kych metod a soucasné porovnavani vy-
sledného stavu proteomu se zakladni
informaci obsazenou v genomu a re-
gulaci exprese na urovni transkriptomu
umoznuji komplexné charakterizovat
biologické procesy v burice. Charakte-
rizace proteinl a jejich kvantifikace je
tedy jednim z predpoklad( rozvoje no-
vych diagnostickych a terapeutickych
pfistupt u nddorovych onemocnéni za-
lozenych na nové ziskanych systémové
biologickych poznatcich [1,2].
Proteomika je védni smér, ktery se
zabyva identifikaci a kvantifikaci pro-
teinG v rliznych biologickych systémech,
a predstavuje tak nastroj k pochopeni
slozitych bunécnych procesl. V ramci
proteomiky lze rozliSit dva zdkladni
sméry: 1. tzv. necilenou proteomiku,
ktera se zaméfuje na identifikaci novych
proteinovych cilll v souvislosti s uré¢itym
biologickym stavem, napf. onemocné-
nim (srovnani vzork( pacientd s dobre
definovanou diagnézou a zdravych je-
dinct); 2. tzv. cilenou proteomiku, ktera
se zaméruje na jeden konkrétni protein
a jeho biologickou ulohu. Pro rozvoj ci-
lené proteomiky hraje zasadni roli moz-
nost citlivé, specifické a mezilaboratorné
dobre reprodukovatelné kvantifikace
studovaného proteinu. V této oblasti
dosud dominuji pfevdzné imunoche-
mické pfistupy (western blotting spo-
jeny s imunodetekci, ELISA), které jsou
zavislé na dostupnosti kvalitnich a speci-
fickych protilatek. Principialné zcela od-
lisnd technika hmotnostni spektromet-
rie (mass spectrometry — MS) v posledni
dobé nabizi alternativni pfFistupy cilené

kvantifikace proteind na bazi vybranych
proteotypickych peptidd, jejichz pred-
staveni je predmétem tohoto clanku.
Vychézi pfitom ze zkusenosti s technicky
ekvivalentnim pfistupem pro MS kvan-
tifikaci nizkomolekuldrnich latek, ktery
je fadu let vyuzivan v oblasti farmaceu-
tické a forenzni analyzy [3,4]. Jelikoz
metodicky vyvoj v této oblasti dosahl
urovné potifebné k béznému uplatnéni
v biologickém vyzkumu véetné onkolo-
gického, byla cilenad proteomika vyhod-
nocena c¢asopisem Nature Methods jako
metoda roku 2012 [5].

Zakladni metodou cilené proteo-
miky je tzv. monitorovani vybranych
reakci (selected reaction monitoring -
SRM), o niz jsme podrobné referovali jiz
drive [6], dale viz [7,8]. Pomoci metody
SRM lIze kvantifikovat az desitky predem
vybranych proteind v ramci jedné ana-
lyzy a diky Sirokému linedrnimu dyna-
mickému rozsahu je tak mozno stano-
vit proteiny obsazené v mnozstvi 45 az
1,3 X 106 kopii na bunku v jedné ana-
lyze [9]. Je vSak nezbytné mit pro dané
proteiny optimalizované metody, coz
znamend predevsim vybrané kombi-
nace proteotypickych peptidd a jejich
specifickych fragment(, které posky-
tuji dobry signal. SRM se bézné provadi
na relativné jednoduchych hmotnost-
nich spektrometrech typu trojity kva-
drupdl (QQQ) nebo hybridnich systé-
mech typu trojity kvadrupoél-linedrni
iontova past (QTRAP). Se zvysuijici se cit-
livosti vysokorozliSovacich hmotnost-
nich spektrometrd (Orbitrap, QExactive,
moznosti cilené kvantifikace i na této
slozitgjsi, ale univerzalngjsi instrumen-
taci. V tomto ¢lanku se proto budeme
vénovat cilené kvantifikaci na hmot-
nostnim spektrometru TripleTOF 5600+,
ktery byl nedavno instalovan na praco-
visti RECAMO Masarykova onkologic-
kého ustavu a ktery umoznuje provadét
také sbér digitalnich fingerprintl po-
moci metody HRM (hyper reaction mo-
nitoring) neboli SWATH (sequential win-
dowed data independent acquisition of
the total high resolution mass spectra).
Z téchto fingerprintl Ize nasledné, tieba
nékolik let po provedené MS analyze,
extrahovat kvantitativni data pro poz-
déji zvolené proteiny naseho zajmu.

To stavi proteomiku do zcela nového
svétla jako nastroje pro ziskani zcela no-
vych proteomickych dat z fyzicky jiz ne-
dostupnych vzork(, coz zddnd z dosud
dostupnych metod neumoziuje. Oba
pfistupy maji velky potencial pfi verifi-
kaci a validaci potencidlnich biomarker(
nadorovych onemocnéni a pfi kvanti-
fikaci vybranych protein(i v rdmci stu-
dii zamérenych na studium biologické
Ulohy protein( in vitro a in vivo.

Priprava vzorki pro cilenou
proteomiku a chromatograficka
separace

Analyza vzorkd pomoci cilené proteo-
miky probihd podobné jako bézna pro-
teomickd LC-MS analyza s tim, ze pfi
pfipravé vzorku je tfeba zohlednit jeho
charakter a typ pouzité kvantifikace.
Proteiny se extrahuji ze zmrazenych ¢i
archivovanych tkani, pfipadné z bio-
logickych tekutin. Vzorky analyzované
v rdmci onkologického vyzkumu jsou
obecné velmi komplexni. U vzorkd typu
sérum nebo plazma se proto nékdy pro-
vadi imunochemické odstranéni pro-
teinl o velmi vysoké koncentraci. Pro
proteiny o nizké koncentraci Ize pro-
vést naopak obohaceni pomoci proti-
latky vuci cilovému proteinu [8], ktera
zvysuje citlivost pfistupu, pficemz spe-
cifita zGstava zajisténa MS identifikaci;
tento pfistup se pak oznacuje jako ,im-
muno-SRM” [10]. DullezZitou otazkou je
pridavek izotopové znacenych peptidl
zajistujicich presnou kvantifikaci. Pro
SRM se pfidavaji izotopové znacené pro-
teotypické peptidy o zndmé koncen-
traci, které sekvenci odpovidaji pepti-
ddm z kvantifikovanych proteind [11].
Pro HRM a SWATH jsou naopak obvykle
pfidavany smési ovérenych peptidd, jez
slouzi ke kalibraci reten¢nich ¢asl u na-
sledné chromatografické separace a zvy-
Suji tim spolehlivost celého pfistupu.
Ziskany proteinovy extrakt je reduko-
van, alkylovan a $tépen trypsinem, ktery
specificky stépi proteiny na C-strané ly-
sinu a argininu, pokud nendsleduje pro-
lin. Peptidové smési jsou separovany na
principu reverzné fazové chromatogra-
fie on-line propojené do hmotnostniho
spektrometru. Lze vsak pouzit i dvoj-
rozmérnou (2D) chromatografickou se-
paraci [12], kterd snizuje komplexitu
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vzorku, interference a limity detekce,
prodluZuje ale dobu experimentu. Chro-
matografii separované peptidy vstupuji
do (nano)elektrospreje, kde vlivem vy-
sokého napéti dochazi k jejich ionizaci,
nabité ionty poté vstupuji do hmotnost-
niho spektrometru.

Princip SRM a p-SRM

Zakladni princip SRM méfeného v hmot-
nostnim spektrometru typu trojity kvadru-
pdl spociva ve vybéru peptidového iontu
(prekurzorového iontu) v prvnim hmot-
nostnim analyzatoru (kvadrupol QT).
Peptid je nasledné fragmentovan v kva-
drupdlu Q2, specifické peptidové frag-
menty (produktové ionty) jsou pak vy-
filtrovany diky nastaveni kvadrupélu Q3
(obr. 1A, B), kterym tyto prochdzi na de-
tektor [13]. Pfi SRM se tedy kvantifikuji ur-
¢ité vybrané peptidy, typické pro dany
protein. Z kvantitativnich dat téchto pep-
tidd se poté vypocitd kvantifikace ce-
I[ého proteinu. Modifikovany pfistup ci-
lené kvantifikace u vysokorozlisovaciho
hmotnostniho spektrometru typu Tri-
pleTOF se oznacuje jako pseudo-SRM
(p-SRM). Modifikace spociva v tom, Ze na-
misto méreni jednotlivych pfedem vybra-
nych fragmentl peptidl je méreno celé
peptidové spektrum pomoci analyzatoru
Jtime-of-flight” (TOF). Vyhodou tohoto
pfistupu je jednodussi vyvoj metod pro
kvantifikaci konkrétnich peptidd a lepsi
kontrola selektivity, nevyhodou je horsi
citlivost ve srovnani s pfistroji typu QQQ
nebo QTRAP obdobné generace.

Princip HRM/SWATH

Metoda HRM neboli SWATH je modi-
fikaci metody p-SRM. Zatimco pfi mé-
feni metodou p-SRM jsou pro ziskdvani
spekter vybirdny pouze urcité peptidy
typické pro proteiny naseho zajmu, me-
toda SWATH je navrzena k ziskani digi-
talniho fingerprintu, z néhoz Ize pozdéji
vycist kvantitativni data az pro néko-
lik tisic peptidG. Pro sbér SWATH digi-

talnich fingerprintl se skalam/z rozdéli

na okna o $ifce typicky 25 Da. Kvadru-
pol Q1 funguje jako hmotnostni filtr,
ktery postupné propousti ionty o urci-
tém rozsahu m/z do kolizni cely (obr. 1C).
Nejedna se zde o jednotlivé ionty, jak je
tomu v piipadé SRM a p-SRM (Sitka okna
0,7 Da, obr. 1A, B), ale oblasti m/z o Sitce

e N
1a Princip SRM metody
lontovy zdroj hmotnostni hmotnostni
| | | filtr kolizni cela filltr detektor
o “
> o-:-- .
viechny prekurzorove peptldy

produktové ionty

prekurzorové o zvoleném m/z o zvoleném m/z
peptidy (okno 0,7 Da)
1b Princip p-SRM metody
iontovy zdroj hmotnostni TOF
kolizni cela detektor

analyzator

H’ filtr
|
o ° \ /. ]

O ="
- OO |:{>O\ ‘0 — 4 ‘o
' Q1 | Q2

viechny prekurzorové peptidy produktové
prekurzorové o zvoleném m/z ionty vzniklé z jednoho
peptidy (okno 0,7 Da) prekurzorového peptidu
1c Princip SWATH metody
iontovy zdroj hmotnostni TOF
‘ ’ ’ filtr kolizni cela analyzator detektor
—:I\ | ] |
0 ]
/ ®
—> 0o >
' ®
—:l | |
viechny viechny prekurzorove produktové ionty vzniklé
prekurzorové peptidy postupné ze viech prekurzorovych
peptidy po 25 Da oknech peptidd ve 25 Da okné

\_
Obr. 1. Schéma hmotnostnich spektrometrl pracujicich v rezimech SRM, p-SRM
a SWATH/HRM.

Peptidy jsou separovany kapalinovou chromatografii, odkud vstupuji do iontového zdroje,
kde jsou Gc¢inkem vysokého napéti ionizovany. Nabité peptidy pokracuji do hmotnostniho
spektrometru. A.V SRM metodé filtruje kvadrupél Q1 pouze vybrané prekurzorové ionty (pep-
tidy) o zvoleném poméru hmotnost/ndboj (m/z), které pak pokracuji do kolizni cely (Q2), kde
jsou fragmentovany za vzniku produktovych iontl (specifickych peptidovych fragmentt).
Kvadrupol Q3, podobné jako Q1, zde funguje na principu hmotnostniho filtru a propousti na
detektor jen vybrané produktové ionty. B. Metoda p-SRM se od SRM v principu lisi v posled-
nim hmotnostnim analyzatoru, kterym je analyzator doby letu (time-of-flight —- TOF). Zde do-
chazi k analyze viech vzniklych produktovych iontl na zékladé doby priletu k detektoru, ni-
koli jen vybranych. C. V pfipadé metody SWATH/HRM kvadrupél Q1 postupné propousti do
kolizni cely nikoliv jednotlivé prekurzorové ionty (peptidy), ale soubory peptidd spadajicich
do oblasti m/z (SWATH okna) o sitce typicky 25 Da. Vsechny propusténé ionty jsou pak frag-
mentovany v kolizni cele (Q2) a analyzovany pomoci analyzatoru doby letu (TOF).

25 Da. Takto je v pribéhu LC-MS ana-
lyzy v kratkych cca 3 s trvajicich cyklech
opakované analyzovéna vzdy celd ob-

last m/z spektra, coZz umoznuje ziskavat
kvantitativni data pro viechny deteko-
vatelné peptidy ve vzorku.
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Obr. 2. Princip metody SWATH/HRM.

Metoda je zalozena na kvantifikaci produktovych iontl vzniklych fragmentaci vSech prekurzorovych ionttd (peptid(l) v tzv. SWATH ok-
nech. SWATH okna jsou Useky Skaly m/z nej¢astéji o Sifce 25 Da (napf. pfi zvoleném hmotnostnim rozsahu m/z = 400-1 100 Da se po-
stupné méfi 28 SWATH oken v rdmci jednoho cca 3 s trvajiciho cyklu). Vysledkem méreni kazdého SWATH okna je MS/MS spektrum na
pravé strané obrazku. Chromatogram dole znazornuje koeluci produktovych iontl rliznych peptid zndzornénych rdznymi barvami.
Data z chromatogramu se poté vyuziji ke kvantifikaci peptidG a proteint ve vzorku. Zdroj: ABSCIEX, se svolenim, upraveno dle [27].

Aplikace cilené proteomiky

v onkologickém vyzkumu

SRM je jednou z nejcitlivéjsich kvantita-
tivnich metod hmotnostni spektromet-
rie.V soucasnosti ziskava nenahraditelné
postaveni v oblasti validace protein(,
které by mohly hrat dlohu biomarkert
biologickych stav(. Naptiklad Fortin et
al [14] pouzili SRM v kombinaci s imuno-
depleci vzorku pro stanoveni klinicky ru-
tinné uzivaného markeru, prostatového
specifického antigenu (PSA), v sérech
pacientl s benigni hyperplazii prostaty
a pacientd s nadory prostaty. Vysledky
ukazaly dobrou korelaci vysledkl uve-
deného pfistupu cilené proteomiky
a bézné uzivaného ELISA testu [14].
Hembrough et al [15] s pomoci SRM pfi-
stupu kvantifikovali epidermal growth
factor receptor (EGFR) v bunkach linie
odvozené z naddoru plic fixované v para-
finu a ukazali dobrou shodu mezi daty
ziskanymi EGFR-SRM a ELISA daty ze
vzork( nefixované kultury. Déle demon-
strovali moznost SRM stanoveni EGFR ve

vzorcich mikrodisekovanych z formali-
nem fixované tkané xenograftd a tkani
nemalobunééného karcinomu plic. Bylo
prokézano, ze ziskana data jsou velmi
specifickd pro EGFR a jednoznacné odli-
Suji kvantifikaci EGFR od kvantifikace dal-
Sich pfibuznych proteint (napt. IGF-1R,
cMet, Her2, Her3 a Her4) [15]. Metoda
SRM ma dale potencidl ve validaci no-
vych potenciélnich biomarkerd. Hladiny
tii z péti SRM validovanych proteinl
(14-3-30, gelsolin, lumican, transgluta-
minasa 2 a tissue inhibitor of metallopro-
teinase 1) vykazaly schopnost odliseni
nadorl pankreatu od kontrol v daném
souboru pacientl, pticemz nejlep-
Sich vysledk( bylo dosazeno pro gelso-
lin [16]. Podobné byla testovéna véasna
detekce hepatocelularniho karcinomu
u pacientd po infekci hepatitidou C.
V souboru 50 pacientd byly skupiny pa-
cientl s nadorem a bez nadoru jedno-
znacné rozliseny pomoci hladin apolipo-
proteinu A1 stanovenych pomoci SRM,
pficemz data byla potvrzena dalsimi ne-

zavislymi metodami [17]. Pro vyvoj sta-
noveni novych proteind pomoci SRM
jsou dale vyvijeny nové rychlejsi a efek-
tivnéjsi pfistupy. Jeden z nich [18] umoz-
nil vyvoj metod pro kvantifikaci jak kli-
nicky rutinné uzivaného markeru nadort
vaje¢niku, CA125, tak i dalSich zvazova-
nych biomarkerd (beta-2-mikroglubulin,
apolipoprotein A1, transthyretin a trans-
ferrin). Vyvinuté metody jsou k dispo-
zici ve formé verejné pristupné SRM
knihovny [18].

V signalizaci u nddorovych procest
maji velky vyznam posttransla¢ni mo-
difikace proteind, jako je fosforylace, ale
také acetylace ¢i glykosylace. Wolf-Yadlin
et al [19] demonstrovali velmi efektivni
SRM pfistup pro analyzu fosforylaci na
222 fosforyla¢nich mistech proteinli po
stimulaci bunék EGF. Bylo pfitom iden-
tifikovdno a sledovano 31 fosforyla¢-
nich mist, kterd dosud s EGF stimulaci
nebyla spojovana. Publikovany pfistup
umoznuje rutinni analyzu stovek fos-
foryla¢nich mist za rdznych volitelnych
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biologickych podminek [19]. Griffiths
et al [20] dale zjistili, Ze metoda SRM je
10nasobné citlivéjsi v porovnani s ostat-
nimi metodami pro sledovani acetylace,
a timto zpUlsobem byli schopni identifi-
kovat pét novych acetyla¢nich mist u cy-
tokeratinu 8 [20]. Hilsmeier et al [21]
studovali pomoci SRM vrozenou poru-
chu glykosylace. Cilené se zaméfili na
glykosylace u a-T-antitrypsinu a trans-
ferrinu a pomoci SRM zjistili vztah mezi
snizenou glykosylaci a zadvaznosti CDG
syndromu [21]. Glykosylace maji rovnéz
vyznam z toho ddvodu, Ze fada sekreto-
vanych proteind pouzitelnych jako nein-
vazivni biomarkery je glykosylovanych.

Aplikace metody HRM/SWATH

v onkologickém vyzkumu

Metoda SWATH umoznuje i zpétnou
kvantifikaci véech detekovatelnych pro-
teinl ve vzorku [22] z namérenych di-
gitalnich fingerprintd. Jelikoz se jedna
o metodu velmi novou, pocet publikova-
nych praci je zatim omezeny a ty se za-
méfuji pfevazné na strukturni a funkéni
studie protein na molekuldrni Grovni.
Doposud byla metoda SWATH Uspésné
vyuzita ke studiu Her-2/neu receptoru
(ErbB2) a jeho fosforylované a acetylo-
vané formy [23]. Potencial metody SWATH
byl téZ demonstrovan na vzorcich lidské
plazmy ziskanych od zdravych jedincg,
v nichz bylo cilené sledovano 41 N-gly-
kopeptidi pomoci metod SWATH a SRM.
V obou posledné jmenovanych studiich
bylo zjisténo, ze SWATH ma sice nizsi cit-
livost v porovnéni se SRM, vyvoj kvan-
tifikacnich metod vsak trva krat$i dobu
a metoda umoznuje kvantifikovat pod-
statné vice proteinli v jednom béhu.
Reprodukovatelnost SRM a SWATH byla
podobna [24]. SWATH m(ze najit uplat-
néni také ve funkénim studiu pronado-
rovych procesu, konkrétné pfi charak-
terizaci protein-proteinovych interakci.
V této oblasti byl studovén vliv stimu-
lace PI-3K/AKT signalni drahy na inter-
aktom proteinu 14-3-3(. Vzorky byly
ptipraveny pomoci ,pull-down” afinitni
purifikace, kterd byla provadéna v rlz-
nych ¢asech po pfidani IGF1 (insulin-like
growth factor 1 - stimulator PI-3K/AKT
drahy). Vysledky dynamicky popisuji in-
teraktom proteinu 14-3-3(3 pfi aktivaci
zminéné drahy, pricemz bylo identifiko-

vano nékolik skupin interagujicich pro-
teind, jez vykazovaly zcela odlisné cho-
vani v odpovédi na stimulaci [25]. V jiné
studii se autofi zaméfili na charakte-
rizaci zmén protein-proteinovych in-
terakci souvisejicich s mutacemi cyk-
lin dependentni kindzy 4 (CDK4), které
se vyskytuji u melanomG. Metoda
AP-SWATH odhalila 17 proteind, jez ve
zvysené mife interagovaly s mutant-
nimi formami CDK4 v porovnani s wild
type formou proteinu. Interakce mu-
tantnich forem CDK4 s Hsp90 proteiny
(Hsp90a, Hsp90p) byly zvyseny trojna-
sobné v porovnani s wild type. Mutantni
formy CDK4 naopak téméf neinterago-
valy s INK proteiny (p15INK, p16INK,
p18INKa p19INK - polypeptidové inhibi-
tory CDK4) v porovnani s wild type [26].
Z uvedenych vysledku Ize fici, ze metoda
SWATH je robustnim pfistupem pro cha-
rakterizaci zmén v posttranslacnich mo-
difikacich proteinl a jejich protein-pro-
teinovych interakcich, ktery nevyzaduje
pouziti znaceni. V soucasné dobé prova-
déné studie se rovnéz zaméruji na kon-
cept digitalizovanych biobank, ktery by
z jedenkrat namérenych dat metodou
SWATH umoznil v budoucnu kdykoliv
extrahovat jakékoliv dostupné kvantita-
tivni proteinové informace.

Zaveér

Experimentadlné ndrolné proteomické
techniky vykazuji v poslednich le-
tech metodicky rozvoj, ktery stéle vice
umoziuje splnit predstavy Iékaf(, bio-
logl a daldich vyzkumnych pracovnikd.
To odrdzi zejména stéle se zvysujici podil
proteomu, jenz muze byt rutinné sledo-
van. Nové metody cilené kvantifikace
pfispivaji vyraznym zlepsenim k repro-
dukovatelnosti, kvantifikovatelnosti a ke
zvyseni poctu vzork(, které mohou byt
zafazeny do proteomickych studii. Zde
prezentované prace ilustruji Uspésné ap-
likace cilené proteomiky v oblasti on-
kologického vyzkumu, jez v mnoha pfi-
padech sméfuji k redlnému uplatnéni
v klinické praxi. Laboratof hmotnostni
spektrometrie Masarykova onkologic-
kého tstavu s hmotnostnimi spektrome-
try TripleTOF 5600+ a Orbitrap ELITE je
pfipravena, ve spolupraci se specialisty
napfi¢ obory, k tomuto Usili vyznamné
prispét.
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Analyza fosfoproteinov a signalnych drah
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Suhrn

Fosforylacia proteinov ma klti¢ovu tlohu v regulécii bunkovych signalnych drah. Je zahrnuta vo
vadsine bunkovych dejov, v ktorych suhra medzi kindzami a fosfatdzami prisne kontroluje bun-
kové deje ako napr. proliferaciu, diferenciaciu a apoptézu. Chybné alebo pozmenené signalne
drahy sa mnohokrat podielaju na vzniku réznych chorob, ¢o iba zdoraznuje doélezitost Studia
fosfoprotedmu. Abundancia fosfoproteinov je v protedme casto velmi nizka a na ich analyzu
su potrebné vysoko citlivé a $pecifické pristupy. Metédami kvantitativnej proteomiky je mozné
analyzovat zmeny v abundancii jednotlivych proteinov a ich posttranslacnych modifikaciach
a nasledne i v signdlnych drahach buniek. V tomto ¢lanku sa venujeme kvantitativno-proteo-
mickym metddam, ktoré je mozné pouzit pri studiu fosfoproteinov a ich zapojeni do signalnych
dréah.

Klacové slova
proteomika - fosfoproteiny - signalne drahy

Summary

Protein phosphorylation is a key regulator in cellular signaling pathways. It is involved in most
cellular events in which interplay between phosphatases and kinases strictly controls biological
processes, such as differentiation, proliferation and apoptosis. Altered or defective signaling
pathways often result in various diseases, emphasizing the importance of studying the phos-
phoproteome. The abundance of phosphoproteins in the proteome is often very low, which re-
quires specific and highly sensitive approaches. By using quantitative proteomics methods, we
are able to analyze changes in abundance of proteins and their posttranslational modifications
and then changes in signaling pathways. In this review, we describe quantitative proteomics
methods, which could be used for study of phosphoproteins and their connection in signaling
pathways.

Key words
proteomics — phosphoproteins - signaling pathways
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Uvod

Fosforylacia proteinov je jednym z naj-
rozsirenejsich regula¢nych mechaniz-
mov v prirode. Je kfd¢ovym reguldtorom
vnutrobunkovych biologickych proce-
sov a momentalne najstudovanejsou
posttranslacnou modifikdciou protei-
nov. Fosforylaciou je obvykle iniciovana
signdlna transdukcia a 3irené signdly
v signalnych drahach buniek. Je to do-
¢asna a reverzibilna posttransla¢na mo-
difikdcia, ktora vedie k zmendm kon-
formacie, aktivity a interakcii proteinov
vo velmi kratkom ¢asovom useku. Pro-
teinovu fosforylaciu riadia dve skupiny
proteinov: kinazy (fosforyluju proteiny)
a fosfatazy (defosforyluju proteiny).
Casto su fosforylované viaceré rezidua
proteinu, a to vacsinou réznymi kina-
zami. Spomedzi aminokyselin sa u euka-
ryotov moéze fosforylovat serin, treonin,
tyrozin a histidin, ktory je vsak velmi la-
bilny a zriedka identifikovany vo fosfo-
proteomickych studiach.

Pristupy kvantitativnej proteomiky
ndm dovoluju analyzovat zmeny v ex-
presii proteinov (a fosfoproteinov) za
réznych podmienok a taktiez aj urcit
zmenu fosforylacie jednotlivych protei-
nov, ktoré tvoria zdkladnu funkénu jed-
notku signélnych drah.

V porovnani s ostatnymi proteinmi su
fosfoproteiny v bunkach pritomné vo
velmi nizkych mnozstvach, ¢o kompli-
kuje ich detekciu hmotnostnym spek-
trometrom a ndasledné analyzy. Z tohto
dbévodu su potrebné techniky, ktoré
umoziuju obohatenie vzoriek o fos-
fopeptidy (po proteolytickom Stie-
peni proteinov na peptidy) pred hmot-
nostne spektrometrickou analyzou.
»Strong cation exchange chromatogra-
phy” (SCX) [1], ,hydrophilic interaction
liquid chromatography” (HILIC) [2], obo-
hatenie fosfopeptidov oxidom titanici-
tym (TiO2) [3] ¢&i ,immobilized metal ion
affinity chromatography” (IMAC) [1] pa-
tria medzi techniky pomocou ktorych
sme schopni Uspesne izolovat fosfopep-
tidy pred MS analyzou. Naslednd kvapa-
linova chromatografia v spojeni s tan-
demovou MS analyzou (LC-MS/MS) je
vhodny pristup, ktory dovoluje identifi-
kaciu a kvantifikaciu tisicok fosforylac-
nych miest pocas jednej analyzy. Tieto,
ale aj dalsie metdédy a postupy pouzi-

vané vo fosfoproteomickych experimen-
toch budeme blizsie rozoberat v nasle-
dujucej casti ¢lanku.

Metody kvantifikacie
fosfoproteinov

Na kvantifikdciu zmien fosfoproteinov
je mozné pouzit proteomické pristupy
ako napr. ,stable isotope labeling with
amino acids in cell culture” (SILAC) [4],
ktory sa da pouzit iba na zivé bunkové
kultdry. Jedna sa o metabolické znace-
nie aminoyselin, pri ktorom v priebehu
kultivacie dochadza k inkorporacii taz-
kych aminokyselin (znacené stabilné
izotopy lyzinu a argininu) do novosynte-
tizovanych proteinov. Pri tejto metéde je
mozné pouzit tazké izotopy lyzinu a ar-
gininu (R10K8), stredne tazké izotopy
lyzinu a argininu (R6K4) a neznacené,
[ahké médium (ROKO).

Medzi izotopické znacenia fosfopep-
tidov patria napr. ICAT, dimetylové a '®0O
znacenie.

ICAT (isotope-coded affinity tags),
teda thiol-reaktivne molekuly obsahu-
juce tazké alebo lahké izotopy, pred-
stavuje jednu z najstarsich technik [5].
ICAT znacka pozostava z reaktivnej sku-
piny, ktord je orientovand na cystein,
polymerového linkera s 6smimi deu-
tériami a biotinovej skupiny, ktord do-
voluje purifikaciu znac¢enych peptidov.
V ICAT experimente su dva proteinové
pooly denaturované a redukované, cys-
teinové rezidud proteinov su nasledne
znacené fahkym alebo tazkym reagen-
tom. Znacené pooly su potom zmiesané,
precistené od nadbytecného reagentu
a Stiepené vhodnou proteadzou. Peptidy
obsahujuce cystein, nesuce lahku alebo
tazkd znacku su nasledne zachytené po-
mocou avidinovej kolény, cez biotinovu
skupinu na znacke. Peptidy su potom
vyeluované z koldny a analyzované na
MS [6].

Pri dimetylovom znaceni su proteiny
najprv stiepené vhodnou protedzou, ako
napr. trypsin, nasledne su peptidy z roz-
nych vzoriek oznac¢ené dimetylovymi
znackami a analyzované na LC/MS, pri-
¢om rozdiel abundancie dimetylovych
znaciek je pouzity na porovnanie rozdie-
lov v abundancii peptidov vo vzorkach.
Toto znacenie je zaloZzené na reakcii pri-
marnych peptidovych aminov (N-konce

peptidov a epsilonové amino skupiny ly-
zinovych rezidui) s formaldehydom a vy-
tvoreni Schiff bazy, ktord je rapidne re-
dukovand pridanim cyanoborohydridu.
Dimetylové znacenie je mozné pou-
Zit ako triplex, kde je pri znaceni ,lah-
kou znackou” pouzity obycajny formal-
dehyd a cyanoborohydrid, ¢o sposobi
zvysenie hmotnosti o 28 Da na primarny
amin v peptide. Pouzitie denaturova-
ného formaldehydu a obycajného cya-
noborohydridu spdsobi zvysenie hmot-
nosti o 32 Da, ¢o je strednd znacka [7].
Inkorporacia tazkej znacky je dosiahnuta
kombindaciou denaturovaného a *C-zna-
¢eného formaldehydu s cyanoborodeu-
teridom, ¢o vedie k zvySeniu hmotnosti
o036 Da[8].

Znacenie pomocou 0 je relativne
jednoducha, enzymovo-sprostredko-
vana technika znacenia peptidov po-
mocou H, 0. Tento pristup je spojeny
s protedzami 2. triedy, napr. trypsinom,
ktoré katalyzujui vymenu dvoch %O até-
mov za dva 80 atémy na C-terminadlnej
karboxylovej skupine proteolitického
peptidu, ¢o vedie k posunu hmotnosti
0 4 Da medzi 1-krat nabitymi r6zne zna-
¢enymi peptidmi v MST méde [6].

TMT (tandem mass tag) [9] a iTRAQ
(the isobaric tag for relative and ab-
solute quantitation) [10] su izobarické
znacenia fungujuce na velmi podob-
nom principe. V porovnani s tradi¢nymi
kvantifika¢nymi metédami su schopné
pouzitim tandemovej MS analyzy si-
multanne identifikovat a kvantifiko-
vat 6-8 vzoriek. TMT molekula pozos-
tava z reaktivnej skupiny, ktora znaci
primarne aminové skupiny; reportéro-
vej skupiny, ktord udava v MS/MS méde
abundanciu peptidu po zmiesani pep-
tidov; odstiepitelného linkeru, ktory
uvolnuje TMT reporterovy fragment
v MS/MS analyze a hmotnostne norma-
liza¢nej skupiny, ktord vyrovnava hmot-
nostné rozdiely medzi jednotlivymi re-
portérovymi fragmentami na udrzanie
konstantnej celkovej hmotnosti zna-
Ciek v sete [11]. KedZe sa jedna o izo-
barické znacky, kvantifikacia prevedena
v MS/MS maode porovnanim ploch pikov
oznacenych iénov vychadza z fragmen-
tacie znacky, teda rovnaké spektrum je
pouzité na kvantifikiciu a identifikaciu
fosfopeptidu [12].
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Pri label free kvantifikacii su protei-
nové zmesi analyzované priamo a vzorky
sU navzajom porovnané az po samostat-
nych analyzach. Pri tejto metéde nie
su vzorky zmie$ané, teda je mozné do-
siahnut vyssieho proteémového pokry-
tia a neexistuje Ziaden limit v pocte vzo-
riek, ktoré mozu byt porovnavané [13].
Nevyhodou tohto pristupu je nepri-
tomnost formélneho vnutorného Stan-
dardu, ¢o moze viest k vyznamnym
chybdm v individualnych datasetoch.
Tento nedostatok je vSak minimalizo-
vany analyzou niekolkych biologickych
replikatov [6].

Proteolytické stiepenie

Pred hmotnostnou analyzou je potrebné
vzorky upravit tak, aby boli kompatibilné
s meranim na hmotnostnom spektrome-
tri. Prvym krokom je Stiepenie proteinov
na peptidy pouzitim vhodnej protedzy.
Na to, aby mohla proteaza proteiny efek-
tivne Stiepit, je potrebnd ich denaturé-
cia, redukcia a alkylacia. Na denatura-
ciu sa pouzivaju rézne reagencie, napr.
B-merkaptoetanol, SDS. Medzi najviac
pouzivané redukcné Cinidlo patri dithio-
treitol (DTT) alebo Tris (2-carboxyethyl)
phosphine (TCEP), ktoré redukuju disul-
fidové mostiky medzi cysteinovymi sku-
pinami. Nasleduje alkylacia thiolovych
skupin pomocou jédacetamidu (IAA),
ktory zabranuje ich reoxiddcii. Proteiny
sU potom Stepené protedzami na pep-
tidy, ktoré je mozné analyzovat na hmot-
nostnom spektrometri. Pouzivaju sa pro-
tedzy s vysokou Specificitou Stiepenia,
aminokyselinové retazce Stiepia iba za
urcitymi aminokyselinami. Jednou z naj-
beznejsie pouzivanych proteaz je tryp-
sin, ktory Stiepi retazec aminokyselin na
karboxylovej strane lyzinu a argininu, ak
za nimi nenasleduje prolin. Existuje via-
cero postupov, ako proteiny pripravit
na proteolytické stiepenie. Ich vyber za-
visi na type a mnozstve vzorky, kedze pri
niektorych postupoch su starty vzoriek
vdcsie nez pri inych.

Pred vlastnym proteolytickym Stiepe-
nim je potrebné odstranit denaturacny
roztok, ktory nie je kompatibilny s pro-
teolytickymi enzymami, a preto sa za-
miena za roztok mocoviny. Pri filter
aided sample preparation” (FASP) pro-
tokole sa tento krok deje na ,cut off” fil-

tri (10 kDa, alebo 30 kDa), kde prebieha
aj nasledna redukcia, alkyldcia a vlastné
proteolytické Stiepenie. Medzi nevy-
hody tohto postupu patri ¢iastocna
strata vstupného materialu na filtri [14].

Stiepenie v roztoku je postup, pri
ktorom sa do skimavky so vzorkou pro-
teinov postupne pridavaju jednotlivé
roztoky zaistujice denaturaciu, redukciu
a alkylaciu (napr. mocovina, DTT, IAA).
Prebytok alkyla¢ného ¢inidla je nasledne
odstraneny pridanim redukcného ¢i-
nidla, aby sa v hmotnostnom spektre
neobjavovali satelitné peptidové piky
nesuce vzniknuté modifikacie zvysujuce
ich m/z. Nakoniec sa priddva protedza
a roztok NH,HCO,, ktory je s fiou kompa-
tibilny a poskytuje vhodné podmienky
na Stiepenie. V pripade tohto postupu
vstupny material sice zostdva zacho-
vany, ale vietky pridané reagencie zosta-
vaju v roztoku spolu so vzorkou a pred
dalsim krokom je nutné ziskané peptidy
purifikovat [15].

Pri Stiepeni proteinov v géli sa bun-
kovy lyzat najprv rozseparuje na poly-
akrylamidovom géli. Zvac¢sa sa pou-
zivaju denatura¢né 1D alebo 2D
elektroforézy, ktoré separuju denaturo-
vané proteiny podla molekulovej hmot-
nosti (proteiny s najvyssou hmotnostou
putuja v géli najpomalsie), ¢im zaro-
vert umoznuju presné stanovenie mole-
kulovej hmotnosti. Pri 1D elektroforéze
sa proteiny separuju iba podla mole-
kulovej hmotnosti. Pri 2D elektroforéze
sa proteiny rozdeluju najprv podla izo-
elektrického bodu, ¢o je pH, pri ktorom
maju molekuly nulovy naboj, a nepo-
hybuju sa v elektrickom poli [16]. Nasle-
duje ich delenie v druhom smere podla
molekulovej hmotnosti. Najvacsou vy-
hodou tychto postupov je precistenie
proteinov od nizkomolekulovych ne-
Cistot, ako napr. detergentov a zloziek
pufrov, ktoré casto nie su kompatibilné
s naslednou MS analyzou. Na vizualiza-
ciu proteinov sa pouzivaju napr. trifenyl-
metdnové farbivda Coomassie brilliant
blue (R250, G250), ktoré sa viazu na pro-
teiny prostrednictvom van der Waaleso-
vych a elektrostatickych interakcii [17].
NajbeZnejsie pouzivanou je Coomassie
brilliant blue G250, ktora je schopna vi-
zualizovat uz 0,3 ng proteinu v géli.
Komercne su dostupné aj fluorescencné

znacky, napr. Sypro Ruby, Flamingo,
¢i Deep Purple, ktoré maju senzitivitu
okolo 1 ng detekovaného proteinu.
Velmi citlivym pristupom je farbenie
striebrom, pomocou ktorého je mozné
vizualizovat 0,3 ng proteinu. Po farbeni
su jednotlivé bandy vyrezané z gélu,
odfarbené a proteiny Stiepené protea-
zou. Nevyhoda tejto metddy spociva
v strate proteinov nerozpustnych v SDS
pufri a proteinov s nizkou molekulovou
hmotnostou [18].

Separacia peptidov pomocou
kvapalinovej chromatografie
Na rozdelenie komplexnych vzoriek
peptidov ziskanych FASP protokolom
alebo Stiepenim v roztoku, ako aj na od-
stranenie zloziek, ktoré moézu interfero-
vat s dalsimi postupmi, je mozné pouzit
kvapalinovu chromatografiu. High-per-
formance liquid chromatography (HPLC)
mbze byt pouzitd na separaciu peptidov
na zéklade hydrofobicity, naboja alebo
velkosti. Kombinaciou vhodnych analy-
tickych kolén a gradientov je mozné vy-
brat frakcie obsahujuce peptidy a fosfo-
peptidy a dalej ich analyzovat. Vybrané
typy kolén a ich vlastnosti budu popi-
sané v dalej casti:

- Na negativne nabitych funk¢nych sku-
pindch kolény strong cation exchange
chromatography (SCX) sa pri pH 2,7 za-
chytdvaju najma 1-krat fosforylované
+1 kladne nabité fosfopeptidy. V eluo-
vanej frakcii sa nachadzaju multifosfo-
rylované peptidy, preto je nutné eluat
zachytit [1].

- Hydrophilic interaction liquid chro-

matography (HILIC) je vysoko rozliso-

vacia separac¢nd technika, pri ktorej sa
vyuzivaju vodikové interakcie medzi
peptidom a neutrdlnou, hydrofilnou
stacionarnou fazou. Retencia vzrastd
so zvysujucou sa polaritou peptidu.

Vzorky sU nandsané vo faze s vyso-

kym podielom organickych zluéenin

a eluované zvysujucou sa polaritou

mobilnej fazy [2].

Electrostatic repulsion-hydrophilic in-

teraction chromatography (ERLIC) je

separdcia zalozend na anion exchange
chromatography v kombindacii s hyd-
rofilnymi interakciami. Fosfatové sku-
piny su ciasto¢ne ionizované a elek-
trostaticky pritahované k stacionarnej
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faze. Ako prvé su eluované nefosfo-
rylované, monofosforylované a difos-
forylované peptidy, kedZze multifos-
forylované peptidy obsahuju viacero
negativnych nabojov na fosfatovych
skupindch a eluuju sa neskor [19].

Techniky obohacovania vzoriek

o fosfopeptidy

Obohatenie fosfopeptidov je klucovy
krok v priprave vzoriek na identifikova-
nie fosforylovanych aminokyselin. Kon-
centracia fosfoproteinov je v bunke
v porovnani s ostatnymi proteinmi
velmi nizka a su takmer nemeratelné
dostupnymi technikami hmotnostnej
spektrometrie. Fosfopeptidy zle ioni-
zuju, ¢o je doésledkom pritomnosti fos-
fatovej skupiny, ktora je zaporne na-
bita. Tym ovplyvnuje efektivitu ionizacie
a detekcie pri kyslych podmienkach,
ktoré sa pouzivaju pri analyze v pozi-
tivnom maode [20]. Fosfopeptidy byvaju
v spektrach prekryté fragmentmi nefos-
forylovanych/abundantnejsich pepti-
dovych iénov, ktoré maju ovela vyssiu
intenzitu signalu. Na ziskanie/obohate-
nie fosfopeptidov zo vzoriek bolo vyvi-
nutych viacero metdd, ktoré vyuzivaju
vazbu fosfatovej skupiny na matricu.
Medzi najviac pouzivané obohacovacie
metody patria obohatenie fosfopepti-
dov oxidom titanicitym (TiO,), immobi-
lized metal ion affinity chromatography
(IMAC) a sequentional elution from
IMAC (SIMAC).

V pripade TiO, (volné castice s prie-
merom 10 um) dochdadza k vazbe fos-
fopeptidu cez fosfatové OH skupiny za
kyslych podmienok. Uvolnenie tejto
vdzby nastéva za zasaditych podmienok,
pricom uvolnené sui najma monofosfo-
rylované peptidy (multifosforylované
peptidy sa na TiO, viazu s prili$ vysokou
afinitou a ich elucia je velmi obtiazna).
Na TiO, sa méZu viazat aj kyslé peptidy,
¢omu sa da predist znizenim pH kyseli-
nou trifluéroctovou alebo pridanim ky-
seliny dihydrobenzoovej, ¢i mliecnej,
ktoré sa na TiO, viaZu s vys$sou afini-
tou nez kyslé peptidy, ale s nizSou nez
fosfopeptidy [3].

Pri metéde IMAC su i6ny kovov (Fe3*,
AP*, Ga**, Co?") chelatované na castice
pokryté nitrilotrioctovou alebo imino-
dioctovou kyselinou, ¢im vytvaraju sta-

cionarnu fazu, na ktord sa mdézu na-
viazat negativne nabité fosfopeptidy
v mobilnej faze. Tato metdda je vhodna
hlavne pre obohatenie multifosforylo-
vanych peptidov. VaZnym problémom
tohto postupu je nespecificka vdzba
nefosforylovanych peptidov obsahu-
jucich viacnasobne kyslé rezidud ami-
nokyselin, ¢o znizuje selektivitu. Jed-
nou z moznosti ako zvysit selektivitu
tejto metddy je rovnako ako pri TiO,
zniZzenie pH[1].

SIMAC metéda kombinuje vyhody
TiO, a IMAC pristupu. KedZe pri IMAC su
preferen¢ne naviazané multifosforylo-
vané peptidy a pri TiO, monofosforylo-
vané, kombindciou tychto dvoch metod
je mozné dosiahnut jednoduchého obo-
hatenia mono- i multifosforylovanych
peptidov. IMAC je pouzity ako prvy krok,
kde po vazbe nasleduje eltcia monofos-
forylovanych peptidov za kyslych pod-
mienok (pH 1,0) a potom eltcia multi-
fosforylovanych peptidov za bazickych
podmienok (pH 11,3). Daldim krokom je
obohatenie monofosforylovanych pep-
tidov TiO, Casticami [1].

Hmotnostne spektrometricka
analyza

Peptidy (fosfopeptidy) je mozné iden-
tifikovat pomocou MALDI-MS (mat-
rix-aassisted laser desorption/ionization -
mass spectrometry, tj. hmotnostného
spektrometru s ionizadciou pomocou
laseru za ucasti matrice) alebo pro-
strednictvom LC-MS/MS (liquid chro-
matography - mass spectrometry)
s elektrosprejovou ionizaciou. Pri hlb-
Sich fosforyla¢nych studidch je doéle-
zité urcit Specificki aminokyselinu,
ktora bola fosforylovana (miesto fosfo-
rylacie) v danom biologickom experi-
mente. Preto sa vyuziva tandemovéa MS
analyza s collision-induced dissociation
(CID) a electron-transfer dissociation
(ETD) fragmentéciou. Pri CID fragmenta-
cii dochadza k strate fosfatovej skupiny
H,PO, pri fosfoserine a fosfotreonine
a HPO, pri fosfotyrozine. Nedostatkami
tejto metddy su nizka ionizacna efekti-
vita a skord strata labilnej fosfatovej sku-
piny, ¢o ma za nasledok nizky pocet pep-
tidovych fragmentov na identifikaciu.
ETD Sstiepi peptidovu kostru bez odstie-
penia labilnych posttranslacnych mo-

difikacii, ako napr. fosforylacie. ETD ma
vyssiu pravdepodobnost Gspesnej fosfo-
peptidovej identifikicie pre prekurzory
s nizkym m/z a ndbojovym stavom > 2,
kym CID je Uspesnejsia pre dvojnasobne
nabité peptidy a tie s vysokym m/z [21].
Niektoré Studie porovndvajuce ETD
a CID navrhuju vyuzitie oboch metéd
fragmentécie na dosiahnutie komplex-
nej analyzy fosforylacie [21-23].

Analyzovanie dat

Kritickou sucastou vsetkych proteo-
mickych studii je analyza dat, pri kto-
rej sa vyuzivaju bioinformatické a Statis-
tické pristupy. Ziskané MS/MS data su
porovnané s databdzou Uniprot pro-
teome [24] s pouzitim softwarov Mascot
(Matrix Science Inc.) alebo Sequest [25].
Na spracovanie dat, prehladanie data-
baz a kvantitativne vyhodnotenie roz-
dielov medzi fosfoproteinmi v jednotli-
vych vzorkach je mozné pouzit program
Proteome Discoverer 1.4 (Thermo Fis-
her Scientific) s algoritmom Phos-
phoRS 3.1 [26] umoziujlucim predikciu
lokalizécie fosforylovanych miest. K dis-
pozicii st aj dalSie podobné programy
MaxQuant [27] a SkyLine [28].

Pri identifikovanych fosfoproteinoch
je potrebné brat do Uvahy zmenu fos-
forylacie oproti kontrolnej vzorke a cel-
kovej expresii proteinu. Proteiny so sig-
nifikantnymi zmenami fosforylacie
mézu byt dalej pouzité na studium sig-
nalnych drah pomocou 3pecializova-
nych programov ako napr. Ingenuity
Pathway Analysis (IPA) [29], David [30]
alebo PathVisio [31]. Tieto programy
su schopné graficky znazornit signélne
drahy na zaklade informacii ziskanych
z databaz a vedeckych publikacii. Umoz-
nuju tiez porovnanie jednotlivych drah,
a teda definovanie hlavnych rozdielov
medzi signalnymi drahami v réznych
bunkach.

Zaver

Na $tudium zmien v signélnych drdhach
buniek je mozné vyuzit proteomické
pristupy. Kvantitativna proteomika
umoznuje urcit zmeny v signalnych dra-
hach zahinajuce zmeny v expresii pro-
teinov, ako aj zmeny v posttranslacnych
modifikaciach (fosforylaciach), ktoré
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Proteolitické Stiepenie
a) FASP - filter aided sample
preparation
b) stiepenie v roztoku
¢) Stiepenie v géli

\/

Kapalinova chromatografia

a) SCX - strong cation exchange

b) HILIC - hydrophilic interaction
liquid chromatography

¢) ERLIC - electrostatic repul-
sion — hydrophilic interaction
chromatography

\/

Obohatenie fosfopeptidov

a)Tio,
b) IMAC - immobilized metal ion affi-
nity chromatography

¢) SIMAC - sequential elution from
IMAC

Hmotnostne spektrometricka
analyza
a) MALDI/MS
b) LC-ESI/MS
+ tandemové MS/MS analyzy (CID, ETD)

\]
Analyza dat - urcenie
signalnych drah
a) ingenuity pathway analysis
b) path visio
¢) david
\_ %

Tab. 1. Schéma postupu spracovania
vzorky proteomickymi metédami.

su zdkladnym mechanizmom pri zapi-
nani/vypinani signalnych drah. Vzhla-
dom na nizku abundanciu fosfopro-
teinov v bunkach a ich problematické
zachytenie hmotnostnym spektrome-
trom je spravna volba metdéd kluc¢ovym
krokom (tab. 1.).

Nedostatky pri momentalne pouziva-
nych postupoch poskytuju Siroky pries-
tor na vylep3enie metéd. Zamedzenie
straty materidlu pri priprave vzoriek, ¢i
vazbe kyslych peptidov na castice pri

obohacovacich technikach su problémy,
ktoré je nutné riesit. Nemenej déle-
Zitymi su i obmedzenia v MS analyze
a bioinformatickych aplikéacidch. Rov-
nako aj zdokonalovanie starych a vyvoj
novych metéd a programov na analyzu
méze rapidne prispiet k vylepSeniu de-
tekcie a identifikacie proteinov.
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Noveé trendy ve studiu glykosylace proteinu

u onkologickych onemocnéni

New Trends in the Study of Protein Glycosylation in Oncological

Diseases

Zahradnikova M., Hernychova L., Vojtések B., Novotny M. V.

Regiondlnf centrum aplikované molekuldrni onkologie, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno

Souhrn

Glykomika a glykoproteomika predstavuji relativné nové sméry pro analyzy komplexnich bio-
logickych vzork( a jejich dllezZitost neustale roste. Tyto oblasti jsou komplementérni k dalSim
zavedenym pfistupdim, napf. ke genomickému profilovani a proteomice. Glykoproteiny jsou
stéle vice uznavany jako dllezité molekuly ucastnici se bunécnych interakci a adhezi. Vyskyt
strukturnich zmén v glykanovych castech se zda byt typicky pro rlizné typy rakoviny. Nésle-
dujici souhrn se zabyva aktudinimi trendy v glykomickém profilovani a glykoproteomickém
vyzkumu biologickych tekutin a tkdni se zaméfenim na rakovinu. Pouzité metody jsou zaloZeny
na principech kapilarnich separacnich technik, hmotnostni spektrometrie a glykanovych a lek-
tinovych cipl. Vsechny zminéné metody maji znacny potencial pro vyuziti v diagnostickych
a prediktivnich vy3etienich.

Klicova slova
glykomika — glykopeptidy — rakovina - kapalinova chromatografie — hmotnostni spektromet-
rie — kapilarni elektroforéza — glykanové profilovani - ¢ipové analyzy

Summary

Glycomics and glycoproteomics represent relatively new directions in detail analyses of com-
plex biological media. These areas of increasing importance to cancer research complement
the more established genomic profiling and proteomics. Glycoproteins are being increasingly
recognized as important in cellular interactions and adhesion. Structural alterations of their
glycan moieties seem to occur in different cancer conditions. We review current directions in
glycomic profiling and glycoproteomic investigations of biological fluids and tissues pertaining
to cancer. The used methods rely on capillary separation techniques, mass spectrometry, and
the glycan and lectin arrays. They all show considerable promise for new diagnostic and pro-
gnostic measurements.

Key words
glycomics - glycopeptides — cancer - liquid chromatography — mass spectrometry — capillary
electrophoresis — glycan profiling — array analysis
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Uvod

Biomolekuly obsahujici sacharidy maji
Cetné biologické funkce v rliznych bun-
kach [1]. V procesu zndmém jako glyko-
sylace dochazi k pfipojeni sacharidovych
struktur k lipidm a proteinlim za vzniku
glykolipidd a glykoprotein(. Glykanové
struktury dodavaji biomolekuldm vy-
soky stupen strukturni diverzity a mno-
hostranné biologické funkce. Glyko-
proteiny a glykolipidy lokalizované na
bunécné membrané se podileji na bu-
nécném rozpoznavani a adhezi, zatimco
dalsi proteiny, lokalizované uvnitf buriky
nesouci malé sacharidové jednotky se
¢asto zapojuji v kaskddach signélnich
drah. S fadou protein, které jsou v bu-
nécném prostoru glykosylovany, mize
dojit k riznorodym zménam ve slozeni
glykanové ¢asti za rdznych biologickych

okolnosti. Sacharidy jsou biosynteticky
mnohostranné molekuly z hlediska je-
jich strukturnich parametr(, jako je
napf. fetézeni se ¢i vyskyt rznych gly-
kosidickych vazeb. Hlavni funkce gly-
kanl v bunce jsou zndzornény na obr. 1.
Strukturni vlastnosti glykant a jejich
mnozstvi na povrchu membrany urcuji
adhezni vlastnosti bunék zaloZzené nain-
terakci sacharid-protein a tyto vlastnosti
mohou byt zménény béhem onemoc-
néni. Nddorové bujeni a metastatické
procesy by tedy alespon ¢aste¢né mohly
byt vysvétleny témito biomolekuldrnimi
interakcemi a procesy.

Studiem biologickych procest na bu-
nécné a molekularni drovni, do nichz
jsou zapojeny sacharidy, se zabyva
glykobiologie. Jiz pfed mnoha desitkami
let bylo pozorovano spojeni mezi rako-

vinou a glykosylovanymi strukturami
tfeba v rozdilné aglutinaci normalnich
a nadorovych bunék [2]. Vyznam glyko-
sylace u rakoviny je v posledni dobé in-
tenzivné zkouman [3-6] s ohledem na
pokrocilé strukturni znalosti studova-
nych systém. | kdyz dfivéjsi studie gly-
kosylace poukdzaly na jeji vztah k ra-
koviné a zjevny vyznam i potencial pro
vyuziti v onkologickém vyzkumu a praxi,
drivéjsi prace byly omezeny na pomérné
maly pocet specializovanych laboratofi.
Hlavni ddvod této situace byly metodo-
logické problémy pfi identifikaci abe-
rantnich glykokonjugatli a jejich mé-
feni s vysokou citlivosti. Dalsi komplikaci
byla komplexnost a neznalost procesu,
kterym je biosyntéza glykanl Fizena.
Nicméné s rychlym pokrokem v rdmci
L~omics” vyvijenych technologii jsou
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Obr. 1. Na obrazku je znazornéna lokalizace glykan v membrané, cytosolu a jadie burky.
Zaroven jsou zobrazeny funkce téchto glykan( a souvislost s jejich strukturnimi vlastnostmi. Pfevzato a upraveno z [1].
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v soucasné dobé rozvijeny oblasti glyko-
proteomiky zabyvajici se studiem glyko-
konjugatl napf. glykoprotein(, glykoli-
pid{ a glykomiky, kterd se zaméfuje na
studium sacharidovych slozek [7,8]. Tyto
pokrocilé techniky se stale vice uplatnuji
pfi fedeni fady otazek tykajicich se dal-
s$iho rozvoje vyzkumu rakoviny.

Metodické pokroky ve vyzkumu
glykobiologie byly v posledni dobé
zhodnoceny Narodni radou pro vy-
zkum ve zpravé pro americkou vladu [9].
Zprava obsahuje naléhavé sdéleni vybi-
zejici ke koordinaci vyzkumnych praco-
vist v této oblasti, nebot glykokonjugaty
hraji rozhodujici roli v mnoha oblastech
lidského zdravi, v¢etné zanétlivych one-
mocnéni a rakoviny. Pfedpoklada se, ze
vysledky sou¢asného vyzkumu v nddo-
rové glykobiologii pfinesou identifikaci
novych biomarkerd vhodnych nejen
pro vcasnou diagnostiku a prognostiku
onemocnéni, ale také pro potencialni
vyvoj novych farmaceutickych pfistup
k 1é¢bé onemocnéni.

Tento ¢lanek hodnoti soucasné po-
kroky v glykomice a glykoproteomice
zaméfené na hledani biomarkerd rako-
viny a poukazuje na rozdily v expresi
sacharidovych struktur, které mohou
pomoci rozlisit nddorové buriky od nor-
malnich. Hlubsi poznatky o glykomu ra-
koviny mohou rovnéz vést k novym zpu-
soblm Iécby [10].

Soucasné pokroky v systémové
glykobiologii
Biologické vzorky, jako je krevni sérum,
cysticka tekutina, tkanové bunky atd.,
jsou typické materidly pouzité pro kli-
nicky relevantni méfenii pro vyzkum no-
vych nadorovych biomarkerd. Jsou zdro-
jem proteind a rGznych metabolickych
produktd pfitomnych ve velmi rozdil-
nych koncentracich a formach. Pfi téchto
typech analyz viak vyvstavaji nasledujici
otazky, na néz soucasna véda hleda od-
povédi. Které slozky jsou ale nejvhod-
néjsi pro diagnostiku a prognostiku?
Jsou specifické pro rlizné typy nadord
a stadium jejich progrese? Jak tézké je
bude analyzovat?

| kdyz je jiz prokazano, ze naddorové
buniky se vyznacuji neobvyklymi typy
glykosylaci, neni zndmo, jakym zpU-
sobem se to projevi v biologickych te-

kutindch. Soucasny vyzkum ukézal
nékteré rozdily na urovni glykopro-
teind - tvorbé glykant v rGznych typech
nadord [11-15]. Nicméné neni stale
jasné, které proteiny nesou tyto modi-
fikace, protoZe ve vyse uvedenych stu-
diich byly méfeny glykany, jez byly en-
zymaticky nebo chemicky odstépeny
z biologickych vzorkd. Neni také zatim
ovéreno, zda mohou mit namérené roz-
dily v glykomickych profilech nadorové
tkdné nebo okolni tkané &i nékterych
glykoproteinech pfitomnych v obého-
vém systému souvislost s imunitni od-
povédi organizmu anebo s procesem z&-
nétlivé ¢i akutni faze. Presna glykomicka
méreni tedy predstavuji prvni krok ve
strategii glykoproteomického vyzkumu,
jehoz cilem je identifikace a strukturni
charakterizace biomarkert z fad mole-
kul glykoprotein(.

Vsechny rychle se rozvijejici ,omics”
pfistupy poskytuji komplexni analyticka
data, kterd musi byt v kone¢ném du-
sledku redukovéna a srozumitelné in-
terpretovdna, aby v tomto sméru umoz-
nila vyvoj jednoduchych detekénich
postupl pfijatelnych pro pouziti v kli-
nické praxi. Na druhé strané zpraco-
vani takovych dat vyZaduje vykonné
vypocetni nastroje (bioinformatiku) a je-
jich vyvoj v oblasti glykomiky a glyko-
proteomiky je taktéz centrem mezina-
rodniho Usili [16]. Analytické postupy
glykomiky a glykoproteomiky, podrob-
néji popsané nize, jsou primarné zalo-
zeny na metodach kapilarni kapalinové
chromatografie, kapilarni elektroforézy
a rtznych typd hmotnostni spektrome-
trie. Spolec¢né predstavuji G¢inny pristup
pro analyzu komplexnich biologickych
smési umoznujici odhalit rozdily na mo-
lekularni Grovni mezi fyziologickou a pa-
tologickou homeostdzou. Biochemicka
individualita rlznych pacientt [17] spo-
jend se statisticky vyznamnymi rozdily
ve slozité strukture protein( ¢i metabo-
litd mérenych ve vzorcich ziskanych od
rdznych jedincl musi byt statisticky vy-
hodnocena v duchu systémové bio-
logie, aby mohly byt ziskany onkolo-
gicky relevantni informace z extrémné
komplexniho pozadi, z tzv. biologického
Sumu. Statistické hodnoceni definova-
nych skupin mize pomoci vytvofit cha-
rakteristické ,glykorysy” nebo vzory

kvantitativné odlisnych glykan@ v ramci
strukturni skupiny (v zavislosti na sub-
stituci sacharidu ¢i jeho vétveni, vazby
atd.).

Jestlize glykany s pfislusnou struktu-
rou nebo typem struktury mohou samy
o sobé poskytovat diagnosticky dulezité
informace, je zaroven rozumné zvazit je-
jich strukturni a/nebo funkéni vztahy
k jejich vazebnym proteinovym partne-
rim. Stejné jako je dnes jasné, ze v sé-
rech pacientl s rakovinou jsou pfitomny
protilatky, které se mohou vazat ke gly-
kantim a nékterym glykoproteindim [18],
pak i detekce anti-rakovinnych glyko-
konjugatovych protilatek v sérech pa-
cientll maze byt v budoucnosti dulezita
pro diagnostické a prognostické me-
tody. Popularni aplikaci téchto principt
jsou glykanové cipy [19,20], o kterych
bude pojednano pozdé;ji.

Na rozdil od biologickych mecha-
nizmU, které udavaji strukturu, funkci
a informacni obsah nukleovych kyselin
a proteind, je biosyntéza glykant kom-
plexni beztemplatovy proces, ve kterém
pocet a enzymaticka aktivita glykosyl-
transferaz a glykosylhydrolaz (lokalizo-
vanych v rliznych specifickych bunéc¢-
nych organeldch) mohou vzdjemné
spolupracovat. | kdyZ mnohé geny sou-
visejici s glykany byly dikladné prostu-
dovany [21], mnohem obsahlejsi infor-
mace o glykomu (souhrn glykanovych
struktur v proteomu) byly ziskany ze sou-
¢asnych studii. Ve svétle dnesnich védo-
mosti o nadorové glykobiologii [22,23]
je nutné zvazit i provedeni dalsich roz-
sahlych transkriptomovych profilovani.

Vyznam glykosylovanych struktur
v mnohych slozitych funkcich imunit-
niho systému je v soucasnosti pomérné
dobfe znam [24,25]. Rlizné typy bunék
nesouci glykoproteiny s N-a O-vdzanymi
glykany se ucastni pfirozené i adaptivni
imunity, vyznamné zmény ve strukture
oligosacharidu jsou spojeny s bunéénou
diferenciaci, aktivaci a smrti. Buné¢né
rozpozndavani a vazba kli¢ovych proteint
(zndmych jako ,siglecs” — imunoglobu-
lin typu lektin vazajici sialovou kyse-
linu, lektiny C-typu a galektiny) zahrnuji
zmény v sialylaci a fukosylaci v imunolo-
gicky aktivnich burikdch. Zatimco zanét,
rakovina a imunologické procesy jsou
propojeny v soubor komplexnich mo-
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Obr. 2. Glykanového profilovani vzorki sér pacientek s nadorem vajec¢nika.

Spektra byla ziskdna z hmotnostniho spektrometru s MALDI ionizaci. Ve vyfezu spektra jsou zajimavé hybridni glykanové tfiantenni struk-
tury obsahujici N-acetyl-glukosamin nahrazujici manosu pfipojeny na jadro N-glykant. Podle téchto hybridnich struktur glykand Ize roz-
délit pacientky do definovanych skupin. Pfevzato z [13].

lekuldrnich a bunécnych interakci [26],
monitorovéni hladin glykand a/nebo
klicovych glykopeptid(i v télnich teku-
tinach je stadle vyznamné pro moleku-
larni onkologii. Glykanové profilovani
a glykoproteomicky vyzkum tak dopl-
nuji zavedené ,omics” pfistupy, jako je
genomika, proteomika a metabolomika,
a spolec¢né s interaktivnim vyuzitim gly-
koproteomiky a bioinformatickych na-
stroju systémové biologie predstavuji
znacny potencidl pro vyzkum rakoviny.

Glykomické profilovani
biologickych tekutin a tkani
Zamérem glykomického profilovani je
zobrazit co nejvice strukturné odlidnych
glykanovych typli a zméit jejich rela-

tivni koncentrace v biologickych vzor-
cich. To je v soucasnosti relativné jedno-
duchy ukol, pokud je vzorkem izolovany
glykoprotein. Jedna-li se oviem o mé-
feni glykanovych profili ve smési gly-
koprotein(l, napf. krevni sérum nebo
plazmatickych proteind, jde o ukol tech-
nicky mnohem néro¢néjsi. A to zejména
pokud jde o velmi citlivé méreni (nizsi
nez pikomolarni mnozstvi), nebot stan-
dardni obsah glykoproteinl v séru je
odhadovén pfiblizné na 1 % [27]. Pfed
vlastni analyzou (kapalinova chromato-
grafie, hmotnostni spektrometrie nebo
kapilarni elektroforéza) musi byt gly-
kany uvolnény a extrahovany z pfislus-
nych protein(l a separovany od ostat-
nich interferujicich latek. Selektivita

a citlivost dalSich méreni jsou casto zvy-
Sovany vhodnou mikrochemickou mo-
difikaci glykanovych analytd. Zatimco
doposud nebyly vyvinuty zadné obecné
protokoly tykajici se glykomického pro-
filovéani, pfednimi glykobiologickymi la-
boratofemi jsou publikovany pouze
vlastni metody (jejich prehled je uveden
v [28]). Profilovani N-glykanG a O-gly-
kanl se lisi typem uvolnovani glykant
z proteinl — enzymatické stépeni se pou-
ziva pro N-glykany, zatimco O-glykany
vyzaduji uvolnéni pomoci mikrochemic-
kych postupt. V praxi se komparativni
glykomické profilovani s vyhodnoco-
vani dat od zdravych a nemocnych pfi-
i3 nelidi od jinych pfistupt pouzivanych
v systémové biologii a ,omics” techni-

S124

Klin Onkol 2014; 27 (Suppl 1): S121-5128




NOVE TRENDY VE STUDIU GLYKOSYLACE PROTEINU U ONKOLOGICKYCH ONEMOCNENT

kach. Glykomika ma nékolik vyhod ve
srovnani s proteomikou - ,uzsi” dyna-
mické rozpéti koncentraci (~10° u glyko-
miky a 108-10'° u proteomiky) a rychlejsi
analytické postupy s moznosti sesta-
veni do multiplexu, ve kterém lIze sledo-
vat vice signald najednou. Pfi kompara-
tivnich studiich nadorovych biomarkert
je vsak nezbytné zajistit reprodukovatel-
nost ve viech jednotlivych analytickych
krocich: 1. uvolnéni glykan, 2. extrakce
a purifikace, 3. derivatizace a 4. vlastni
profilovaci méreni. Derivatizace glykant
spociva v nahrazeni vodikd za metylové
skupiny, coz je velmi vyhodné pro mé-
feni na hmotnostnich spektrometrech,
kde takto upravené glykany snadnéji
ionizuji.

Tti hlavni pfistupy jsou pouzivany
v glykomickém profilovani: 1. hmot-
nostni spektrometrie (mass spectrome-
try — MS), 2. kapalinova chromatografie
(liquid chromatography - LC) s fluo-
rescencni detekci a 3. kapilarni elektro-
foréza (capillary electrophoresis — CE)
s laserové indukovanou fluorescen¢ni
detekci. MS analyza mlze nebo ne-
musi pouzivat derivatizaci vzorkd, i kdyz
bylo mnohokréat prokazéno, Zze perme-
tylace na pevné fazi [29] pfindsi jasné
vyhody co do zvysené citlivosti a zahr-
nuti neutrdlnich i kyselych glykanovych
struktur v jednom analytickém méfeni.
RUzné detekéni strategie pro LC a CE vy-
uzivaji mikrochemické navazani fluoro-
foru ke glykanim, které jinak neobsa-
huji jednoduse detekovatelné motivy ve
svych molekuldch. Prostfednictvim roz-
liseni glykant v ¢ase a prostoru mohou
nékteré LC a CE pfistupy rozlisit glyka-
nové izomery, napf. u izomerické sialy-
lace a fukosylace, coz se zda byt velmi
dulezité pfi objevovani nadorovych bio-
markerd. V soucasné dobé je znacné na-
rocné rozlisit glykanové izomery pouzi-
tim technik zaloZzenych pouze na MS.

Dalezité kritérium pfi vybéru metody
pro glykanové profilovani je pocet profi-
lovych komponent, které mohou byt pra-
videlné monitorovany s dobrou citlivosti
a reprodukovatelnosti. Zatimco LC/fluo-
rescencni detekce je Siroce a Uspésné
pouzivana na mnohych vzorcich v rdmci
studii tykajicich se dédi¢nosti a chorob
v rliznych lidskych populacich [30,31],
vseobecny postup profilovani je omezen
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Obr. 3. Statisticka analyza N-vazanych tfiantennich glykant pfitomnych v sérech pa-
cientek s rakovinou vajecnik{, pacientek se stejnym onemocnénim po chemoterapii a

s kontrolnimi jedinci. Pfevzato z [13].

na hlavni glykany uvolnéné z imunoglo-
bulin{ a jinych proteinl pfitomnych v lid-
ském séru ve vyssich koncentracich. Tyto
glykany pak musi byt strukturné ovéreny
pomoci MS. Naopak metody zaloZzené
na MS principech mohou zméfit okolo
100 glykanovych struktur a identifikovat
je z jejich charakteristickych spekter [7].
Pomoci nejpokrocilejSich CE postupt je
mozno rutinné monitorovat podobné
mnozstvi glykan(, i kdyz jesté ne vsechny
profily glykanovych komponent byly po-
zitivné identifikovany.

Ve studiich rakoviny bylo glykomické
profilovani zaloZzené na MS s vyuzitim io-
nizace/desorpce laserem za pfitomnosti
matrice (matrix-assisted laser desorp-
tion-ionization —- MALDI) Uspésné apliko-
vano pfi studiu glykanovych smési z me-
tastatickych karcinomi prostaty [11].
Ukézalo se rovnéz byt slibnym pfistu-
pem pfi ureni stadia nadorového one-
mocnéni mlé¢né Zlazy [32] a zvyraz-
nilo dalsi glykanové profily u rakoviny
jicnu [33], jater [12,34], vaje¢nik( [13],
plic [14] a tlustého stfeva [15]. Pfiklady
glykanového profilovéani vzork( sér po-
chazejicich od pacientek s nadorem va-
je¢nikl zalozeného na MALDI/MS jsou
znazornény na obr. 2, 3.

| kdyz jsou vzorky sér jednotlivych
pacientek profilované, kvantifikované
a normalizované pomoci standardd,
kazdy normalizovany profil reprezentuje
urcity vzor (pfiklad je uveden na obr. 2),
ktery je statisticky porovnavan s jinymi
zaznamy dané skupiny a séry z kontrolni
skupiny bez diagnostikovaného zkou-
maného onemocnéni u stejného véku
pacient(. Glykanové vzory jsou nasledné
statisticky hodnoceny pomoci chemo-
metrickych postup(, napt. analyza hlav-
nich komponent a ndhodnd strategie
vzorkl s rekurzivnim vybérem funkce
zaloZzenym na podpurnych vektorovych
pfistrojich [35]. Vybrané komponenty
nebo skupiny glykant mohou byt pro
jednotlivé skupiny pacient(l dale evaluo-
vany pomoci statisticky relevantnich kri-
térii spole¢nych pro klinické laboratore,
napf. p-hodnoty nebo ROC analyza (re-
ceiver operating characteristic AUC).
To ilustruje obr. 3 v rdmci srovnani sku-
pin 19 pacientek s rakovinou vaje¢nikd,
11 pacientek se stejnym onemocnénim
po chemoterapii [13]a 20 kontrolnimi je-
dinci. Srovnani na obr. 3 se vztahuje na
N-vazané tfiantenni glykany, které odli-
Suji zdravé jedince od pacientek s rakovi-
nou. VloZeny vyfez spektra v obr. 2 uka-
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skupiny pacientek a kontrol jako u obr. 3). Pfevzato z [13].

zuje struktury povazované za vyznamné
z hlediska rozdéleni skupin pacienta.

V rlznych profilovacich studiich (mi-
kroCipova CE s laserové indukovanou
fluorescencni detekci) sér pacientek s ra-
kovinou vajec¢nikd [36] byl rovnéz pro-
kdzdn vyznam pouziti pocitacovych
technik pro rozezndvani vzord pfi préci
s komplexnimi daty (obr. 4). V tomto pfi-
padé glykanové mapy zaloZené na CE se
celkem zfetelné seskupuji do odlisnych
kohortnich skupin. Postupy zaloZené na
CE mikrocipech tak vykazuji zna¢ny po-
tencidl pro budouci klinické vyuziti.

PrestoZe je vétsina aplikaci glykomiky
ve vyzkumu rakoviny zaloZena na ana-
lyze malych objem krevniho séra nebo
plazmy (¢asto jde o vzorky s objemem
1 ul), maze byt glykomické profilovani
aplikovano také na jiné biologické mate-
ridly, napf. tekutiny z cyst [37] nebo bu-
nécné nadorové linie [38], je viak po-
treba modifikovat protokol extrakce.

Obohacovaci techniky

a glykoproteomické pristupy

Je znamo, zZe glykosyla¢ni profily se vy-
znamné méni pfi ontogenezi, treba zvy-
$ena aktivita N-acetylglukosaminyltrans-
ferdzy V (enzym zodpovédny za tvorbu
vétvenych N-vézanych glykan() byva
spojovana s nddorovou invazi a me-
tastazovanim urcitych typG nadort [39].
Predpoklada se, ze glykoproteiny vylu-
¢ované nadory mohou byt pouzity jako
potencidlni diagnostické markery. Jeden
z nejlépe definovanych biomarkerd ra-
koviny je PSA (prostaticky specificky an-
tigen), glykoprotein s jednim defino-
vanym N-vdzanym mistem glykanové
substituce, jez je primarné vylucovéan
prostatickymi epitelidlnimi bunkami
do semenné plazmy. Bylo prokazano,
ze glykanova cast u zdravych jedincl
a pacientl s diagnostikovanou rakovi-
nou prostaty se lisi [40]. Nadorové spe-
cifické zmény glykanovych struktur by

mohly byt déale vyuzity pro nadorovou
imunoterapii. Za pfiklad mGze poslou-
Zit jejich pouziti jako epitopll pro tera-
peutické monoklondlni protilatky [41].
Vyznamnou mérou se na ziskavani no-
vych poznatkd podileji metodiky oboha-
cenivzorku o glykoproteiny, které se opi-
raji o tfi zakladni pfistupy: 1. chemické
metody, 2. lektinovou afinitni chromato-
grafii a 3. adsorpci na modifikovany kre-
menny povrch [42].

Chemické metody jsou prezentovény
dvéma pfistupy: 1. hydrazidovou chemii
a 2. chemii kyseliny borité. Oba pfistupy
vyuzivaji pfitomnosti cis-diold v mono-
sacharidech. Metodika hydrazidové che-
mie spociva v oxidaci NalO, cis-diold na
aldehydy, na které jsou nasledné kova-
lentné vazany funkéni partikule s hyd-
razidovou skupinou. Takto oznacené
glykoproteiny jsou pak in situ Stépeny
trypsinem, zatimco neglykosylované
i nenavazané proteiny jsou promytim
odstranény. Poslednim krokem je uvol-
néni proteinové casti glykoproteinu po-
moci enzymu PNGasy F a analyza na
LC-MS/MS. Metodika kyseliny borité je
zaloZena na jeji schopnosti vytvaret he-
terocyklické diestery pro kovalentni za-
chyceni glykoproteind nasledované
eluci okyselenim [43].

S vyuzitim hydrazidové chemie byly
analyzovany vzorky pleurdlniho vypotku
pacientl s rakovinou plic. | pres nizké
koncentracni rozmezi proteind, které se
pohybovalo v fadech pg/ml az ng/ml,
se podarilo identifikovat nékolik pro-
teinl (napf. CA-125, CD44 nebo CD166)
spojenych s progresi nadoru nebo jeho
schopnosti metastazovat [44].

Lektiny pfedstavuji Sirokou skupinu
proteinl velmi specificky se vazajicich
na vybrané monosacharidové zbytky
nebo jejich funkéni skupiny [45]. Prin-
cip lektinové afinitni chromatogra-
fie spocivd v zakotveni vybranych lek-
tind na pevny nosi¢, kterym muze byt
agardza, magnetické partikule, ¢ipy, si-
lika a dalsi materidly [46], a nasledné se-
paraci glykand z komplexni biologické
smési. Rada soucasnych studii proka-
zala, Ze glykoproteiny ovliviujici nddo-
rova onemocnéni mohou byt identifi-
kovany pfimo ze séra nebo z plazmy. Pfi
srovnavaci studii glykosyla¢niho profilu
jedincl s adenokarcinomem plic a zdra-
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vych kontrol bylo pomoci lektinG z obil-
nych klickd (wheat germ agglutinin -
WGA) z odebranych sér identifikovano
39 glykoproteint vykazujicich rozdilné
zastoupeni mezi sledovanymi skupi-
nami. Byly nalezeny tfi glykoproteiny ve
zvysené koncentraci (adiponektin, ceru-
loplasmin a glykofosfatidyl-inositol-80)
a dva glykoproteiny ve snizené koncen-
traci (cyclin H a Fyt) pfimo souvisejici
s vyvojem adenokarcinomu plic, které
by mohly byt uZite¢né pro v¢asnou de-
tekci onemocnéni nebo sledovani jeho
progrese [47].

Pomoci vhodné zacilené lektinové ex-
trakce byly identifikovény hyper-fukosy-
lované proteiny, napt. hemopoexin [48],
vyuzitelné v diagnostice onemocnéni.
Teti pfistup vhodny pro Gcely glykopro-
teomiky je pouziti komercné vyrabénych
mikrokolon Nukleosil 4000-7 (Mache-
rey-Nagel GmbH & Co., Germany), které
funguji na principu aniontového vymeé-
niku pro separaci proteinl a peptidd.
Vhodnost mikrokolon je dana prede-
viim chemickou inertnosti vi¢i zkouma-
nému vzorku (nedochdzi k nespecifické
adsorpci jinych protein(), kompaktnosti
pfi uziti HPLC (high performance liquid
chromatography) a v neposledni fadé
i velkym pomérem povrchu k objemu
i pevnosti SiO, [49].

Cipové technologie

V mnoha oblastech biologie a medi-
ciny je dudlezité pochopeni interakci gly-
kan-protein. K tomu slouzi glykanové
mikrocipy, které na svém povrchu nesou
ucelené sety (knihovny) glykant [50-52].
Format mikrocipd umoznuje rychlou a si-
multanni analyzu afinity glykan-protein
velkého mnozZstvi odvozenych glykano-
vych struktur. Pfi pouziti tohoto pfistupu
mohou byt stovky syntetickych glykant
vloZeny a imobilizovany na mikrocipech
a poté pouzity pro mapovani glykopro-
tein( v biologickych materidlech vcetné
detekce anti-glykanovych protildtek
v séru. K imobilizaci mohou alternativné
poslouzit i glykany izolované z pfirod-
nich zdrojd. Pak probihd nejcastéji de-
tekce fluorescen¢né znacenych protein(
vazanych na povrchu tercikl s nasled-
nou kvantifikaci fluorescen¢nim skene-
rem. Rizné charakteristiky glykanovych
¢ipd, veetné konstrukénich prvkd, typl

povrchl a metod imobilizace, byly v lite-
ratufe jiz prodiskutovany [53-55]. Vyuziti
glykanovych cipl predstavuje velky po-
tencidl pro sérologickou detekci nddoru.
Je vsak ziejmé, Ze komplexni data zis-
kand z proteinovych interakci vyzaduji
pouziti sofistikovanych vypocetnich na-
stroju a algoritmu [56,571.

Lektinové Cipy predstavuji dalsi va-
riantu cipové technologie vhodné pro
mapovani biologickych vzorkd na pfi-
tomnost glykanovych epitopU. Bylo pro-
kazano, Ze lektiny ziskané z rostlin vyka-
zuji vyssi selektivitu a vazebnou afinitu
k ur¢itym typlm glykand nez lektiny re-
kombinantni. Pouze nékolik malo lektinl
bylo uvedeno v ¢lanku z roku 2005 [58],
avsak technologicky pokrok [59] umoz-
nuje podstatné zvysit pocet dostupnych
lektini a v nedavno uverejnénych publi-
kacich byly popsany aplikace lektinovych
CipC i ve vyzkumu rakoviny [60,61].V nej-
blizsi budoucnosti se predpoklada do-
stupnost lektin{ s lepSimi specificitami.
Mohou to byt rekombinantni proteiny
a anti-glykanové protilatky, které vice
zpfistupni lektinové ¢ipy a jejich Sirsi apli-
kaci. Podobné i glykanové Cipy jsou vétsi-
nou limitovany dostupnosti syntetickych
glykand, i kdyz nedavné pokroky v syn-
téze sacharidl [62] a optimalizace purifi-
kace neobvyklych glykan( z biologickych
zdrojd [63] mohou vyrazné obohatit vyu-
Ziti soucasnych ¢ipovych postupt.

Zaveér
Metody systémové biologie pfispivaji
k objasnéni ptvodu lidskych nemoci
vcetné rakoviny. Informace ziskané z rGz-
nych studii vedou k vyvoji diagnostiky,
prognostiky a novych strategii 1écby.
Relativné nedavné poznatky ve vyzkumu
rakoviny jsou velkou mérou zalozeny na
genomickych a proteomickych postu-
pech, glykomickych a glykoproteomic-
kych mérenich a vykazuji zna¢ny poten-
cidl pro budouci smér badani. | kdyz se
v oblasti glykoproteomiky a glykomiky
vyskytuje celd fada metodologickych
problému, doposud dosazené vysledky
naznacuji znac¢ny potencial pfi |é¢bé né-
kterych typu rakoviny.

Podékovani patii Mgr. Evé Micha-

lové a Mgr. Mariané Pjechové za textové
korekce.
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Souhrn

Nukledrni medicina je dllezitym oborem moderni mediciny, zejména diky své roli v in vivo
zobrazovani dulezitych proces v lidském organizmu. Toto je mozné prostfednictvim vyuziti
radiofarmak, specifickych latek znacenych radioaktivnim nuklidem, jejichZ distribuci v téle Ize
vizualizovat pomoci specidlnich skenerl a na zékladé fyziologickych zakonitosti interpreto-
vat diagndzu. Pozitronova emisni tomografie (PET) je moderni a v mnoha smérech nepostra-
datelnd metoda nukledrni mediciny. Spektrum radiofarmak pro tuto metodu dostupnych se
v poslednich letech zvysuje diky koordinované snaze vyrobcl syntéznich zafizeni, chemik{
i potenciélnich uzivatel(i — Iékaf(. Clanek se formou prehledového ¢lanku zabyvé vyvojem na
poli PET radiofarmak v poslednich péti letech s ohledem na onkologické aplikace PET.

Klicova slova
nuklearni lékafstvi — pozitronova emisni tomografie - radiofarmaka - gallium-68 — uhlik-11 -
fluor-18 - zirkonium-89

Summary

Nuclear medicine is an important field of modern medicine, particularly thanks to its role in
in vivoimaging of important processes in human organism. This is possible thanks to the use of
radiopharmaceuticals, specific substances labeled by radioactive nuclide, its distribution in the
body can be visualized by specialized scanners and, based on the knowledge of physiological
patterns, diagnosis can be determined. Positron emission tomography (PET) is a modern and
in many ways indispensable method of nuclear medicine. The spectrum of radiopharmaceu-
ticals available in recent years is broadening thanks to a coordinated effort of manufacturers
of synthesis equipment, chemists and potential users — physicians. This review focuses on the
development in the PET radiopharmaceutical field in the last five years, with an emphasis on
oncological applications of PET.

Key words
nuclear medicine - positron-emission tomography - radiopharmaceuticals — gallium-68 — car-
bon-11 - fluorine-18 - zirconium-89
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SOUCASNE TRENDY VE VYUZIVANI PET RADIOFARMAK K ONKOLOGICKE DIAGNOSTICE

Uvod

Pozitronova emisni tomografie (PET)
je jedna z nejmodernéjsich metod mo-
lekuldrniho zobrazovani, neinvazivni
in vivo metoda umoznujici [ékafdim 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 ke stéZejnim zobra-
zovacim metoddm nejen onkologické
diagnostiky. PET je nikoli pouze v on-
kologickych aplikacich metoda s velmi
pfiznivym pomérem ceny a efektivity,
pfispiva jak ke stanoveni nebo uréeni
diagnoz, tak i k vyhodnocovani vhod-
nosti terapie ¢i odezvy na lécbu, je dlle-
zity faktor pro koncept takzvané perso-
nalizované mediciny. Vynika predevsim
na poli ur¢ovani metabolické aktivity na-
dorll, zhodnoceni proliferace, vyhodno-
ceni hypoxie tkdné, zejména nadorové,
a posouzeni hustoty receptord exprimo-
vanych v burikdch. Hnaci silou metody
PET je bezesporu [**FIfluordeoxyglukéza
(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 nenahradi-
telna diagnostickd metoda pro detekci
primarnich tumord a metastaz [1-4].
FDG nicméné trpi urcitou nespecific-
nosti — zvyseny pfijem vykazuji také
napf. mista s probihajicim zanétlivym
procesem, nékdy je jeji pFijem vyssi v hy-
poxickych oblastech, nékteré orgény
maji pfirozené vyssi pfijem energie, atd.
Na jedné strané je vysoce citliva pro lo-
kalizaci lézi, na druhé strané nemusi byt
nalezené misto s vy$sim pfijmem vzdy
tumorem. Omezena je i jeji schopnost
posoudit odezvu na lé¢bu — nemusi od-
lisit hojici se tkan od viabilniho, prolife-
rujiciho nadoru. | to je dlvod, pro¢ byla
za poslednich 20 let vyvijena jing, speci-
fictéjsi radiofarmaka, ktera Sirokospek-
trélnosti glukdzy sice nedosahuji, presto
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 radio-
farmak je v3ak zapotfebi uvazit mnoho
dil¢ich faktorli — vhodné zvolit radio-

nuklid s ohledem na chemizmus latky,
jeji farmakokinetiku, biologické cho-
vani, polocas interakce, ale také s ohle-
dem na snadnost a vytéZek syntézy di
dostupnost prekurzoru. Tézisté PET ra-
diofarmak spocivalo a spocivat i nadale
bude ve znaceni fluorem-18 a v mensi
mife také uhlikem-11. Pokrok na poli
syntézni a separacni instrumentace
ovsem otevira ¢im dal vice dvefe zna-
¢eni pomoci kovovych a jinych rozmér-

néjsich iontd, napt. médi-64 (t, , = 12 h),
jodu-124 (t,, = 100,32 h), gallia-68
(t, . = 68 min) ¢i zirkonia-89 (t. . = 78 h).

O1I§ecné Ize Fici, Ze ¢im del.éijg2 polocas
pfemény urcitého nuklidu, tim vhodné&jsi
je pro znaceni vétsich molekul - fluor,
gallium a méd'se tudiz uplatni u nizko-
molekularnich latek, max. peptidd, za-
timco zirkonium ¢i jod jsou vhodné i pro
znaceni fragmentd protildtek anebo
protilatek.

V roce 2007 bylo v aredlu Masary-
kova onkologického ustavu (MOU) uve-
deno do provozu druhé produkéni PET
centrum UJV Rez, a.s. Ve spolupraci od-
bornikt z MOU a UJV byla posléze vyvi-
nuta aimplementovdna metoda syntézy
radiofarmaka ["'Clmetionin, markeru
proteosyntézy vhodného zejména pro
vizualizaci mozkovych nador(. V soucas-
nosti je tato latka v probihajicim klinic-
kém hodnoceni provadéném na Oddé-
leni nuklearni mediciny MOU. Vyzkumna
spoluprace se prlbézné rozsifuje i na
dalsi PET radiofarmaka. V souvislosti se
spolupraci byl v roce 2009 publikovan
kratky review ¢lanek o moznostech me-
tody PET [5]. V nésledujicim textu bude
zhodnocen vyvoj na poli PET radiofar-
mak z hlediska dostupnosti, zdokonaleni
syntézni instrumentace a dalSich.

["'C]-radiofarmaka

Uhlik-11 (*"C) md poloc¢as piemény
20 minut. Radiofarmaka znacena "'C jsou
ve védecké obci ¢asto ne zcela korektné
chapéna jako cisté vyzkumna. K tomuto
postoji nicméné existuje opodstatnény
dlvod - diky kratkému polocasu je jejich
vyuziti mozné vylu¢né v takovych zafize-
nich, ktera disponuji jak vyrobni, tak zob-
razovaci technikou viceméné na jednom
misté - transportovatelnost takového
radiofarmaka je v fadu jednotek kilo-
metrd, tedy jednoho mésta. V zahranici

umoznuje smysluplné vyuziti [''Cl-ra-
diofarmak pomérné casté usporadani,
kdy (vétsinou univerzitni) nemocnice
vlastni také cyklotronové centrum, diky
kterému mohou provadét in-house pro-
dukci a vyuzivat radiofarmaka bez jeho
nakladné registrace. Vzhledem k dras-
ticky omezenym moznostem komer-
cializace nemaji komercni vyrobci ra-
diofarmak vétsinou ani zdjem do jejich
registrace investovat. Na poli dostup-
nosti [''C]-radiofarmak proto zadné za-
sadni novinky v poslednich péti letech
nevzesly, onkologické aplikace vyuzi-
vaji [''Clcholin [6-8] coby marker proli-
ferace (stavebni material pro nové bio-
membrany), ktery vykazuje v urcitych
smérech lepsi vlastnosti nez fluorovany
derivat cholinu, jiz zminény [""CImetio-
nin jako marker proteosyntézy [9,10],
a konecné ["'Clacetéat, marker oxidativ-
niho metabolizmu s aplikacemi také
v kardiologii [11-14]. Pravdépodobné
nejpouzivanéjsim [''C]-radiofarmakem
je neonkologicky marker ['"C]PiB, prvni
radiofarmakum (a prvni in vivo metoda
vibec), kterym je mozno vizualizovat
B-amyloidové depozity v mozku a tim
posuzovat stav pacientll s Alzheimero-
vou demenci [15,16].

['8F]-radiofarmaka

U radiofarmak znacenych fluorem-18 je
situace podstatné jind. Diky polocasu
pfemény '8F, ktery ¢ini 109 minut, je
mozno takovato radiofarmaka distri-
buovat i do vzdélenéjsich lokaci, coz
podstatné zvysuje jejich komercni uplat-
néni a rentabilitu nékladd investova-
nych do jejich vyvoje, zavedeni vyroby
aregistrace. Mezi vyhody fluordeoxyglu-
kézy mimo jiz uvedenych chemickych,
biochemickych a farmakokinetickych
vlastnosti patfi také velice propracovana
a odladénd technologie syntézy, dosa-
hujici vysokého vytézku a vysoké cistoty
vysledného produktu. Toho bylo mozno
dosdhnout diky specializovanym, ro-
bustnim syntéznim moduldm usitym na
miru pravé této syntéze (obr. 1). Vyvoj
modull specializovanych na FDG byl
vzhledem k poptdvce opét financné
snadno odudvodnitelny. U ostatnich
fluorovanych radiofarmak pak chybélo
jednoznacné finan¢ni incentivum pro za-
vadéni do vyroby a registraci (poptavka
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bude vzdy vyrazné mensi). Dlvodu bylo
nékolik — syntéza vyzadovala prakticky
radiofarmakum od radiofarmaka vice ¢i
méné slozité modifikace komeréné do-
stupnych moduld, coz vyrazné sniZzovalo
jejich flexibilitu pfi tmyslu vyrabét vice
riznych radiofarmak bez nutnosti pofi-
zovat na kazdé dalsi nakladny pfistroj.
Dlsledkem toho pak mohly byt pro-
blémy s rezZimem spravné vyrobni praxe
(GMP) v pfipadé umyslu stfidani vice ra-
diofarmak na jednom modulu, zejména
diky nutnosti diikladného a naro¢ného
¢iSténi za ucelem zabranéni kontaminaci
mezi dvéma rlznymi farmaky. Vyvinuté
syntézy pak navic ¢asto mivaly nizké vy-
tézky (5-20 % oproti 50-60 % u FDQG).
Situace se nicméné zménila s nastu-
pem nové generace syntéznich modult
pracujicich na kazetovém ¢i cartridgeo-
vém zpUsobu. Moduly této generace
vyuzivaji pouze nezbytné minimum
soucdsti pevné usazenych v téle mo-
dulu - pumpy, detektory, ovladani ven-
tilQ, picky apod. Sama syntéza probiha
na viceméné jednorazové, vyjimatelné
¢asti modulu, vétSinou fedené plastovym
rdmem (kazetou), do které jsou vsazeny

Obr. 1. GE Tracerlab FX-FDG, syntézni mo-
dul pro pfipravu ['®F]fluordeoxyglukézy.

nadobky s reagenciemi, nutné spojovaci
kapilary a reaké¢ni ¢i sbérné nadobky.
Modul takovéhoto usporadani je pfi
stejném ¢i dokonce mensim misté, které
zaujima, schopen vyrabét vétsi poclet ra-
diofarmak v zavislosti na pouzité kazeté
a spusténém programu, je eliminovéna
nutnost ndro¢ného cisténi a tim mimo
jiné usnadnéno vyhovéni pozadavkdm
GMP. Vyrobni misto vybavené modulem
tohoto typu je lépe pfipraveno reagovat
na ménici se poptavku. Jednim z prvnich
moduld tohoto typu byl TracerLab MX
vyrobce GE Healthcare, v soucasnosti

Obr. 2. Kazetovy syntézni modul IBA Syn-
thera (zdroj: http://iba-industrial.com/
/synthera).

moduly tohoto typu nabizi jiz nékolik
vyrobcl — u GE je to napf. dalsi gene-
race FASTLab, déle ModularLab-Pharm-
Tracer vyrobce Eckert & Ziegler, moduly
Synthera vyrobce IBA (obr. 2), moduly
firmy Scintomics a dalsi. Nastup téchto
moduld byl vyznamny faktor pro obecné

~ N
FDG
22771
96,6 % FCH
297
FDOPA
ostatni FMISO 11

< 798
3,4%

MET
8

Obr. 3. Po¢ty aplikaci jednotlivych PET radiofarmak v CR v roce 2013 (zdroj: doc. MUDr. Otakar Bélohlavek, CSc., PET centrum, Ne-

mocnice Na Homolce).
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zvyseni dostupnosti ne-FDG fluorova-
nych radiofarmak.

V roce 2009 byly hlavnimi pouzivanymi
fluorovanymi PET radiofarmaky mimo
fluordeoxyglukézu zejména proliferacni
marker ["FIfluor-L-thymidin [17-28]
a ['®FIfluorid sodny [29-35], druhy
zvlasté diky nastupu prvni techneciové
krize, kdy nedostatek technecia zpUsobil
snizenou dostupnost tradi¢niho radio-
farmaka pro vizualizaci skeletu (SPECT
radiofarmakum [*™Tc]-MDP). Nasledu-
jici roky zaznamenaly prudky vzestup
zajmu o ["®F]fluorcholin, radiofarmakum
urcené primarné pro diagnostiku karci-
nomu prostaty prostfednictvim zvyse-
ného pfijmu této latky, eliminujici hlavni
nevyhody ["®F]FDG pro toto pouziti -
blizkost mo¢ového méchyre a malé roz-
méry cilového organu [36-39]. V tomto
pfipadé velmi napomohla syntéza vyvi-
nutd na kazetovém systému GE Tracer-
Lab MX. Zastoupeni PET vysetfeni s po-
moci jednotlivych radiofarmak v CR
v roce 2013 demonstruje obr. 3.V sou-
¢asnosti je fluorcholin hlavnim PET ra-

diofarmakem pro diagnostiku karci-
nomu prostaty a pocet vysetieni s timto
radiofarmakem se v okolnich zemich
mezi fluorovanymi radiofarmaky zaradil
na druhé nejvyssi misto ihned za FDG.
Tento trend je dobfe patrny i z obr. 4,
porovndvajiciho pocty aplikaci PET ra-
diofarmak jinych nez FDG v CR v letech
2011, 2012 a 2013. Jeho moznosti ne-
jsou oviem limitovany jen na karcinom
prostaty, zpravy z neddvné doby na-
znacuji potencialni dalsi zajimavé ap-
likace [40,41]. Pfiklad kombinovaného
vysetteni pomoci FDG a fluorcholinu ilu-
struje obr. 5.

Nové moznosti syntéz na kazetovych
modulech pfispély ke stabilizaci situace
u fluor-L-thymidinu, zasadni vzestup za-
znamenaly zejména marker hypoxie
["®*F]fluormisonidazol (FMISO) [42-45]
a ["®FIfluoretyltyrosin (FET), latka vhodnd
pro vizualizaci nador(i mozku. Posledné
zminény fluoretyltyrosin je podobné
jako [''Clmetionin pfikladem radioak-
tivné znacené aminokyseliny [46-48].
Aminokyseliny jsou diky zvySenému

metabolizmu tumorovych bunék pfi-
jimany burikami skrze energeticky ne-
zavisly L-aminokyselinovy transportni
systém a posléze metabolizovédny nebo
inkorporovany do proteind. Vyuzitim
umeélych, tedy nepfirozenych L-amino-
kyselin je mozné dosahnout situace,
kdy neni pfijem nasledovan relativné
rychlou metabolizaci a je tudiz dosa-
Zeno vysoké retence vhodné pro ima-
ging. Jednim z produktd tohoto myslen-
kového proudu je anti-1-amino-3-['8F]
fluorcyklobutan-1-karboxylova kyselina,
zkracovana jako ['®F]FACBC. Podobné
jako fluoretyltyrosin vykazuje velmi za-
jimavé vlastnosti pro vizualizaci nador(
mozku, jevi se také velmi nadéjné s ohle-
dem na vizualizaci karcinomu prostaty,
kde by mohla podle nékterych studii
konkurovat fluorcholinu [49-51].

S névratem techneciové krize, ktera
nastane v horizontu pfristich nékolika
let diky uzavieni dvou reaktord produ-
kujicich v soucasnosti kolem 70 % mo-
lybdenu-99, mate¢ného nuklidu do
techneciovych generator(, lze oceka-

-
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Obr. 4. Srovnani po¢ti aplikaci jednotlivych PET radiofarmak vyjma FDG v CR v letech 2011 (tmavé modra), 2012 (3eda) a 2013
(svétle modra) (zdroj: doc. MUDr. Otakar Bélohlavek, CSc., PET centrum, Nemocnice Na Homolce).
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vat jisty nardst zdjmu o PET radiofar-
maka schopnd zastoupit vysetfeni do
této doby fesené [*™Tc]-SPECT - ze-
jména ['®F]fluorid sodny. Dalsi z kla-
sickych fluorovanych radiofarmak,
['®F]fluor-L-DOPA [52], které je pouzi-
véno v neurologii a onkologii, zazname-
nava také v absolutnich cislech urcity
vzestup spojeny se zlepSenim dostup-
nosti, lze viak ocekédvat opétovny po-
kles zajmu. V onkologii, kde se jeho apli-
kace tykala zejména neuroendokrinnich
tumord, je dlivodem rapidni nardst do-
stupnosti alternativ zalozenych z nej-
vétsi ¢asti na galliu-68.

Gallium-68

Nejvyraznéjsim novym prvkem na poli
PET diagnostiky je neoddiskutova-
telné gallium-68 (%®Ga). Tento radionuk-
lid poprvé vesel do povédomi rodiciho
se oboru nuklearni mediciny jiz v 60. le-
tech 20. stoleti, podruhé pak v letech 90.
Tento nuklid se preménuje z 89 % B-plus
pfeménou, maximalni energie 1,92 MeV.
Jeho polocas premény 68 minut je kom-
patibilni s farmakokinetikou relativné
nizkomolekuldrnich RF. Opravdového
rozvoje se ale aplikace %Ga dockaly az
v prvni dekadé tretiho tisicileti. Jednak
se metoda PET/CT stala rutinné pouzi-
vanou zobrazovaci modalitou, jednak se
podafilo dosdhnout uspokojivé urovné
Cistoty a produkce u hlavniho zdroje
®%Ga - tedy germanium-galliovych ge-
neratord. Tretim podstatnym faktorem
byl pfechod k ucinnéjsi radiochemii zna-
¢eni, kdy byly nahrazeny doposud pou-
zivané ,oteviené” cheldtory makrocyk-
lickymi strukturami (DOTA, NOTA) [53].
Ty odvadéji skvélou praci v odstinéni ga-
lliového iontu proti sérovému proteinu
transferinu, ktery ma k nému vysokou
afinitu. V kombinaci s vysokou termody-
namickou stabilitou a zvySenou efekti-
vitou znaceni se otevrely Siroké klinické
moznosti. Pravdépodobné nejvyznam-
né&jsi aplikace je v tomto ohledu znaceni
somatostatinovych analogl - oktreo-
tidd a oktreotatl - v PET obdobé dlouho
vyuzivaného Octreoscanu (SPECT va-
rianta vysetfeni s '"'In) pro diagnostiku
somatostatin-pozitivnich neuroendo-
krinnich nador0 [54-61]. Moznost pofi-
zeni germanium-galliového generatoru
pak dovoluje vyuziti na mistech, kam

N

Obr. 5. Srovnani PET/CT vysetieni pomoci ['®FIFDG (horni rada) a ['®F]fluorocholinu

(spodni fada) - zleva PET sken, CT sken a fiize - u stejného pacienta s duplicitou tu-
moru ledviny a karcinomu prostaty. Mediastinalni lymfatické uzliny vykazuji vysokou
akumulaci FDG, nejsou vsak aktivni na vysetieni ['®F]fluorocholinu, s vysokou pravdé-
podobnosti tedy souvisi s nadorem ledviny a nikoliv s karcinomem prostaty.

by latka se svym polo¢asem pfemény
68 minut nebyla v dostate¢né aktivité
transportovatelna.

Vyuziti gallia pro rutinni PET dia-
gnostiku musi jeSté nicméné prekonat
nékolik prekazek.

Pres vSsechna zdokonaleni, kterych
bylo v technologii Ge-Ga generatorud do-
sazeno, vyzaduje produkt stale pomérné
naro¢né dalsi zpracovani — nejde tedy
jako u klasické ,molly cow’, tedy Mo-Tc
generdtoru o prostou eluci roztoku
a smichani s lyofilizovanym kitem. To je
déno zejména dvéma faktory - ziskand
forma gallia neni pfimo chemicky pou-
Zitelnd pro spojeni s cheldtorem a nava-
zani na kyZenou biomolekulu, a roztok

porad obsahuje pomérné zasadni mnoz-
stvi mate¢ného germania-68 [62-65].
Nutnost dodatec¢ného zpracovani eluatu
z generdtoru miize u koncového uziva-
tele — nemocnice - zvyklého na jedno-
duché zachazeni s Tc generatory zna-
menat zdsadni problém i z hlediska
potfebného personalu a vybaveni nut-
ného k dodrzeni spravné praxe pfi pro-
dukci findIni 1ékové formy. Mnoho vy-
robcl syntéznich moduld v uplynulych
tfech letech uvedlo nebo uvadi na trh
moduly (¢i mikromoduly) specializované
pravé na Upravu galliového eludtu. Jis-
tou moznosti by tedy bylo zpracovani
gallia pfimo u vyrobce a dodavani jiz ho-
tového radiofarmaka, viz déle.
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Alternativa ke generdtoru je vyroba
®Ga protonovym bombardovanim
(reakce %8Zn(p,n)%Ga) na cyklotronu [66].
Reakce probihd na zinkovém ter¢i za vy-
uziti klasického biomedicinského cyklo-
tronu (potfebna energie cca 13,2 MeV).
Vysledny produkt je mozno separovat
klasickou iontové-vyménnou kolonou.
Kontaminace germaniem-68 je z hle-
diska technologie postupu prakticky
vyloucena, naopak zinkové a médéné
jonty Ize odstranit vhodnou volbou sor-
bentu, ¢imz je eliminovdna nutnost
post-produkénich Uprav, které vyzaduje
generdatorovy postup. U takto pfiprave-
ného %Ga je oviem poté logicky nutno
fesit logistiku znaceni a vysetieni s ohle-
dem na kratky poloc¢as pfemény - tento
pfistup je potencialné vhodny pro vy-
robni centra s vysokou okolni hustotou
PET kamer, pfipadné s vlastni kamerou.

Potencialni vyuziti %Ga je nesporné
a prakticky nezastupitelné zejména na
poli nizkomolekuldrnich biomolekul,
tedy oligopeptidl a proteinovych frag-
mentl [67]. %Ga oktreotdtové skeny jsou
jiz nyni v okolnich zemich provadény ve
srovnatelné mite jako skeny s radiofar-
maky jinymi nez FDG, vyjma fluorcho-
linu. Jeho SirSimu rozsifeni zatim bra-
nila suboptimdlni dostupnost spojena
s vyse zminénymi problémy. Oznacitel-
nych a vyuzitelnych marker( je nicméné
velké mnozstvi, v sou¢asné dobé prova-
déné studie s PSMA (prostate-specific
membrane antigen) [68-70] ¢i bombesi-
nem [71] (tumorovy marker napf. pro
malobuné¢ny karcinom plic, neuroblas-
tomy ¢i nadory zaludku) oznacenymi
galliem jsou pouhymi prvnimi piiklady
dynamicky se rozvijejiciho nového pole
vysoce specifickych PET radiofarmak.

Zirkonium-89

Vedle %Ga je vhodné se zminit jesté
o dal$im z kovovych iontovych PET z&-
ficy, a sice o zirkoniu-89 (¥Zr). Tento nuk-
lid md idealni parametry ke zna¢eni mo-
noklondlnich protilatek a jejich nasledné
vizualizaci. Polo¢as pfemény 78,4 hodin
odpovida biologickému polocasu pro-
tiladtky a je dostatecny pro to, aby rozlo-
zeni dosahlo optimalniho poméru mezi
cilem a okolim. PET obraz navic neni
rusen vedlejsimi produkty pfemény
jadra (23 % B+ pfemény s doprovod-

nym y zafrenim o 909 keV, které neinter-
feruje s 511 keV anihila¢nimi fotony vyu-
zivanymi k detekci PET kamerou) - ¢imz
se lisi napt. od pro podobné ucely pou-
zivaného jodu-124, jenz produkujey za-
fenim vyrazné blizsi 511 keV. Zirkonium
je navic po internalizaci protilatky podr-
zeno v bunce, ¢imz se opét lisi napt. od
jodu-124.

8Zr je produkovano na ter¢i z pfirod-
niho yttria reakcemi 89Y(p,n)*Zr nebo
89Y(d,2n)¥Zr. Vyhoda této metody spo-
¢ivéd zejména ve faktu, ze pfirodniho
yttria neni nedostatek a terce jsou i diky
tomu komer¢né pomérné solidné do-
stupné. Produkce je moznd na standard-
nich biomedicinskych cyklotronech (do
18 MeV). Pramérny vytézek je 6-8 GBq
89Zr za 4-6 hodin ozafovani. JelikoZ in-
jektovana aktivita pro jednoho pacienta
je kolem pouhych 37-74 MBq znacené
protilatky, je takové mnozstvi dostacu-
jici pro studie zamérené na imuno-PET
aplikace.

Produkt po ozarovani obsahuje radio-
chemické necistoty. Jedna se zejména
o yttrium-88, zirkonium-88 a matecné
yttrium-89. Z tohoto dlvodu je nutno
vysledny produkt podrobit purifikaci,
kde jsou tyto necistoty odstranény. Vét-
sinou se pro tyto Ucely pouziva afinitni
chromatografie s néslednou eluci kyse-
linou, kterd poskytuje dostatecné cisty
roztok iontu Zr* dal vyuzitelny pro zna-
Ceni protilatek [72,73]. Samotna vazba
zirkonia na protilatku probihd pomoci
cheldtorli schopnych na jedné strané
pevné koordinace iontu Zr zabrafuji-
cimu jeho uvolnéni, na druhé strané
nedestruktivni vazby na protilatku sa-
motnou. Plvodné bylo pro tyto ucely
vyuzivano ,klasickych” cheldtord pro
kovové radioaktivni ionty (EDTA, DTPA,
DOTA). Specifickd koordina¢ni chemie
zirkonia v3ak iniciovala stale probihajici
vyvoj chelatord 1épe vyuzitelnych pro
tento iont.

Jiz bylo uvedeno, Ze dlouhy polocas
8Zr jej ¢ini idedInim pro vyufZiti pfi proti-
latkovych aplikacich PET a dovoluje jeho
transport na pomérné dlouhé vzdale-
nosti, at jiz v podobé precisténého pro-
duktu urceného ke znaceni ¢i ve formé
hotové znacené protildtky. Jeho schop-
nost vazat se prakticky na jakoukoli pro-
tildtku z néj déla velmi ucinny nastroj

k diagnostice a zejména pro urceni po-
tencialni citlivosti daného nadoru na
zvolenou biologickou 1é¢bu. Je dolo-
Zeno pomérné solidni mnozstvi prekli-
nickych i klinickych vyuziti #Zr, kdy byla
timto nuklidem oznacena standardné
pouzivana terapeutickd protilatka a me-
toda PET vyuzita k ovéfeni cileni a na-
slednému monitoringu lé¢by [74-80].
Lze konstatovat, Ze moznosti 8Zr jsou
v tomto ohledu limitovany pouze do-
stupnosti danych protiladtek — a s ohle-
dem na rozvoj na poli produkce pro-
tildtek a jejich zpfistupriovani SirSimu
spektru medicinskych zafizeni je prav-
dépodobné, Ze se budou rozsifovat. Nej-
vétsi komplikaci, alespori v CR a okol-
nich zemich, tak maze byt prozatimni
absence zafizeni s dostate¢nym zaze-
mim, které by splriovalo pozadavky na
zachazeni jak s radioaktivnim, tak s bio-
logickym materidlem za dodrzeni veske-
rych platnych predpis, spravné vyrobni
a spravné laboratorni praxe.

Zaveér

Uplynulych pét let pfineslo na poli PET
radiofarmak vyrazné zmény zvlasté na
poli syntézni techniky. Diky miniaturi-
zaci a narUstajici flexibilité syntéznich za-
fizeni by mélo byt pro daného vyrobce
snadnéjsi produkovat vice radiofarmak
za snizené nutnosti investovat do vét-
$iho poctu syntéznich zafizeni. Velky po-
tencial se nepochybné skryva v %Ga. Zde
bude velice zaleZet na vybudovani pfi-
padné distribucni sité a vyreseni zpraco-
vani generdtorového materidlu. Je tedy
pouze otdzkou, nakolik bude schopné
na tyto nové moznosti reagovat samo
zdravotnictvi z hlediska kapacit PET vy-
Setfeni, moznosti jejich financovani
a ptipadnych Uhrad.
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,Technetium Crisis" — Causes, Possible Solutions
and Consequences for Planar Scintigraphy and SPECT Diagnostics

Adam J.'2, Kadetavek J.2, Kuzel F2, Vasina J.3, Rehdk Z.'3
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Souhrn

Nuklearni medicina je dllezity obor moderni mediciny, zejména diky své roli v in vivo zobrazo-
vani dtlezitych déjli a procest v lidském organizmu. Drtivou vétsinu vysetieni nukledrni medi-
ciny tvoii planarni scintigrafie a jednofotonova emisni tomografie (SPECT), jejimz zakladem je
jiz nékolik desitek let znaceni nuklidem metastabilniho technecia (**"Tc), vyuzivanym v kombi-
naci s nespoctem ligandd pro rtizné ucely. Oddéleni nukledrni mediciny pracuji s komer¢né do-
stupnymi molybdeno-techneciovymi generatory, ze kterych je mozno dle potieby eluovat nuk-
lid a pripravit radiofarmakum. Matec¢ny nuklid, molybden-99 (**Mo), je pfipravovan na pouhych
nékolika mistech na svété. Produkéni mista jsou ovsem vesmés prestarlé vyzkumné reaktory
a soubézny vypadek dvou z nich v roce 2009 zpUsobil kriticky celosvétovy nedostatek *Tc.
Neodvratné uzavreni ¢asti produkénich kapacit v druhé dekadé 21. stoleti bude znamenat dru-
hou a tentokrat trvalou ,techneciovou krizi". V ¢lanku informujeme o historii, souc¢asnosti, po-
tencidlni budoucnosti a moznych fesenich situace s ohledem na diagnostiku SPECT.

Klicova slova
nukledrni [ékafstvi — tomografie emisni, pocitacovd, jednofotonova - radiofarmaka - techne-
cium - techneciova krize

Summary

Nuclear medicine is an important field of nuclear medicine, especially thanks to its role in in vivo
imaging of important processes in human organism. An overwhelming majority of nuclear me-
dicine examinations comprises of planar scintigraphy and single photon emission computed
tomography, for decades relying on the labeling by metastable technetium nuclide (*™Tc), used
with a great diversity of ligands for various applications. Nuclear medicine departments utilize
commercially available molybdenum-technetium generators, being able to elute the nuclide
at any time and prepare the radiopharmaceutical. The mother nuclide, molybdenum-99 (**Mo),
is produced in just a handful of places around the world. The production places are without
exception research nuclear reactors working far past their life expectancy. A concurrent tem-
porary shutdown of two of them in the year 2009 caused a critical worldwide shortage of *™Tc.
An unavoidable permanent shutdown of part of these capacities in the second decade of the
21 century will cause the second, and this time rather permanent "technetium crisis”. The
article focuses on history, present, potential future and possible solutions in regard to SPECT
diagnostics.
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Uvod
Technecium bylo objeveno v roce 1937
jako vlbec prvni uméle pfipraveny
prvek, odtud i jeho nazev. Stalo se tak
na Kalifornské univerzité v Berkeley. Jiz
o rok pozdéji pak Emilio Segré a Glenn
T. Seaborg pfipravili izotop metastabil-
niho technecia-99m prostrednictvim
bombardovani pfirodniho molybdenu
deuteronovym paprskem [1]. O tfi roky
pozdéji popsal Emilio Segré spole¢né
s Chien-Shiung Wuem analyzu $tépnych
produktl uranu-235, které obsahovaly
molybden-99 (**Mo) [2]. | zde objevili
pfitomnost prvku s protonovym cislem
43 s 6hodinovym polo¢asem rozpadu.
Tomuto izotopu se nasledné dostalo
oznaceni technecium-99m (*™Tc).
Izotop *"Tc presto zlstaval védec-
kou kuriozitou az do 50. let minulého
stoleti, kdy zacal byt poprvé rozezna-
van jeho potencidl pro medicinu. Védci
z Brookhavenské nérodni laboratofe,
ktefi pracovali na projektu optimalizace
eluce a purifikace jodu-132 z mate¢ného
teluru-132 pfipravovaného na mistnim
reaktoru objevili ve svém materidlu sto-

pové mnozstvi kontaminantu, jenz se
ukazal byt pravé *"Tc pochazejici z pfi-
tomného *Mo. Jelikoz chemie molyb-
den-techneciového péru byla velmi po-
dobna zkoumanému teluro-jodovému,
byl v roce 1958 na zdkladé téchto zna-
losti zkonstruovan prvni ,techneciovy
generator” [3]. V 60. letech zacala mys-
lenka vyuziti technecia pro medicinské
Ucely ziskavat stéle vice pfiznivca.

Prvni studie v USA byla zvefejnéna
v roce 1963 [4]. Injektovany *Mo se kon-
centroval v jatrech, kde vytvofil v pod-
staté interni generator. Jatra bylo mozno
vizualizovat pomoci gama skeneru. V na-
sledujicich tfech letech demonstrovaly
uzite¢nost *™Tc coby diagnostického na-
stroje ¢i radiotraceru pocetné dalsi stu-
die [5-10]. Spole¢né s rapidnim rozvo-
jem planérnich gamakamer a prvnich
SPECT gamakamer tak byl poloZen z&-
kladni kamen nukledrni mediciny -
oboru, ktery zejména v diagnostické
aplikaci ¢ekal v budoucnu strmy rust.
Technecium se stalo nepostradatelnym
radiofarmakem pro 2D scintigrafii a poz-
déjii pro SPECT - jednofotonovou emisni

tomografii, zvlasté kombinovanou s vy-
pocetni tomografii. V kombinaci s rGizné
zvolenymi ligandy-nosici dokazalo tech-
necium vizualizovat velké spektrum déjd
a organu. Nejdlezitéjsi aplikace *™Tc
v nuklearni mediciné shrnuje tab. 1.
Technecium mélo viechny vlastnosti,
které si Iékaf mohl prat. V reaktoru byl
neutrony ostfelovan uranovy terc za pro-
dukce velkého poctu dcefinych izotopl
véetné 6% *Mo. Jeho polocas rozpadu,
66 hodin, stacil pravé tak na jeho ex-
trakci z reaktoru, separaci od zbytku izo-
topU a uzavieni do generatorq, jez byly
rozvazeny do nemocnic po celém svété.
Jak se molybden postupné rozkladal,
produkoval stabilni zasobu **"Tc, ktera
se dala z generétoru kdykoli eluovat ¢i -
jak se v medicinské obci ustdlilo fikat -
generator ,podojit”. Diky vynikajicim
komplexotvornym vlastnostem techne-
cia pak bylo mozno s eluovanym rozto-
kem technecistanu pripravovat radio-
farmaka na misté, vétSinou s pouzitim
lyofilizovanych, praskovych kitl obsa-
hujicich pfislusné ligandy plus pomocné
latky [11,12]. Generdtory byly snadno

Tab. 1. Priklady vyuzivanych SPECT radiofarmak na bazi **"Tc.

Zkratka

Na*"TcO,

Chemicky nazev

[**mTc]-technecistan sodny

Klinické vyuziti pro zobrazovani

krevni perfuzemorfologie a funkce stitné

[**™Tc]-MDP a dalsi fosfonaty

[*"Tc]-DTPA
["Tc]-MAG3
[*"Tc]-DMSA
[*"Tc]-MAA

[**™Tc]-koloidy

["Tc]-HIDA

[*mTc]-sestamibi

[*mTc]-tetrofosmin

["Tc]-HMPAO

[**Tc]-metylendifosfonat

[*™Tc]-dietylentetraaminpentaacetat
[*™Tc]-merkaptoacetyltriglycin
[*Tc]-meso-dimerkapto-jantarova kyselina
[**Tc]-albuminové makroagregaty

[**™Tc], koloidni suspenze s dalsimi latkami

[#*™Tc]-N-(2,6-dimetylfenylkarbamoylmetyl)
iminodiacetat

[*°™Tc]-hexakis(2-metoxyisobutylisonitril)

[#™Tc]-1,2-bis(bis(2-ethoxyetyl)fosfino)etan

[*°mTc]-d,|-hexametylpropylenaminoxim

Zlazy
vysetieni skeletu — metastazy, kostni poru-
chy, degenerativni a zdnétlivé zmény

ledviny (glomerularni filtrace), krevni per-
fuze plice (ventila¢ni scintigrafie — aerosol)

ledviny (dynamicka scintigrafie)

ledviny (staticka scintigrafie), jatra,

stitnd zlaza

perfuze plic

jatra, slezina, lymfoscintigrafie sentinelo-
vych uzlin

funkce jater a Zlucovych cest

perfuze myokardu, mammoscintigrafie,
vysetfeni stitné zlazy a pfistitnych télisek
perfuze myokardu

mozek, bunécna a mozkova perfuze, leu-
kocyty a zanétlivé procesy, bioenergetika
tkané
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dostupné, technecium, vztazeno na jed-
notku aktivity, vyrazné levnéjsi nez jina
radiofarmaka a zobrazovaci instrumen-
tace, scintigrafy nebo SPECT ¢&i SPECT/CT
skenery taktéz levnéjsi nez napt. PET al-
ternativa. Mnoho diagnostickych metod
bylo nahrazeno techneciovymi skeny
a lékafi po celém svété si nedokazali
predstavit provoz bez tohoto izotopu.
Pak udefila prvni techneciova krize.

Prvni techneciova krize
V roce 2009 cital celkovy pocet vyset-
feni na svété provedenych s pomoci *mTc
zhruba 30 miliond, pficemz jen USA se na
tomto vysledku podilely cca 20 miliony
vysSetienimi. Neni se proto ¢emu divit,
Ze situace, kdy prakticky ,ptres noc” doslo
k poklesu objemu dodavek generatoro-
vého materidlu 0 30-70 % (v zavislosti na
misté a casu), zasahla medicinskou scénu
velice tvrdé [13,14]. Jak k takové situaci
mohlo dojit? Dlvod je prosty. Z pfiblizné
250 vyzkumnych reaktord fungujicich
po celém svété bylo schopno radionuk-
lidy produkovat v priimyslovém méfitku
pouze pét - reaktor National Research
Universal (NRU) v Chalk River, Kanada,
High Flux Reactor (HFR) v Pettenu, Nizo-
zemi, SAFARI-1 v Pelindabé, Jizni Afrika,
BR2 v Mol, Belgie a OSIRIS v Saclay, Fran-
cie. Zpracovani ozafeného materialu bylo
provadéno v pouhych ¢Etyrech centrech
(Belgie, Kanada, Nizozemi a Jizni Afrika).
VSechny zminéné reaktory mély
mnohé spole¢ného. Mo zde byl vyrdbén
ozafovanim ter¢l z obohaceného uranu.
Vesmés se jednalo o vyzkumné reak-
tory, které byly v provozu vice nez 40 let.
S tim se pojila nutnost pravidelnych od-
stavek k udrzbé, jez musely byt mezi jed-
notlivymi reaktory precizné synchronizo-
vany. V puli roku 2008 doslo k planované
odstavce reaktoru HFR v Pettenu, v této
dobé zastdvajiciho priblizné 33 % svétové
produkce. Néasledovaly planované od-
stavky reaktorl NRU, BR2 a OSIRIS. Diky
objevené korozi a netésnostem nebyl
reaktor HFR znovu véas spustén. V jednu
chvili tak fungoval jediny produkéni reak-
tor na celé planeté - jihoafrické SAFARI-1.
Nezdvisle na tom muselo byt kvuli tniku
radioaktivniho jodu uzavieno belgické
zpracovatelské centrum IRE. Reaktor HFR
byl uveden znovu do provozu v Unoru
2009, vzapéti oviem vysadil kanadsky

reaktor NRU zajistujici 40 % svétové pro-
dukce, a ackoliv byl pomérné rychle uve-
den do provozu, Unik tézké vody si vyZza-
dal dalsi odstaveni v kvétnu 2009 trvajici
15 mésich. Opravy HFR zpUsobily dalsi
mésic odstavky v roce 2009 a Sest jinych
v roce 2010 [15]. V krizové situaci bylo
nutno provéfit moznosti ostatnich reak-
tor0 a nasadit alternativni logistické re-
tézce — zapojily se napf. OPAL v Austra-
lii, FRM-Il v Némecku, MARIA v Polsku ¢i
reaktor LVR-15 v ReZi u Prahy (s nutnosti
transportu materidlu ke zpracovani do
Nizozemi anebo Belgie). Az do restar-
tovani obou reaktord v srpnu, resp. zafi
2010 se tak cely svét musel ve zna¢né
mite obejit bez dostate¢ného mnozstvi
2mTc. Diky této krizi muselo byt statisicim
pacientd odepfieno vysetieni pomoci to-
hoto radioizotopu. Nékterd z vysetieni
mohla byt nahrazena alternativnimi me-
todami, napf. PET, aviak za mnohem vyssi
cenu, jina za cenu pouziti méné etablova-
nych radioizotopa. Vétsina vysetreni viak
musela byt odloZena ¢i zruena a neni vy-
louceno, Ze pro nékteré pacienty mohlo
byt takové zdrZeni klicové az fatalni. Dle
tehdejsich slov americkych odbornikl se
Jnukledrni diagnostika v USA propadla
prakticky zpét do 60. let minulého stoleti”.

Pouceni z krize

Na sklonku roku 2010 byla tedy prvni
techneciova krize zaZzehnana. Zustalo
po ni ale mnoho otazek, z nichz primarni
je — bude se krize opakovat? Odpovéd je
jasna. Velmi pravdépodobné, a to brzy.
Hlavni dlivody jsou nésledujici:

1. Zastaralost produkénich reaktort
Jak jiz bylo uvedeno, hlavni pétice reak-
tor( vyrazné presluhuje. Reaktor NRU
v Chalk River, Ontario, Kanada, je v roce
2013 v provozu jiz 56 let, HFR v Pettenu
52 let, francouzsky OSIRIS v Saclay 47 let.
Chvile, kdy nebude déle mozno tyto
reaktory udrzovat v provozu, se nezadr-
zitelné blizi. Planované uzavieni NRU se
mélo odehrat v roce 2005 a pouze diky
intervenci kanadské vlady, ktera prehla-
sovala doporuceni bezpecnostnich in-
spektord, se tak nestalo. Jak HFR, tak
OSIRIS by mély byt definitivné uzavieny
v letech 2014-2016. Kanadska vlada nic-
méné oznamila plan na definitivni uzav-
feni reaktoru NRU v fijnu 2016.

2. Ekonomicka neudrzitelnost
spolehlivosti dodavek

Produk¢ni reaktory vesmés slouzily ke
statem plné financovanému vyzkumu.
“Mo byl vedlejSim produktem normalni
¢innosti reaktoru, nic tedy nebrénilo na-
sazeni iracionalné nizké ceny pokryvajici
prakticky jen cenu ozéfeného materidlu,
ktera nereflektovala ani pozdéjsi nardst
vyznamu produkovaného materialu.
Stat se tak ocitl na pocatku i konci logis-
tického retézce (produkce *Mo a vyset-
feni ®"Tc) s odpovidajici motivaci udrzet
ceny v celém fetézci neredlné nizko. Tyto
praktiky ve svém dlsledku nejen nepo-
kryly cenu provozovani a udrzby reak-
toru, ale téz uc¢inné branily budovani no-
vych infrastruktur - uméle nizka cena
jiz v zakladu odradila jakékoli komer¢ni
subjekty od snah budovat a provozovat
alternativni zdroje.

3. Nuceny prechod na
nizkoobohacené uranové terce
Veskera zatim zminénd produkce * Mo
vyuzivala pavodni technologie vyvinuté
v 60. letech 20. stoleti — tedy ozarovani
vysokoobohacenych uranovych terct
(obsahujicich vice nez 20 % uranu-235 -
pfirodni uran obsahuje méné nez 1 %).
Nicméné vysokoobohaceny uran (HEU)
je materidl pro vyrobu jadernych zbrani.
USA, jediny dodavatel HEU produkénim
reaktorim, v soucasnosti zastavuje ves-
kery export HEU s planem totalniho zru-
Seni v roce 2020, a to jako soucast strate-
gie boje proti nuklearnimu zbrojeni [16].
Belgie, Nizozemi a Francie se k této ini-
ciativé pfipojily také a souhlasily s pre-
chodem na nizkoobohacené uranové
terce do konce roku 2015. Co to bude
znamenat pro produkci? Nizsi vytézky
%Mo, vyssi mnozstvi odpadu — oba fak-
tory pfispéji k dalSimu navyseni ceny
%Mo [17]. Situaci Ize tedy shrnout nasle-
dovné - cena *Mo/**"Tc je iracionalné
nizka, logistické fetézce kiehké, pro-
dukéni kapacity nedostate¢né a zasta-
ralé - situace neudrzitelna, a to jiz v krat-
kodobém horizontu.

Moznosti feSeni

Existuje v této situaci reseni? Na to se
v uplynulych letech snazilo najit odpo-
véd mnoho lékar, specialistd ¢i odbor-
nych komisi v€etné IAEA (International
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Atomic Energy Association — Mezina-
rodni agentura pro atomovou energii)
nebo OECD (Organisation for Econo-
mic Co-operation and Development —
Organizace pro hospodafskou spo-
lupraci a rozvoj). Odpovéd na tuto
otazku? Ano, ale v zddném pfipadé ne
takové, které navrati vie do situace pred
rokem 2008.

1. Vybudovani novych reaktori

i upgrade stavajicich

Do této kategorie spadaji snahy udrzet
soucasné reaktory jesté néjakou dobu
v chodu ¢&i vybudovat jim adekvatni na-
hrady. Prvni projekt tohoto typu byl ka-
nadsky Multipurpose Applied Physics
Lattice Experiment (MAPLE), dva reak-
tory dedikované pfimo vyrobé izotopl,
pficemz kazdy ze dvou planovanych mél
zajistit produkci odpovidajici 100 % své-
tové potieby *Mo. Reaktory MAPLE |
a MAPLE Il byly vybudovény v Chalk
River (lokace NRU) v roce 2000, nicméné
v priibéhu jejich testovani vysla na po-
vrch zasadni designovd pochybeni ve-
douci k zdvaznym bezpeénostnim ne-
dostatkdim, které modelové studie
neodhalily. Nejvyraznéjsim problémem
byl pozitivni koeficient reaktivity, po-
tencidlné hrozici nekontrolovatelnym
rozvojem fetézové reakce, jehoz mozny
extrémni dlsledek ilustrovala exploze
cernobylského reaktoru. To v kone¢ném
dUsledku vedlo v roce 2008 k ukoncenf
celého projektu MAPLE za cenu obrov-
skych financnich ztrat, aniz by reaktory
byly uvedeny do ostrého provozu [18].
Nespusténi reaktord MAPLE nicméné
vedlo k predbéznym studiim budouc-
nosti molybden-techneciové produkce
bez téchto reaktord, které se ukazaly
byt velmi uzite¢né jiz necely rok poté.
Kanada timto ztratila moznost nahradit
zavirajici NRU. V Evropé mély podobné
zalozni projekty vice Stésti. Francouzsky
OSIRIS (pldnované ukonéeni provozu
2016) by mél plné nahradit pravé dokon-
¢ovany Jules Horowitz reaktor s planova-
nym uvedenim do provozu roku 2019.
Nizozemi planuje do roku 2024 uvést
do chodu reaktor PALLAS jako néhradu
za HFR. Belgicky reaktor BR2 bude up-
gradovan tak, aby byl schopen fungo-
vat az do roku 2026. Vesmés ale pljde
o pfechod na nizkoobohacené ura-

nové terce se véemi z toho vyplyvajicimi
dasledky.

2. Rozsiteni sité s vyuzitim stavajicich
nizkokapacitnich reaktora

Nékteré z reaktord, které byly zapojeny
do vyroby Mo v dobé prvni techne-
ciové krize, byly nyni zafazeny natrvalo
do vyrobni a distribu¢ni sité. V soucas-
nosti sdruzuje Pracovni skupina reaktorud
a izotopU asociace AIPES (Association
of Imaging Producers and Equipment
Suppliers — Asociace vyrobcl a dodava-
tell vybaveni pro zobrazovani) celkem
10 reaktord — mimo jiz zminénych péti
dale polsky reaktor MARIA, ¢esky LVR-15,
argentinsky RA-3 a australsky OPAL vyu-
Zivajici jiz nyni nizkoobohacené uranové
ter¢e a némecky FRM-II, ktery oviem
v soucasnosti neozaruje terce pro *Mo.
Potencialni ro¢ni produkce téchto reak-
torll (bez FRM-II) pfiblizné odpovida ro¢-
nimu objemu produkce reaktoru HFR.

3. Alternativni zpusoby vyroby * Mo
Dalsi cestou je vyroba matec¢ného ge-
neratorového nuklidu (®Mo) jinym zpU-
sobem nez bombardovanim uranovych
(nizko- ¢i vysokoobohacenych) terc(.
Spojené staty, které, ackoli jsou nej-
vétsim odbératelem Mo, nedisponuji
od uzavreni reaktoru Cintichem v roce
1989 vlastnim zdrojem tohoto izotopu,
podporuji projekty nevyuzivajici vyso-
koobohaceny uran. GE Hitachi a Babcock
& Wilcox, dvé nejvétsi spolecnosti, své
plany zrusily z ddvodu nerentability pfi
soucasném stavu trhu. Dalsi spole¢nosti
zahajily vyzkum zcela novych metod
produkce. Spole¢nost NorthStar planuje
jednak od roku 2014 ozafovat pfirodni
molybden neutrony a konvertovat **Mo
na *Mo na vyzkumném reaktoru Univer-
zity v Missouri, jednak produkovat Mo
gama-ozafrovanim Mo s cilem po-
kryt 10-50 % potieby *Mo v USA. Zaro-
ven probihaji jednani o0 mozné recyklaci
Mo z pouzitych generator(. V nepo-
sledni fadé jsou provéfovany moznosti
produkce Mo na vysokoenergetickych
cyklotronech [19-21].

Kanada se predevsim snazi pokryt
vlastni potfeby. Jednadvacet milion( ka-
nadskych dolard bylo vldadou uvolnéno
na tfi projekty, které by mohly nahra-
dit NRU. Prairie Isotope Production En-

terprise vyuziva technologie linedrnich
urychlovact elektront z pfirodniho mo-
lybdenu. Univerzita v Alberté a projekt
TRIUMF ve Vancouveru spoléhaji zase na
cyklotronové technologie — nicméné ni-
koli k produkci **Mo, ale pfimo *Tc.

4. Alternativni zplusoby vyroby *°"Tc
Kanadsky program TRIUMF patii mezi
prikopniky pfimé vyroby **"Tc ostfelo-
vanim molybdenovych ter¢d na cyklo-
tronech. Ackoliv optimalni energie
se zda byt vyssi nez 18 MeV, tj. stan-
dardni maximalni energie klasickych
cyklotron(i pouzivanych pro produkci
PET radiofarmak, i tyto cyklotrony jsou
schopny produkovat technecium v do-
state¢né mife pro uspokojeni potieb
nemocnic [22-25]. Nutnou podminkou
bude ovsem dostate¢né husta sit cyk-
lotronl (pro Kanadu pfiblizné 24 cyk-
lotron(). Jelikoz kanadsky model planu
nahrazeni centralizované vyroby Mo
decentralizovanou pfimou vyrobou
technecia eliminuje zavislost na reakto-
rech, jsou moznosti pfimé cyklotronové
vyroby technecia provéfovany jinde na
svété veetné Ustavu jaderné fyziky Aka-
demie véd CR ¢&i UMV, a.s. v Rezi [26-28].
Tento zpUsob nicméné bude vyzadovat
jisty kompromis ze strany |ékarskych za-
fizeni - *"Tc by bylo doddvano namisto
trvanlivéjsich a dle libosti kdykoli ,po-
dojitelnych” generatord pfimo ve formé
roztoku technecistanu, podobné jako
napf. nyni fluordeoxyglukéza pro PET,
coZ s sebou ponese narocnéjsi proces
¢asového planovani vysetfeni - v idedl-
nim pfipadé by mélo dochazet ke koor-
dinaci objedndvek mezi nemocnicemi.
V neposlednifadé bude cena takto vyro-
beného technecia samoziejmé vyssi nez
doposud. Alternativni zpUsoby vyroby
Mo i *"Tc budou nicméné muset zdo-
lat dalsi prekazku, tentokrat administra-
tivni — bude si vyZzadovat nové schvdleni,
rozsifeni ¢i doplnéni u pfislusnych stat-
nich kontrolnich uradu.

5. Nahrazeni vysetieni **"Tc jinym
vysSetienim

V dobé prvni techneciové krize bylo
mnoho lékafskych instituci nuceno pfi-
stoupit k alternativnim zpGsobldm vyset-
feni, ne vzdy je vSak bylo mozné prova-
dét na SPECT gamakamerach. Jednou
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z vyjimek bylo kardiologické vysetfeni —
detekce ischemie pomoci [*™Tc]-ses-
tamibi. Zde bylo v dobé krize ,znovu-
objeveno” thallium-201 vyuzivané do
pozdnich 80. let 20. stoleti [29-31]. Vra-
tily se ovsem i nevyhody, kvuli kterym
bylo thallium opusténo ve prospéch
technecia — niZsi energie emitovanych
foton a delsi polocas rozpadu, vedouci
k vyssi radia¢ni zatéZi pacienta a v nékte-
rych pfipadech, zejména u obéznich pa-
cientl, k méné ostrym obraziim. Obrodu
zazila také nékterd z PET radiofarmak,
kterd nebyla diky vyssi cené vyroby i in-
strumentace schopna konkurovat tech-
neciu — jednalo se zejména o ['®F]-fluorid
sodny pro kostni skeny, pole drtivé
ovladdané [*"Tc]-medronatem (MDP),
viz obr. 1 [32,33] &i jisté zvySeni vyu-
Ziti ['®F]-FDG PET pro viabilitu myo-
kardu. Tato alternativa byla nicméné vy-
uzitelnd pouze pro pracovisté vybavena
PET a PET/CT skenery, jejichZ pofizovaci
i provozni cena je vyrazné vyssi a jejich
cetnost logicky vyrazné nizsi. Nicméné
je zahodno na tomto misté konstatovat,
Ze za jisty pozitivni pfinos prvni tech-
neciové krize Ize povazovat vyraznou
optimalizaci a zefektivnéni nékterych
2mTc diagnostickych protokold vynu-
cené drasticky omezenou dostupnosti
izotopu v dobé krize.

Zavér

Od prvni techneciové krize uplynulo
pét let. V jejich prdbéhu jasné vykrys-
talizovala fakta o situaci a budoucnosti
ohledné vyuziti tohoto, pro nukledrni
medicinu prakticky nepostradatelného,
izotopu.

+ Nasledujicich cca pét let bude po-
mérné kritickych diky nevyhnutel-
nému uzavieni reaktord HFR a NRU.
Zvysenym zapojenim volnych kapa-
cit mensich reaktorl nebude dopad
uzavieni natolik tvrdy, nicméné i zde
dojde k prechodnému snizeni doda-
vek. Priblizné po péti letech Ize oceka-
vat spusténi novych reaktorovych ka-
pacit ve Francii a Nizozemi.

Za Ucelem zajisténi udrzitelnosti a spo-
lehlivosti produkéniho a zpracovatel-
ského fetézce bude nutno zdsadnim
zplsobem revidovat dlouholetou ce-
novou politiku spojenou s *Mo, kterd
efektivné branila v¢asné pfipravé na
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Obr. 1. Piiklad porovnani [**"Tc]-MDP scintigrafie (dvojice vlevo, piredni a zadni pro-
jekce) a ['®F]-NaF PET (vpravo, 3D sumovany obraz, tzv. MIP) u téhoz pacienta.

Obé vysetieni jsou provedena zhruba ve stejném obdobi, PET vykazuje vyssi senzitivitu
(detekuje vice lozZisek), ale nizsi specifitu (nékterd z lozisek nemuseji souviset s onkologic-
kym postizenim, maze jit o pficinu jinou). Navic je patrny i vyssi (lepsi) kontrast v PET ob-
razu, mensi aktivita v télovém pozadi (background).

takovou krizi ve smyslu budovani alter-
nativnich zdroj ¢i nahradnich kapacit.
Nova cena bude muset odpovidajicim
zplGsobem zohlednovat cely zpraco-
vatelsky fetézec, bude muset byt ak-
ceptovéna statnimi autoritami, platci
zdravotni péce, nemocnicemi a zo-
hlednéna pfi planovani lékaiské péce.
Alternativni produkce *Mo je mozna
stejné jako pfimd produkce *°"Tc.
V obou ptipadech s sebou opét pfi-
nese zvyseni ceny vysetfeni vyuzi-
vajicich *mTc (planarni scintigrafie i
SPECT), v pfipadé pfimé vyroby tech-
necia pak prizplisobeni se nemocnic
jiné formé dodavek materidlu a event.
soucinnost mezi nemocnicemi pfi pla-
novani objednavek a vysetreni.

Lze olekdvat, podobné jako za prvni
techneciové krize, pfesun ¢&asti vyset-
feni k jinym metodam, nukleadrni mag-
netické rezonanci nebo pozitronové
emisni tomografii. Zde bude vyrazné
zaviset na stupni rozvoje dané metody

v dané oblasti a moznostech zdsobo-
vani PET radiofarmaky. Za exemplarni
pfiklad mize poslouzit zvyseny zdjem
o "®F-fluorid sodny v dobé prvni krize
jako nahradu za [*™Tc]-MDP skeny.
SPECT byl doposud velmi levhou me-
todou nukledrni mediciny - pofizo-
vaci cena gamakamery se pohybo-
vala v fadu jednotek milion0 korun,
u SPECT/CT kolem 10 milion(, za-
timco u PET/CT v fadu desitek miliond.
Se zvySenim ceny technecia Ize oceka-
vat, Ze bude muset dojit k optimalizaci
v siti pokryti gamakamerami na oddé-
lenich nukledrni mediciny - nékteré
provozy doposud tuto metodu vyuzi-
vajici by se po zméné cen mohly stat
nerentabilnimi.

Prvni techneciova krize ukazala svétu,
ze i v dnesnim svété je mozné, ze majo-
ritni zobrazovaci metoda nuklearni me-
diciny stoji na hlinénych nohach. #™Tc
bude mit v novém svété stale dule-
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Zité misto, i s ohledem na stévajici zob-
razovaci infrastruktury, jejichz kom-
pletni pfebudovani napf. na PET by bylo
ekonomicky i geograficky nerealné.
Je nutné si pfiznat, Ze toto odvétvi mohlo
po dlouha léta existovat a prosperovat
na zadkladé nepfimé podpory statu zajis-
tujici umélé - a dale neudrzitelné - eko-
nomické podminky. Nyni je zapotrebi
tento Ucet splatit, at jiz nemalymi inves-
ticemi do zachrannych programd nebo
zasadni cenovou reformou. K zachrané
a zajisténi dalsiho hladkého fungovani
tohoto medicinského oboru bude nic-
méné nutna koordinovand snaha na
vSech drovnich - produkéni, zpracova-
telské, uzivatelské i kontrolni.
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Vitamin D jako vyznamny steroidni hormon
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Vitamin D as an Important Steroid Hormone in Breast Cancer

Obermannova R.', Demlova R.2?, Drabova K., Melicharkova K.*, Greplova K.2, Mrkvicova M.2,

Zdrazilova Dubska L3, Vyzula R."3, Valik D.2

"Klinika komplexni onkologické péce, Masarykiv onkologicky Ustav, Brno

2Farmakologicky Ustav, LF MU, Brno

*Regionalnf centrum aplikované molekuldrni onkologie, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno
“Klinika détské onkologie LF MU a FN Brno

Souhrn

Vitamin D je vedle estrogenu a progesteronu tieti steroidni hormon, ktery pini vyznamné bio-
logické funkce pii vyvoji karcinomu prsu. Snizené plazmatické hladiny jeho hydroxyderivatu
25-OHD jsou robustné asociovany s vyssiincidenci karcinomu prsu a kratsim celkovym prezitim.
Ackoliv neexistuje vieobecny konsenzus, vétsina autord udava optimalni hladinu 25-OHD pfi-
blizné 75-150 nmol/I (30 ng/ml) a hladiny nad 375 nmol/I (150 ng/ml) jako potencialné toxické,
spojené se zvysenym rizikem hyperkalcemie. Dosud vsak nejsou k dispozici data o optimalni
hladiné vitaminu D ve vztahu k riziku vzniku karcinomu prsu, jeho fenotypovym vlastnostem
a celkovému priibéhu naddorového onemocnéni. Publikované prace uvadéji asociaci mezi vys-
Simi hladinami 25-OHD a nizsi agresivitou nadoru. Biologicky efekt vitaminu D je ovéem kom-
plexni dé&j, je zavisly na hladiné 25-OHD, ale i na aktivaci celé signdini drahy véetné receptoru
pro vitamin D (VDR). Polymorfizmus v genu VDR kddujicim steroidni receptor pro vitamin D
muze byt spojen s vyssi incidenci nadoru prsu a mit negativni prognosticky potencial. Cilem
této prace je podat uceleny prehled o soucasnych poznatcich a dosavadnich publikovanych
datech tykajicich se vztahu vitaminu D ke karcinomu prsu.

Klicova slova
vitamin D - 25-hydroxyvitamin D - vitamin D receptor - karcinom prsu

Summary

Vitamin D is the third steroid hormone playing important biological roles in the development
of breast cancer. Decreased plasma levels of its 25-hydroxyderivative, 25-OHD, display robust
associations with higher incidence of breast cancer and shorter overall survival. Although no
consensus exists, most authors agree that optimal plasma levels shall be within 75-150 nmol/I
whereas levels higher than 375 nmol/l can be potentially toxic with higher risk of hypercalce-
mia. To date, no data are available on the optimal levels of vitamin D related to the risk of breast
cancer development, its phenotype features and the course of the disease. Published studies
mostly describe associations among higher levels of 25-OHD and lower biologically aggressive-
ness of the tumor. The polymorphism of VDR gene coding for the steroid receptor for vitamin D
may be associated with higher disease incidence and also be of negative prognostic signifi-
cance in breast cancer. This review presents an overall summary of the current knowledge and
publications on vitamin D and breast cancer.

Key words
vitamin D - 25-hydroxyvitamin D - vitamin D receptor — breast cancer
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VITAMIN D JAKO VYZNAMNY STEROIDNI HORMON U KARCINOMU PRSU

Uvod

Karcinom prsu pfedstavuje onemoc-
néni s celosvétové vysokou incidenci.
V Ceské republice se jedna o nej¢as-
t&jsSi zhoubny novotvar u Zen a v le-
tech 2005-2009 predstavoval 24,3 %
vsech nové diagnostikovanych malig-
nit v Zenské populaci. Incidence v roce
2010 predstavuje 66,37 nadorl na
100 000 Zen s mortalitou 14,59 nador(
na 100 000 Zen [1]. V soucasnosti ne-
existuji preventivni opatfeni, ktera by z&-
sadné ovlivhovala incidenci karcinomu
prsu. Ve Spojenych statech americkych
se podava jako chemoprevence pouze
u vysoce rizikovych jedincd antiestro-
gen tamoxifen, pfipadné raloxifen ci in-
hibitory aromataz [2-4], ale vzhledem
k jejich vyraznym nezadoucim Gcinkim
nelze tuto strategii uplatnit plosné. Efekt
téchto latek je navic omezen pouze na
hormonalné senzitivnhi onemocnéni,
tedy onemocnéni s expresi estrogeno-
vych (ER) a progesteronovych (PR) re-
ceptorl. Je tudiz zjevné, Ze by bylo
potieba najit jednoduché chemopre-
ventivni agens fungujici u viech typl
karcinomu prsu [5].

Vitamin D je steroidni hormon hrajici
vyznamnou roli v metabolizmu kalcia,
fosfatl a mineralizaci kosti. Pod pojmem
vitamin D rozumime dva ve vodé neroz-
pustné sekosteroidy - ergokalciferol (vi-
tamin D)) a cholekalciferol (vitamin D,).
Tyto dvé formy se vzdjemné lisi struk-
turou postranniho fetézce, fyziologické
ucinky obou latek na lidsky organizmus
se ale vyznamnéji nelisi, pficemz hladinu
vitaminu v séru vice ovliviuje cholekal-
ciferol. Vitamin D je ziskdvan dvéma ces-
tami: majoritni — pfeménou ze 7-dehyd-
rocholesterolu v kGzi vlivem slunec¢niho
zafeni, a minoritni — pfijjmem potravou.
Na aktivni formu je pfeménén dvojitou
hydroxylaci, v jatrech na 25-hydroxycho-
lekalciferol (25-OHD), nasledné v ledvi-
nach cestou enzymu 1-alfa hydroxylazy
na aktivni formu 1,25-dihydroxycho-
lekalciferol (1,25(0OH),D, = vitamin D,).
Vitamin D se poté vaze na vitamin D re-
ceptor (VDR), ktery je fyziologicky pfi-
tomny v mnoha tkanich véetné mlé¢né
zlazy [6]. Jeho exprese byla také pro-
kazana u vsech forem karcinomu prsu,
jak hormonalné senzitivnich (estrogen
a progesteron citlivych), tak hormonalné

neaktivnich. Kromé pfimého efektu in-
hibice buné¢ného cyklu a indukce apo-
ptézy ovliviiuje vitamin D i produkci es-
trogenl [7-9]. Nedostatek vitaminu D
je povazovan za jeden z rizikovych fak-
tord vzniku a rozvoje nddorovych one-
mocnéni véetné karcinomu prsu [10].
Prvni zminky o vztahu vitaminu D a kar-
cinomu prsu se datuji do 90. let 20. sto-
leti, kdy byly publikovany vysledky
ekologickych studii. Vyssi incidence na-
dorového onemocnéni souvisela se ze-
mépisnou $itkou, tedy s nizsi expozici
slune¢nimu svitu [11-17]. Nékteré velké
kohortové studie udavaji inverzni vztah
mezi perordlnim pfijmem vitaminu D
a rizikem karcinomem prsu [18-21].
V roce 2013 byla publikovdna metaa-
nalyza a systematicky prehledovy ¢la-
nek hodnotici vyznam suplementace vi-
taminem D v redukci rizika karcinomu
prsu [22]. Souvislost mezi suplemen-
taci vitaminem D a kalciem a reduki ri-
zika karcinomu prsu nebyla prokazana.
Limitaci této prace byl soubor pouze
postmenopauzalnich Zen, podavani niz-
kych preventivnich davek cholekalci-
ferolu a kalcia a hodnocené dvé studie,
které jediné splnily kritéria analyzy.
Inverzni vztah mezi hladinou 25-OHD,
prekurzorem aktivniho vitaminu D,
byl potvrzen jen u pfipadovych studii.
Vysledky doposud provedenych pro-
spektivnich studii nejsou konzistentni.
Metaanalyza ctyf prospektivnich studii
z roku 2010 nenalezla signifikantni in-
verzni vztah mezi hladinou 25-OHD arrizi-
kem vzniku karcinomu prsu [23], zatimco
naslednd metaanalyza, kterd zahrnovala
dalsi dvé prospektivni studie, inverzni
stav potvrdila [24,25]. Cilem tohoto sdé-
leni je podat uceleny prehled aktudlnich
dat tykajicich se vztahu metabolizmu vi-
taminu D a rozvoje karcinomu prsu.

Biologicky efekt vitaminu D

Vitamin D hraje kromé zasadni role v ho-
meostaze vapniku vyznamnou ulohu
v fadé biochemickych procesu. Signali-
zaci spousti vétSinou prostfednictvim re-
ceptoru vitaminu D, ktery nélezi do ro-
diny steroidnich nuklearnich receptord.
Vazbou vitaminu D na VDR je induko-
véna bunécnd diferenciace, inhibovéna
proliferace a regulovdna apoptéza u nor-
malnich i nddorovych bunék vcetné

karcinomu prsu, dale je potla¢ena an-
giogeneze a iniciovany imunomodu-
la¢ni Ucinky cestou ovlivnéni monocytl
a lymfocytG. Aktivni latka, 1,25-(0OH),D,
plisobi antikarcinogenné cestou re-
gulace VDR-dependentni transkripce
az 200 gen0 vcéetné CDKNTA, CDKN1B,
c-fos a c-myc [26]. Nékteré studie pro-
kazaly, Ze 1,25-(OH),D inhibuje syntézu
i biologicky ucinek estrogent [7-9].
Aktivni forma 1,25-(OH),D pravdépo-
dobné suprimuje tvorbu estrogent ces-
tou inhibice genu kédujiciho aromatézu,
enzymu, ktery je odpovédny za konverzi
androgenu na estrogeny. 1,25-(OH).D
také potlacuje expresi estrogenového
receptoru, jaderného receptoru, ktery
zprostfedkovava biologicky efekt estro-
genu [9]. Oba mechanizmy tak pfispivaji
k inhibici signalizace prostfednictvim
estrogen(. Vztah peroralniho pfijmu
vitaminu D a exprese ER a PR hodno-
tila fada studii s nekonzistentnimi vy-
sledky [19,20,21,27]. Analoga vitaminu D
inhibuji rlst nadord prsu (benignich
i malignich) a na estrogenu nezavislym
mechanizmem redukuji proliferativni
efekt insulin-like growth factor 1 (IGF-1),
jenz je vyznamny mitogen [28]. Na zvi-
fecim modelu byl prokdzén potencujici
vliv vitaminu D na U¢inek tamoxifenu
v ramci terapie karcinomu prsu [29].
Tzv. ,negenomovy” efekt vitaminu D
(efekt zprostiedkovany membrano-
vymi receptory) je rychly a nezavisi
na transkripci, ackoliv transkripci zkfi-
Zzené ovliviuje prostfednictvim jinych
signalnich drah. Zatim neexistuje jed-
noznacny nazor na to, jak je negeno-
movy efekt zprostfedkovan. Pravdé-
podobné je zdvisly na ,neklasickém”
membranovém receptoru (memVDR)
a 1-alfa, 25-OHD membrane-associa-
ted rapid-response steroid binding pro-
tein (1-alfa,25-(OH)2D-MARRS). Nej-
znaméjsi pozitivni negenomovy efekt
vitaminu D je rychld absorpce vapniku
ze stfeva a zvyseni intracelularni hladiny
véapniku vznikajici vazbou na membra-
novy receptor, naslednou aktivaci pro-
teinkinazy C (PKC) a rychlym otevienim
vapnikovych kanald [30]. Bijlsma et al
objevili v roce 2011 dal3i vyznamny ne-
genomovy efekt vitaminu D - inhibici
sonic-hedgehog (SHH) signalni drahy,
kterd je v pripadé vlastni dysregulace
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vyznamnym stimuldtorem karcinoge-
neze [31]. Tang et al [32] v roce 2011 po-
tvrdili v in vitro i in vivo studiich, Ze vi-
tamin D inhibuje proliferaci v bunkach
bazoceluldrniho karcinomu prostrednic-
tvim VDR nezavislého mechanizmu. Ces-
tou Wnt drahy zplsobuje downregulaci
SHH dréhy v bunkéach bazocelularniho
karcinomu.

Jaka je optimalni plazmaticka
hladina 25-OHD ve vztahu ke
karcinomu prsu?

Hydroxylovany metabolit 25-OHD pred-
stavuje zasobni frakci vitaminu D a je
vhodnym cilem k monitorovani zejména
pro svoje stabilni hladiny v plazmé
adlouhy eliminacni polocas. Plazmaticka
hladina 25-OHD je vysledkem hydroxy-
lace neaktivni formy vitaminu D ziska-
ného endogenné (konverzi v k(iZi vlivem
slune¢niho svitu) a exogenné (peroral-
nim pfijmem). Hydroxylace probihd v ja-
trech prostfednictvim enzymu 25-hyd-
roxyldzy kédovanym genem CYP27A1.
Naslednd hydroxylace v ledvinach pro-
stfednictvim enzymu 1-alfa-hydroxy-
lazy, kddovanym genem CYP27B1, vede
k vzniku aktivni formy vitaminu D. Rada
tkani véetné tkané mlécné zlazy i karci-
nomu prsu je schopna pfimé konverze
cirkulujiciho 25-OHD na aktivni formu
1,25-OHD prostiednictvim 1-alfa-hydro-
xylazy [29]. Prakticky to znamena, Ze jsou
tkdné samy schopny autokrinni nebo
parakrinni sekreci enzymu 1-alfa-hyd-
roxylazy konvertovat dostupny prekur-
zor 25-OHD na aktivni metabolit, a tim
modifikovat biologickou dostupnost vi-
taminu D. Analogicky existuje tkanova
overexprese 24-hydroxylazy, kédované
CYP24A1, klicového enzymu v katabo-
lizmu aktivnich forem vitaminu D, jehoz
vlivem dochdzi k degradaci aktivniho
vitaminu D. Z toho vyplyva, Ze hladina
25-OHD nemusi nutné odrazet lokalni
biologické a patofyziologické efekty.
Presto ale z(istava nejjednodussim pro-
stredkem sledovéni stavu vitaminu D
v téle. Snaha definovat optimalni plaz-
matickou hladinu 25-OHD obecné v sou-
vislosti s incidenci chronickych chorob
(kardiovaskularnich, neurologickych, en-
dokrinnich, ale i nddorovych onemoc-
néni), v naSem pfipadé s prevenci rizika
vzniku karcinomu prsu, byla predmé-

-~

Nutrition Examination Survey).

Tab. 1 Kritéria hladiny 25-OHD u zdravych dle NHANES 2011 (National Health and

N

Vysledky Sérova hladina 25-OHD
nmol/l ng/ml
deficit <30 <12
neadekvatni hladiny 30-50 12-20
optimalni >50 >20
rizikové > 125 > 50
toxicka > 375 > 150

Legenda - sérové hladiny 25-OHD u zdravych

asociovany s vitamin D deficienci, vedouci ke kfivici u déti,

neadekvatni pro metabolizmus skeletu a celkové zdravi

nmol/L  ng/mL

<30 <12 osteomalacii u dospélych
3050 12220, zdravych osob

>50 >20 adekvatni

> 125 >50

potencialné toxické, vedouci k nezadoucim ucinkim, ob-
zvlasté pti hladinach > 150 nmol/L (> 60 ng/mL)

tem fady publikovanych studii. Z dosa-
vadnich dat vyplyva, Ze vyssi hladina je
obecné asociovana s lepsim celkovym
kych chorob.

Hodnota hladiny metabolitu v krvi
v zavislosti na farmakologické suple-
mentaci vitaminem D je tézko pred-
vidatelnd. Zavisi na individuaIni varia-
bilité, dieté, absorpci, metabolizmu,
BMI, expozici slunci atd. Ackoliv neexis-
tuje vieobecny konsenzus, vétsina au-
tord udava optimalni hladinu 25-OHD
pfiblizné 50-125 nmol/I (20-50 ng/ml)
a hladiny nad 375 nmol/l (150 ng/ml)
jako potencidlné toxické, spojené se zvy-
Senym rizikem hyperkalcemie (tab. 1).
Dle Goodwin et al [33] jsou pravdé-
podobné vyhodnéjsi hladiny okolo
75 nmol/l (30 ng/ml), idedlné pak
90-100 nmol/I (36-40 ng/ml).

Plazmatické hladiny 25-OHD

v nemoci a predchorobi

Crew et al [34] ve své retrospektivni
pfipadové studii porovnali hladiny
25-OHD u pacientek s karcinomem prsu
a zdravé populace. Do analyzy bylo za-
fazeno 1 508 pacientek, u nichz byl v le-
tech 1996-1997 diagnostikovan in situ

karcinom nebo invazivni karcinom,
a 1 556 kontrolnich subjektd. Primérna
plazmaticka koncentrace 25-OHD byla
namérena 27,1 nmol/I (13,0 ng/ml) u pa-
cientek s karcinomem prsu a 29,7 nmol/I
(15,1 ng/ml) u zdravych Zen (p < 0,0001).
Plazmatickd hladina 25-OHD byla in-
verzné asociovana s rizikem karcinomu
prsu (OR0,56; 95% Cl 0,41-0,78). Ve srov-
nani s deficitem vitaminu D, (hladinou
25-OHD < 50 nmol/I (20 ng/ml)), byly
hladiny > 100 nmol/l (40 ng/ml) spo-
jeny s poklesem rizika vzniku karcinomu
prsu. Redukce rizika byla vétsi u postme-
nopauzalnich zen (OR 0,46; 95% ClI
0,09-0,83) a efekt nebyl zavisly na expresi
estrogenovych a progesteronovych re-
ceptor(. Hladina 25-OHD, > 100 nmol/I
(40 ng/ml) méla v uvedené studii pre-
ventivni vliv na vznik karcinomu prsu.
Goodwin et al [33] sledovali mortalitu
pacientek s karcinomem prsu v zavis-
losti na hladiné vitaminu D. Pacientky
(bez suplementace) s hladinou vita-
minu D < 50 nmol/l (20 ng/ml) v dobé
diagnézy mély 94% pravdépodobnost
metastatického onemocnéni a 73%
pravdépodobnost umrti v pribéhu
10 let sledovéni. Pouze 24 % pacientek
mélo adekvatni hladinu vitaminu D
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(> 72 nmol/l) v dobé diagnézy. Podle
sdruzené analyzy provadéné v USA
a Velké Britanii mély pacientky s hladi-
nou > 125 nmol/I (50 ng/ml) 0 50 % nizsi
riziko vzniku nadoru prsu nez pacientky
s deficienci 25-OHD. Denni pfijem
1 000 IU vedl k zvy3eni hladin 25-OHD
0 25 nmol/l (10 ng/ml), optimalni dennf
dévka by mohla byt 3 000-4 000 IU, tedy
vy$si nez davka doporucovana Institute
of Medicine (IOM). Aplikace denni davky
vitaminu D 4 000 IU po dobu péti mésicl
vedla bez nezddoucich ucinkl k dosa-
Zeni pozadovanych hladin u 88 % sledo-
vanych osob [35]. V pfehledovém ¢lanku
o klinickych datech u zdravych osob
byla dokonce uvedena bezpecnd denni
dévka vitaminu D = 10 000 IU [36].
Podavané vysoké davky vitaminu D
nemusi byt vzdy toxické. V jednora-
menné studii byla postmenopauzal-
nim pacientkdm lécenych inhibitory
aromataz podavana davka vitaminu D
50 000 IU tydné [37], ve studii faze Il byla
pacientkdm s metastatickym karcino-
mem prsu poddvana davka vitaminu D
10 000 IU denné po dobu &ty mé-
sicd [38]. V ramci ani jedné z nich nebyly
zaznamendany projevy toxicity jako hy-
perkalcemie, hyperkalciurie nebo nefro-
lithidza. Presto zlstava nejasné, zda
bude mit substituce vy3simi davkami vi-
taminu D protektivni vliv na redukci ri-
zika vzniku karcinomu prsu u vysoce ri-
zikovych premenopauzalnich pacientek.
Dodnes nebyla publikovdna prospek-
tivni studie, kterd by hodnotila vyznam
substituce v pribéhu lécby onkologic-
kého onemocnéni, a vétsina doposud
publikovanych praci vychéazela pouze
z prediagnostickych hladin vitaminu D.

Stadium onemocnéni, grade,
hormonalni lé¢ba a hladina
25-OHD

Vitamin D by mohl byt uzite¢nou a lev-
nou soucasti |é¢by pacientek s karcino-
mem prsu. Neuhouser et al [28] provedli
analyzu hladin vitaminu D u populace
pacientek s historii karcinomu prsu.
U 75,6 % z nich konstatovali insuficienci
az deficit 25-OHD a prdmérna hladina
byla stanovena na 24,8 £ 10,4 ng/ml.
Nizsi hladiny byly nalezeny u afrického
a hispanského etnika. Studie hodno-
tila vék, BMI, etnikum, geografii, sezénni

vliv, fyzickou aktivitu, terapii karcinomu
prsu a podani tamoxifenu. Po eliminaci
vsech demografickych variabilit a roz-
dild vyplyvajicich ze Zivotniho stylu zG-
stalo stadium onemocnéni signifikant-
nim prediktorem nizsich hladin 25-OHD.
Zeny s lokalizovanym ¢i lokalné pokro-
¢ilym onemocnénim vykazovaly nizsi
hladinu 25-OHD nezZ ty s karcinomem
in situ.

Autofi dale studovali efekt tamoxifenu
v souvislosti s hladinou 25-OHD. Histo-
ricky pouze jedna prace na zvifecim mo-
delu prokazala vztah vitaminu D a tamo-
xifenu [29]. Kombinace byla 10-100krat
efektivnéjsi nez monoterapie analogem
vitaminu D. Pfidanim vitaminu D doslo
k navyseni efektu tamoxifenu (soucasné
k redukci davky a tim poklesu nezadou-
cich uc¢inkG tamoxifenu). V Neuhouse-
rové praci byly u pacientek [é¢enych
tamoxifenem naméreny vyssi hladiny
25-OHD, tamoxifen byl tedy signifi-
kantni prediktor hladiny 25-OHD. Vztah
k hormondlnim receptordm bohuzel
nelze hodnotit, nebot nebyly vysetieny
u jedné tretiny zafazenych pacientek.

V kanadské studii Goodwina et al [33]
naméfili deficitni ¢i insuficientni vstupni
hladinu 25-OHD u 76 % pacientek s kar-
cinomem prsu. Prokdzali inverzni vztah
mezi hladinou 25-OHD a BMI, markery
inzulinové rezistence (inzulin, C-pep-
tid), pficemz hladiny 25-OHD byly signi-
fikantné nizsi u pacientek s high-grade
tumory. Dale prokazali statisticky vy-
znamnou souvislost mezi deficitni hla-
dinou vitaminu D a dobou do progrese
(disease-free survival — DFS) a kratsim
celkovym prezitim (overall survival — OS)
(10lety DFS 69 vs 83 % (deficitni vs do-
statecné hladiny), 10lety OS 74 vs 85 %).
Vysledek nebyl ovlivnén vékem, veli-
kosti tumoru, gradem, stavem estroge-
novych a progesteronovych receptort
adjuvantni chemoterapii, hormonotera-
pii ani ro¢nim obdobim.

Stejné tak autofi némecké studie
z roku 2007 [39] uvadéji signifikantni in-
verzni vztah mezi hladinou 25-OHD a ri-
zikem vzniku karcinomu prsu u postme-
nopauzalnich Zen, pficemz hormonalni
substituc¢ni 1é¢bu a pocet téhotenstvi
shledali jako modifikatory shora uvede-
ného vztahu. Zeny, které podstoupily
hormonadlni substitu¢ni 1é¢bu, a Zeny

s vy$3im poctem téhotenstvi mély vy3si
hladiny 25-OHD a nizsi riziko vzniku kar-
cinomu prsu, coz pravdépodobné vy-
svétluje nizsi expozice estrogendim.

Plazmaticka hladina 25-OHD

a fenotyp karcinomu prsu
Plazmatickd hladina vitaminu D je nyni
studovdana v souvislosti s fenotypovymi
vlastnostmi karcinomu prsu: luminal A,
luminal B, HER2+ ER-, triple-negativni
(basal-like). Jiz na buné¢nych kulturach
odvozenych od karcinomu prsu byla in
vitro prokazana fenotypova souvislost
s hladinou vitaminu D. Nizké hladiny vi-
taminu D jsou asociovany s progresi vice
agresivniho fenotypu (triple-negativ-
niho) [40]. Rainville et al sledovali hladinu
25-OHD v souvislosti s fenotypem karci-
nomu prsu (luminal A, luminal B, HER2+
ER-, triple-negativni) [41]. U triple-ne-
hladiny 25-OHD a také nejvyssi pro-
cento pacientek s deficitem. Pro zajima-
vost uvadime hladiny 25-OHD - zdravi
dobrovolnici 90 £ 40 nmol/l, pacientky
s karcinomem prsu 76 + 50 nmol/I, lu-
minal A 79 £ 50 nmol/l, luminal B
75+30nmol/l, HER2+ER-93 + 30 nmol/I,
triple-negativni 50 £ 20 nmol/I. Ve sku-
piné pacientek s karcinomem prsu byla
naméfena signifikantné niz3i hladina
25-OHD (p < 0,015), ale nebyl nalezen
signifikantni rozdil v ramci stadia one-
mocnéni. Hladina 25-OHD u triple-ne-
gativniho karcinomu prsu byla také sta-
tisticky vyznamné nizsi oproti skupiné
zdravych dobrovolnikd. Hladina vita-
minu D ma pravdépodobné vyznamny
vliv na nddorovy rlst, fenotypové vlast-
nosti a biologické chovani karcinomu
prsu. Tuto hypotézu podporuji i data
zjisténd u populace Afroamericanek,
tzn. vy3si mortalitu v souvislosti s kar-
cinomem prsu, nizsi hladinou 25-OHD
a vysokou incidenci agresivniho tri-
ple-negativniho nebo basal-like feno-
typu (39 %) [41,42].

Laporta et al na zvifecim modelu (pot-
kan) triple-negativniho karcinomu prsu
testovali vyznam VDR pro 1,25-(OH)D
zprostiedkovanou protinadorovou an-
tiproliferativni aktivitu [43]. Model po-
tvrdil hypotézu, ze 1,25-(0H)2D cestou
VDR koordinované suprimuje proteiny,
jez jsou zasadni k preziti triple-negativ-
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nich, basal-like, nddorovych bunék kar-
cinomu prsu.

VDR genovy polymorfizmus

a karcinom prsu

Vitamin D receptor (VDR) je nukledrni
steroidni receptor, ktery po navazani li-
gandu 1,25-OHD ovliviiuje genovou ex-
presi. VDR je exprimovan témér ve véech
tkanich a organech lidského téla a signa-
lizace prostfednictvim VDR vede k tran-
skripci fady gent (az 3 % lidského ge-
nomu), jez kontroluji bunéény cyklus,
ovliviuji apoptdzu a metastaticky po-
tencial. Je pfitomny v normalni mlé¢né
zlaze, kde funguje jako protipdl estro-
geny fizené proliferace a podporuje di-
ferenciaci. Dosavadni publikovana data
ukazuji, ze vitamin D i polymorfizmus
VDR pravdépodobné ovliviuji riziko
vzniku karcinomu prsu [44]. Rada kli-
nickych studii je vénovéna polymorfi-
zmu VDR a dosud bylo popséno vice nez
470 variant VDR. VDR polymorfizmus je
spojen svyssiincidenci nddorového one-
mocnéni a mé negativni prognosticky
vliv, ackoliv vysledky studii jsou ¢asto
rozporuplné. Késtner et al [45] analyzo-
vali relevanci genového polymorfizmu
VDR v ramci studia malignich onemoc-
néni. Byla prokdzana signifikantni sou-
vislost mezi polymorfizmy VDR (oznaco-
vané jako Fokl, Bsml, Tagl, Apal, poly (A))
a vznikem karcinomu prsu. Riziko vzniku
karcinomu prsu bylo asociovéno s po-
lymorfizmy Bsml, Fokl, zatimco pro-
gno6za onemocnéni souvisela spise s ge-
novymi variantami Bsml a Tagl. V ramci
uvedené prace byla provedena meta-
analyza 21 studii hodnoticich polymor-
fizmy Fokl, Bsml, Apal a Taql. Fokl poly-
morfizmus byl spojen se signifikantné
zvysenym rizikem karcinomu prsu.
V subanalyze byla signifikantni aso-
ciace evidentni v pripadé Fokl poly-
morfizmu v evropské populaci, naopak
u Bsml, Apal and Taql nebyla souvis-
lost se vznikem karcinomu prsu signifi-
kantni. Fokl polymorfizmus by tak mohl
byt citlivym biomarkerem rizika vzniku
karcinomu prsu, zvlasté pak v evropské
populaci [45,46].

Ke stejnému zavéru pak dospéli i Sin-
notte et al [47], studujici asociaci poly-
morfizmu VDR, konkrétné Fokl a Bsml,
v ramci dvou nezavislych studii na stejné

Tab. 2. Souvislost mezi VDR polymorfizmem a rizikem vzniku karcinomu prsu.

95% C10,76-1,95 95%Cl 1,05-1,99 95% Cl 1,03-1,73

Kostner Sinotte et al
et al [45] (1) [47]
n=243
Fokl OR=1,15 OR=1,22
ff vs FF 95% Cl
1,03-1,28
Fokl OR=1,14
ff vs Ff 95% Cl
1,03-1,26
evropska OR=1,16
populace 95% Cl
Fokl 1,04-1,30
ff vs FF
evropska OR=1,15
populace 95% Cl
Fokl 1,04-1,28
ff vs Ff
Fokl FFOR=1,0
a pozitivni Ff OR=0,56
rodinna 95% Cl 0,24-1,32
anamnéza p=0,18
ff OR=0,41
95% Cl1 0,15-1,16
p=0,14
Fokl FFOR=1,0
a negativni FfOR=1,01
rodinna 95% Cl 0,67-1,51
anamnéza p=0,98
ffOR=1,51
95% C1 0,89-2,58
p=0,13
OR - odds ratio

Sinotte et al Sinotte et al
(2) [47] (1,2) [47]
n=616 n =859

OR=1,44 OR=1,33

FFOR=1,0 FFOR=1,0
FfFOR=0,79 FfOR=0,73
95% C10,44-1,40  95% Cl 0,46-1,17
p =041 p=0,19
ffOR=0,78 ff OR = 0,66,
95% C10,37-1,69 95% Cl 0,36-1,19
p=0,54 p=0,17
FFOR=1,0 FF OR = 1,00,
FfOR= 1,44 FfFOR= 1,27
95%C11,10-1,88  95% Cl 1,02-1,58
p = 0,007 p =0,003

ffOR=165-235  ffOR=1,57
95%C11,16-2,35  95%Cl 1,18-2,10
p = 0,005 p = 0,002

populaci pacientek, navic hodnotili sou-
vislost s rodinnou anamnézou. V obou
studiich i v kombinovaném rameni byla
pozorovana signifikantni interakce mezi
Fokl a negativni rodinnou anamnézou
(tab. 2). Bsml Bb + bb (heterozygot + re-
cesivni homozygot) varianty byly aso-
ciovany s nesignifikantnim zvysenim ri-
zika napfi¢ studovanymi skupinami bez
ohledu na rodinnou anamnézu. Z vy-
sledkl vyplyva, Ze vitamin D jako bio-
logicky reguldtor pravdépodobné ovliv-
nuje riziko vzniku karcinomu prsu.
Variabilita vysledkd u polymorfizmu Fokl
v ramci vice publikovanych dat je prav-
dépodobné dana proporciondlnim za-
stoupenim pacientek s rozdilnou rodin-
nou anamnézou [45]. Wang et al [48]
potvrdili v kavkazské populaci roli Tagl
polymorfizmu v riziku vzniku karcinomu
prsu. Tato hypotéza nebyla potvrzena

u asijské populace. Stejni autofi publiko-
vali negativni vysledky v ramci metaana-
lyzy v pfipadé polymorfizmu Apal.

Je soucasna doporucena davka
vitaminu D dostatecna k prevenci
rizika karcinomu prsu?

Soucasna doporuceni v Ceské republice
se tykaji suplementace optimalni v me-
tabolizmu kalcia a terapii osteoporozy.
Doporucend davka v této indikaci je
8001U/den, jde tedy o fadové nizsidavku,
nez je ddvka uvedend. Crew et al [34]
srovndvali hladinu 25-OHD u skupiny
premenopauzalnich pacientek lé¢enych
adjuvantni chemoterapii za soucasné
suplementace kalciem (1 000 mg/den)
a vitaminem D, (400 IU/den). Pfed za-
hajenim terapie pouze 6 % pacientek
vykazovalo dostate¢nou hladinu
25-OHD = 75 nmol/l (30 ng/ml) a po
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roce suplementace vzrostl tento podil
na 11 %. 74 % pacientek mélo hladiny
25-OHD v pasmu deficience, tento podil
klesl po roce terapie na 60 %. Ve sku-
piné s neadekvatni hladinou < 30 nmol/I
(12 ng/ml) se podil po rocni terapii sni-
Zil z pavodnich 11 % na 7 %. Na zakladé
dosazenych vysledkd konstatovali sku-
tecnost, ze soucasna suplementace vita-
minem D optimalni pro kostni metabo-
lizmus neni dostate¢nd k redukci rizika
recidivy karcinomu prsu.

Metaanalyza 18 randomizovanych kli-
nickych studii, jejichz cilem bylo zhod-
noceni incidence fraktur s davkou
k substituci od 300-2 000 IU zahrnu-
jici 57 000 ucastnikd, prokazala redukci
mortality o 7 % ve skupiné lécenych vi-
taminem D [49]. Jina data - analyzy dvou
randomizovanych placebem kontrolo-
vanych studii - tuto skute¢nost nepo-
tvrdila. Problém uvedenych dat je, Ze ve
srovnavacim rameni byla dovolena sub-
stituce kalciem i vitaminem D [50,51].

Aktuadlni studie

Soucasné probihajici studie jsou zamé-
feny na preventivni podavani derivatd
vitaminu D s cilem zhodnoceni rizika
nejen nadorovych, ale i jinych chronic-
kych chorob. Bohuzel zadna z plano-
vanych studii neanalyzuje vstupni hla-
dinu 25-OHD ani neplénuje substituci
dle monitorovani hladiny 25-OHD. Navic
je u vsech ucastnikG povolena substi-
tuce béznd k prevenci osteopordzy,
coz metodologicky ztiZi interpretaci vy-
sledkd. Z pldnovanych studii uvadime
americkou studii VITAL (n = 20 000) se
zaméfenim na kardiovaskuldrni a na-
dorové choroby s dévkou vitaminu D
2 000 IU/den. Vysledky budou k dis-
pozici v roce 2017. Finska studie FIND
(n =18 000) s davkou 1 600 IU/den pro
muze a 3 200 IU/den pro zeny zahdjena
v roce 2013 a cilend na stejné spektrum
pacient(i véetné diagnézy cukrovky pfi-
nese vysledky v roce 2020. Britska studie
VIDAL (n =20 000) je zaméfena na hod-
noceni vztahu vitaminu D a dlouhové-
kosti pfi substituci davkou 2 000 IU/den.
Jeji vysledy mizeme ocekavat v roce
2017. Studie faze Il (NCT01097278) hod-
noti vyznam suplementace vysokymi
dévkami vitaminu D u premenopauzal-
nich pacientek s high-risk karcinomem

prsu a jeji vysledky jsou pfedpokladany
v roce 2015.

Z aktivnich studii u diagnézy kar-
cinomu prsu jmenujme studii faze Ill
VITACAL, ktera srovnava konvencni dav-
kovou suplementaci s vysokymi dav-
kami vitaminu D, (aplikovanymi dle
vstupnich hladin 25-OHD) v pribéhu
neoadjuvantni a adjuvantni chemote-
rapie u pacientek s karcinomem prsu
(NCT01480869). Studie faze Il ICARUS
sleduje klinicky efekt a odpovéd v bio-
markerech u pacientek s karcinomem
prsu, u nichz probiha suplementace vi-
taminem D 40 000 IU/den v pribéhu ca-
sového intervalu mezi stanovenim dia-
gnozy a operaci (NCT01948128).

Zaveér

Ackoliv pocet publikaci vénovanych kar-
cinomu prsu a vitaminu D vzrostl v pra-
béhu posledniho desetileti pfiblizné
7krat, neexistuje konsenzus, ktery by
ved| k doporuceni davky do bézné kli-
nické praxe ve sméru k prevenci ¢i i do-
plrikové terapii malignich chorob. Z uve-
denych praci jednozna¢né vyplyva
souvislost mezi dlouhodobymi nedo-
state¢nymi hladinami vitaminu D a ri-
zikem karcinomu prsu, stejné tak kratsi
doba progrese i celkového preziti pa-
cientek s jiz manifestovanym karcino-
mem prsu. Vitamin D se jevi vedle estro-
genu a progesteronu tietim vyznamnym
steroidnim hormonem, ktery ma vliv na
rozvoj a pribéh karcinomu prsu. Vzhle-
dem k interindividudini variabilité dané
pravdépodobné i genovym polymor-
fizmem VDR, metabolizmem, etnickym
rozdilim i geografickym okolnostem je
v ramci suplementace stéle striktné do-
porucovano fidit se hladinou 25-OHD.
Z hlediska chronobiologie vitaminu D je
vhodné obdobi ke stanoveni hladiny vi-
taminu D konec zimnich mésich (bre-
naopak v zéfi je v nasi zemépisné Sifce
prdmérna plazmaticka hladina nejvyssi.
Ve svétle soucasnych poznatkl je
optimalni hladina 75-150 nmol/I
(30-60 ng/ml). K jejimu dosazeni je
idedIni tydenni davka 20 000-30 000 IU.
Na nasem pilotnim souboru pacientt
s karcinomem prsu a kolorektalnim kar-
cinomem lé¢enych prvni linii paliativni
chemoterapie vedla aplikace téchto

dévek k bezpe¢nému vzestupu na cilo-
vou hladinu 90-115 nmol/I pfi monito-
rovani hladin 1krat za dva mésice. S ohle-
dem na nizkou expozici slune¢nimu svitu
v nasi zemépisné sifce je vhodné hladiny
monitorovat v pribéhu zimnich a cas-
nych jarnich mésicd. Dalsi krok pfi sledo-
vani progndzy pacientl lé¢enych pro di-
seminované nadorové onemocnéni se
soucasnou suplementaci vitaminem D
dle hladin 25-OHD je stanoveni souvis-
losti s genovym polymorfizmem typu
Fokl, Bsml, déle souvislosti s expresi ER
a PR, HER2. Dosavadni data neprokézala
vztah zdvislosti efektu vitaminu D na ex-
presi ER a PR, coZ umozZniuje jeho nese-
lektivni pouziti u vSech skupin karcinomu
prsu. Z preklinickych i klinickych dat se
jevi nadéjné substituce vitaminem D
u prognosticky nejméné piiznivého feno-
typu triple-negativniho karcinomu prsu.
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