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EDITORIAL

Editorial

Vazeni ¢tenati,

dostava se Vam do rukou v poradi jiz tfeti supplementum casopisu Klinickd onkologie, které bylo pfipraveno odbornymi pracov-
niky Regionalniho centra aplikované molekularni onkologie (RECAMO) za podpory infrastruktury BBMRI_CZ (Biobanking and
Biomolecular Resources Research Infrastructure). Projekt RECAMO byl zahdjen v roce 2010 pii Masarykové onkologickém Ustavu
a jeho hlavni cile predstavovaly rozsiteni interdisciplindrni spoluprace mezi vyznamnymi evropskymi vyzkumnymi institucemi,
sirsi propojeni vyzkumnych a klinickych pracovnikd, zefektivnéni vyuziti ziskanych znalosti zékladniho vyzkumu pro aplikovany
vyzkum, zahdjeni uzsi spoluprace s komercni sférou a zptistupnéni vysledkl vyzkumu v oblasti nadorovych onemocnéni Sirsi ve-
fejnosti v daném regionu. Projekt velké infrastruktury BBMRI_CZ byl zahdjen v roce 2010 a v sou¢asnosti zahrnuje pét akademic-
kych instituci, které se podileji na archivaci vzacného biologického materialu onkologickych pacient(, jenz je nasledné vyuzivan
v onkologickém vyzkumu (www.bbmri.cz, http://www.bbmri-eric.eu/web/guest/bbmricz).

S jistou davkou uspokojeni Ize konstatovat, Ze projekt a s nim spojeny ,start-up” grant byl ispésné realizovan, doslo k vyznam-
nému rozsifeni vyzkumné platformy v ramci Masarykova onkologického Ustavu, pofizeni unikatnich pfistroji a zavedeni $picko-
vych technologii umoziujicich konkurenceschopnost centra RECAMO v celosvétovém méfitku. Odrazem toho je nejen zvysena
publikacni aktivita v rdmci centra i Masarykova onkologického ustavu, ale i zvy$end mira grantovych projektd véetné akvizice pro-
jektu RECAM02020 (LO1413) NPU | MSMT. Odrazem téchto skute&nosti jsou rovnéz prace otisténé v tomto supplementu. Pfeva-
zuji v ném ¢lanky prehledové, jejichz Site zaméreni odrazi soucasny rozsah studované problematiky v ramci RECAMO.

Véfime, Ze toto supplementum rozsifi stavajici ndhled na vyzkumnou ¢innost centra a bude pfinosem pro Siroké spektrum
ctendrd.

Za kolektiv autorti RECAMO
doc. MUDr. Dalibor Valik, Ph.D.
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Co muze pfinést studium oligomerizace

proteinu v procesu onkogeneze?

What Can Study of Oligomerization of Proteins in the

Process of Oncogenesis Bring Us?

Coufalova D., Vojtések B., Hernychova L.

Regiondlni centrum aplikované molekularni onkologie, Masaryklv onkologicky Ustayv, Brno

Souhrn

Mnoho bunécnych proteini tvofi oligomery. Rovnovaha mezi monomernim a oligomernim
stavem téchto proteind hraje duleZitou roli v regulaci proteinové aktivity. Ovlivnéni oligomeri-
zace se tudiz nabizi jako zajimavy pfistup pfi vyvoji novych terapeutickych latek. Cilem tohoto
prehledového ¢lanku je shrnout informace o procesu proteinové oligomerizace a moznostech
jeji cilené modulace. Role oligomerizace v onkogenezi je prezentovéna na pfikladu nadoro-
vého supresorového proteinu p53, u kterého jsou v soucasné dobé zkoumany latky stabilizujici
jeho tetramerni strukturu. Z metod pro studium oligomerizace je zde predstavena metoda
vodik/deuteriové vymény ve spojeni s hmotnostni spektrometrii, kterd je vhodnd pro detekci
protein-proteinovych interakci a analyzu dynamiky oligomerizace.

Klicova slova
proteomika — vyvoj novych lékl — nadorovy supresorovy protein p53 - oligomerizace -
vodik/deuteriova vyména

Summary

Many cellular proteins form oligomers. The equilibrium between monomeric and oligome-
ric states of these proteins is important for the regulation of protein activity. Modulation of
the oligomerization equilibrium could be an interesting approach in the development of new
therapeutic agents. This review summarizes information about protein oligomerization and
modulation of this process, demonstrating the role of oligomerization in oncogenesis by tumor
suppressor protein p53, which forms tetrameric structure. Today, many studies focus on finding
compounds that stabilize its tetramers. Among the methods for studying oligomerization, we
present hydrogen/deuterium exchange method coupled with mass spectrometry which is suit-
able for the detection of protein-protein interaction and analysis of oligomerization dynamics.

Key words
proteomics - drug design — tumor suppressor protein p53 - oligomerization — hydrogen/deu-
terium exchange
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CO MUZE PRINEST STUDIUM OLIGOMERIZACE PROTEINU V PROCESU ONKOGENEZE?

Uvod
Proteiny se schopnosti oligomerizace re-
prezentuji vyznamny podil vsech buné¢-
nych protein0 [1]. Oligomery slozené
z identickych proteinovych podjednotek
se nazyvaji homooligomery a oligomery
tvorené interakci mezi riznymi proteino-
vymi podjednotkami jsou oznacovany
jako heterooligomery. Oligomery vétsi-
nou obsahuji sudy pocet podjednotek
a tvofi symetrické struktury [2]. Sila inter-
akce mezi podjednotkami a stabilita oli-
gomer( se u rliznych komplext lisi a je
zavisla na koncentraci, teploté a pH.
Procesu oligomerizace se Ucastni celd
fada regula¢nich faktor(, které udr-
zuji dynamickou rovnovdhu mezi jed-
notlivymi oligomernimi stavy proteind
v burice. Navazani regulacnich faktorG
na podjednotky oligomerl mGze zpU-
sobovat zmény ve struktufe podjedno-
tek, a tim i dramatické zmény ve struk-
tufe a funkci celého oligomeru. Dfive
se predpokladalo, ze v disledku struk-
turnich zmén se méni pouze struktura

oligomeru, ale ne jeho stechiometrie
(obr. 1) [3]. V roce 2005 byla publiko-
vana nova teorie oligomerizace, ktera
ukazala na piikladu porfobilinogen syn-
tazy (porphobilinogen synthase — PBGS;
EC 4.2.1.24), ze struktura proteinovych
podjednotek oligomeru stechiomet-
rii oligomerizace ovliviuje [4]. Dimery
PBGS na zékladé alosterické modulace
hoi¢ikem oligomerizuji v inaktivni hexa-
mer nebo v aktivni oktamer [5]. Je prav-
dépodobné, Ze podobna regulace bude
nalezena i u dalSich protein( [6].

Pro¢ spolu proteiny tvofi stabilni oli-
gomerni komplexy? Tato schopnost jim
pfindsi fadu funkénich vyhod [1]. Jed-
nou z vyhod je, Ze exprese podjednotek
o niz8i molekulové hmotnosti snizuje
pravdépodobnost chyby pfi ribozomalni
syntéze. Tudiz oligomer sloZzeny z ma-
lych proteinovych podjednotek bude
syntetizovan bezchybné s vyssi pravdé-
podobnosti nez protein se srovnatelnou
velikosti. Dal$i vyhodou je moZnost mo-
dulace aktivity protein(i ovlivnénim je-

jich oligomerizace. Je-li protein aktivni
pouze v oligomerni formé, Ize iniciaci
oligomerizace protein aktivovat a jeji in-
hibici naopak inaktivovat bez zasaht do
proteinové exprese.V neposlednifadé je
vyhodou oligomer jejich odolnost vici
denaturaci a nasledné degradaci.

Oligomery v onkogenezi

Jednim z nejstudovanéjsich proteinl
tvoficich oligomery je nddorovy supre-
sorovy protein p53. Protein p53 je sek-
venéné specificky transkripéni faktor,
ktery mdze béhem bunécného stresu
zastavit bunéc¢ny cyklus, aktivovat me-
chanizmy pro opravu DNA, vyvolat sene-
scenci, nebo apoptézu bunék [7]. Vzhle-
dem k antionkogennim vlastnostem
proteinu p53 jsou pfedmétem mnoha
vyzkum faktory, které aktivitu tohoto
proteinu reguluji. Protein p53 se na DNA
vaze prostrednictvim DNA vazebné do-
mény ve formé dimer(. Tyto dimery po
vazbé k DNA vzijemné oligomerizuji
a ddvaji vzniknout aktivnimu tetrameru,
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Obr. 1. Teorie oligomerizace.

A. Klasicka teorie: aktudIni konformace proteinu ovliviiuje strukturu vysledného oligomeru, ale nema vliv na jeho stechiometrii. Protein

v konformaci 1 i v konformaci 2 tvori tetramer.

B. Nova teorie: aktudlni konformace proteinu urcuje strukturu i stechiometrii oligomeru. Protein v konformaci 1 tvoii tetramer, avsak
zméni-li se jeho struktura v konformaci 2, tvofi trimer.
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CO MUZE PRINEST STUDIUM OLIGOMERIZACE PROTEINU V PROCESU ONKOGENEZE?

lokalni analyza
.\.. ! \1 —> HPLC/MS —> analyza dat

globalni analyza

D,0 zastaveni
reakce

—> HPLC/MS —> analyza dat

@ vodik @ deuterium

Obr. 2. H/D vyména - globdlni a lokalni analyza.

H/D vyména je zahajena inkubaci proteinu v pufru s D,0, kdy dochazi k vyméné amidovych vodiki za deuteria z pufru. P¥i lokalni analyze
je po zastaveni reakce protein Stépen a vysledné peptidy jsou separovany kapalinovou chromatografii (high performance liquid chroma-
tography - HPLC) a méfeny hmotnostnim spektrometrem (mass spectrometry — MS). Globdlni analyza vynechava krok stépeni a protein

méii pomoci HPLC/MS v nativni formé.

ktery spousti transkripci [8,9]. Nejvétsi
mnozstvi mutaci vedoucich k inaktivaci
proteinu p53 bylo popsano pravé v jeho
DNA vazebné doméné [10]. Avsak i mu-
tace v oligomeriza¢ni doméné, které
blokuji oligomerizaci, mohou zputsobo-
vat snizeni nebo az zastaveni jeho trans-
aktivacni aktivity [9]. Mutace v oligo-
merizacni doméné neplsobi pouze na
aktivitu proteinu p53, ale také maji vliv
na jeho lokalizaci v burice. V oligomeri-
zacni doméné se nachazi signalni sek-
vence pro export proteinu z jddra do
cytoplazmy. U tetramer( je tato sek-
vence na rozdil od dimer(i a monomerti
skrytd [11]. Monomery a dimery pro-
teinu p53 jsou transportovany z jadra
do cytoplazmy, kde mohou byt degra-
dovany ubikvitin-proteazomovou ces-
tou, zatimco aktivni tetramery z(sta-
vaji v jadie. Vzhledem k vyznamnosti
proteinu p53 a dulezitosti jeho tetra-
merizace roste pocet studii, které se za-
byvaji hledanim nizkomolekularnich li-
gandl stabilizujicich jeho tetramerni
formu [12-15]. Tyto ligandy by v bu-
doucnu mohly dat zdklad novym te-
rapeutickym latkdm. Kromé proteinu
p53 je proces oligomerizace zkouman

i u dalSich proteind spojovanych s rako-
vinou, a to napf. u proteint AGR2 [16],
MDM2 [17] a pyruvat kindzy M2 [18].

Ovliviovani oligomerizace

a jeho pfinos

Modulace oligomerizace je velice za-
jimavy pfistup ve vyvoji novych tera-
peutickych latek. Jejim cilem muze byt
inhibice oligomerizace anebo naopak
stabilizace vznikajicich oligomerd. Inhi-
bovat oligomerizaci je mozné za pouziti
kompetitivnich molekul, které se vdzou
pfimo na oligomeriza¢ni mista proteind,
¢imz zabranuji jejich vzajemné inter-
akci [19,20]. Ke stabilizaci oligomernich
molekul jsou vyuzivany ligandy, které
pfemostuji vazbu mezi podjednotkami
oligomeru a tim ji upevnuji [14], nebo
se vazou na jednotlivé monomery a ces-
tou alosterickych strukturnich zmén pro-
teinl zvysuji jejich afinitu [21]. Jednim
z dnes jiz pouzivanych 1ékd, ktery ovliv-
nuje oligomerizaci protein(, je paclita-
xel. Tento 1ék je uzivan samostatné nebo
v kombinaci s dalSimi léky jako cytosta-
tikum k Ié¢bé rakoviny vajec¢nikd, prsu,
plic a dalsich tkani [22]. Paclitaxel se
véaze na dimery tubulinu, stabilizuje vzni-

kajici mikrotubuly a tim inhibuje déleni
bunék [23,24].

Metody studia oligomerti

Rada latek ovlivAujicich oligomerizaci
proteinli byla objevena ndhodou [25].
Avsak diky rozvoji novych metod mnoz-
stvi publikaci zabyvajicich se hleda-
nim latek zacilenych na modulaci oligo-
merizace proteinl v poslednich letech
stoupd. K analyze struktury proteinu
a jejich oligomernich komplexd jsou
pouzivany metody rentgenové krysta-
lografie a nukledrni magnetické rezo-
nance [26]. Zatimco pfi rentgenové krys-
talografii je hlavni nevyhodou nutnost
krystalizace proteinQ, nukledrni mag-
netickd rezonance sice proteiny méfi
v roztoku, ale nelze ji pouzit pro analyzu
velkych komplex(. Vzhledem k témto
omezenim jsou k urceni oligomerniho
stavu pouzivany také metody gelové
chromatografie a analytické ultracen-
trifugace, které navic dokazi urcit i re-
lativni zastoupeni jednotlivych oligo-
merd [27,28]. S uvedenymi technikami
se Ize v literatufe setkat nejcastéji, a ac-
koliv jsou schopny poskytnout detailni
informace o struktufe oligomernich
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komplex(, nedokazi mérit molekularni
dynamiku a drobné konformaéni zmény
proteinC.

Vodik/deuteriova vyména

Metoda vodik/deuteriové (H/D) vymény
dokaze nejen detekovat koexistujici mo-
nomerni a oligomerni formy protein(,
ale také analyzovat dynamiku oligomeri-
zace a najit vazebnd mista protein(. H/D
vyména je s oblibou spojovéna s hmot-
nostni spektrometrii [29], ale k detekci
vyménénych vodik{i je mozné pouzit
i nuklearni magnetickou rezonanci [30].
Metoda je zaloZena na principu vymény
amidovych vodik( proteint za deu-
teria z okolniho roztoku [31]. Vodiky,
které tvofi vodikové mustky, pfipadné
nepfistupné vodiky uvnitf slozeného
proteinu, jsou vlci vyméné chranény.
Naopak snadno pfistupné vodiky na
povrchu proteinu jsou vyménovany za
deuteria s vysokou rychlosti. Jelikoz je
deuterium téz3i nez vodik, zplsobuje
jeho zabudovéni posun v hmotnostnich
spektrech k vy$sim hmotnostem. Diky
tomu je mozné v hmotnostnich spekt-
rech od sebe odlisit rizné konformace
proteinu, které se lisi v poctu zabudova-
nych deuterii.

Pfi H/D vyméné existuji dva zékladni
typy analyz - lokdlni a globdlni [32].
U obou analyz je protein inkubovan
v pufru s D,O a vyménna reakce je za-
stavovana snizenim pH a sniZzenim tep-
loty (obr. 2). U lokalni analyzy je pro-
tein nasledné $tépen pepsinem nebo
jinou protedzou stépici v oblasti kyse-
[ého pH. Vzniklé peptidy jsou separo-
vany pomoci kapalinové chromatografie
on-line spojené s hmotnostnim spekt-
rometrem. Naopak u globalni analyzy
je Stépeni proteinu vynechano a pro-
tein je analyzovdn v hmotnostnim spek-
trometru v nativni formé. Globalni ana-
lyza je uzite¢nd k celkovému néhledu na
chovani protein(, k detekci protein-pro-
teinovych interakci a k odhaleni pfitom-
nosti oligomernich forem proteinG ve
vzorku. Lokalni analyza poskytuje infor-
mace na urovni peptidd a je schopna
lokalizovat mista protein-proteinovych
interakci a alosterickych strukturnich
zmén protein(. Ke studiu oligomerizace
proteind je vyuzivana globalni i lokalni
analyza [33,34].

Je-li v analyzovaném vzorku pro-
tein pfitomen v monomerni i oligo-
merni formé, je mozné oba tyto stavy
sledovat zaroven v jednom hmotnost-
nim spektru. U monomerniho proteinu
Ize o¢ekavat vyssi rychlost vymény vo-
dikd za deuteria nez u proteinu v oligo-
merni formé, jelikoz je cely jeho povrch
pfistupny okolnimu roztoku. V oligo-
mernim proteinu si podjednotky vza-
jemné stini, coz zpUsobuje snizeni deu-
terace ve stinénych mistech. Diky tomu
jsou ve vysledném hmotnostnim spek-
tru pfitomné dva piky, které nalezi pro-
teinu v monomerni a oligomerni formé.

Metodu H/D vymény je tedy mozné
vyuzit k analyze struktury oligomernich
komplexd, ale je také vhodna ke studiu
latek ovliviujicich oligomerizaci pro-
teind, které mohou mit terapeuticky
potencial.

Zaveér

Detailni porozuméni protein-proteino-
vym interakcim, mezi které patfi i tvorba
oligomernich struktur, je nezbytné k da-
kladnému pochopeni biologickych déju
a muze byt klicem k navrhu novych te-
rapeutickych latek. Pro studium pro-
tein-proteinovych interakci je unikatni
metoda H/D vyména, kterd lokalizuje va-
zebnd mista proteind a analyzuje jejich
alosterické strukturni zmény. Pomoci
této metody lze studovat i interakce
mezi potencidlnimi IécCivy a proteiny
a vliv téchto léc¢iv na zménu proteinové
struktury a na zmény v interakcich mezi
studovanymi proteiny.
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Analyza zmén fosfoproteomu nadorové
bunécné linie MDA-MB-468 v odpoveédi
na expresi izoforem p63 pomoci hmotnostni

spektrometrie

Analysis of Phosphoproteome Changes in MDA-MB-468 Cancer
Cell Line in Response to Expression of p63 Isoforms Using

Mass Spectrometry

Dvorakova P, Nekulova M., Hol¢akova J., Vojtések B., Hernychova L.

Regiondlnf centrum aplikované molekuldrni onkologie, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno

Souhrn

Nadorové buriky se od bunék normalni tkané lisi mimo jiné aktivaci rdznych signalnich drah.
Tyto zmény jsou podminény odlisnou aktivitou kindz a fosfataz zpUsobujicich rozdily ve fosfo-
rylaci proteind. Detekce téchto zmén je zsadni pro cilenou lé¢bu zamérenou na inhibici nebo
aktivaci konkrétnich signalnich drah. Existuji rizné metody, kterymi Ize fosforylaci protein(i
stanovit. Jednou z vhodnych metod schopnych charakterizovat fosfoproteom je hmotnostni
spektrometrie. Tento ¢lanek je zamérfen na analyzu zmén ve fosfoproteomu bunécné linie
MDA-MB-468 odvozené od nadoru prsu s vnesenymi geny kddujicimi izoformy proteinu p63.
Buriky s tetracyklinem indukovanou expresi izoforem proteinu p63 byly srovnany s kontrolnimi
bunkami s pfirozenou expresi p63. Denaturované proteiny zbuné¢ného lyzatu byly nejprve en-
zymaticky Stépeny na peptidy a nasledné obohaceny o fosfopeptidy. Méfeni probihalo pomoci
kapalinového chromatografu spojeného s hmotnostnim spektrometrem Orbitrap Elite. Kazdy
vzorek byl analyzovan tfemi rliznymi hmotnostné spektrometrickymi metodami s cilem najit
nejvhodnéjsi podminky pro detekovani fosforylovanych peptid(i. Z namérenych dat pak byly
identifikovany a kvantifikovany fosfoproteiny. Pocet fosfoproteind identifikovanych jednotli-
vymi hmotnostné spektrometrickymi metodami byl srovnatelny, avSak kazdou metodou bylo
ziskano nékolik unikatnich fosforylovanych protein(i. Analyzou ziskanych dat bylo zjisténo, ze
v burikdch MDA-MB-468 obé izoformy proteinu p63 (TAp63a a ANp63a) ovliviuji zejména fos-
forylaci protein(i odpovédnych za sestfih RNA.

Klicova slova
hmotnostni spektrometrie — fosfoproteiny — signélni drahy - izoformy p63 - rakovina prsu
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ANALYZA ZMEN FOSFOPROTEOMU NADOROVE BUNECNE LINIE MDA-MB-468 V ODPOVEDI NA EXPRESI IZOFOREM P63

Summary

Compared to normal cells, tumor cells can show different activity of kinases and phosphatases resulting in altered phosphorylation states of pro-
teins affecting their activity within various signaling pathways. The detection of these alterations is essential for development of targeted therapy
based on activation/inhibition of specific signaling pathways. Various methods can be used for detection of protein phosphorylation; however,
a comprehensive assessment of phosphoproteome is performed by mass spectrometry. The differences in phosphoproteome were studied
using MDA-MB-468 cell line (with incorporated genes encoding isoforms of p63) derived from breast carcinoma. Cells with tetracycline-induced
expression of the p63 isoforms were compared to control cells with wild-type expression. Denatured proteins from cell lysates were digested
to peptides, enriched for phosphopeptides and subsequently separated using liquid chromatograph coupled with mass spectrometer Orbitrap
Elite. Three different mass spectrometric methods were used for each sample analysis to find the most suitable conditions for the detection of
phosphorylated peptides. Then phosphoproteins were identified and quantified. The number of identified phosphoproteins using all chosen
mass spectrometric methods was similar; however, each method showed several unique phosphorylated proteins. Our analysis revealed that

both p63 isoforms (TAp63a a ANp63a) mainly affected phosphorylation of proteins associated with RNA splicing in MDA-MB-468 cells.

Key words

mass spectrometry — phosphoproteins - signaling pathways — p63 isoforms — breast cancer

Uvod

Fosforylace proteint je jedna z nejrozsi-
fenégjsich kovalentnich posttranslacnich
modifikaci [1] a hraje klicovou ulohu
v regulaci buné¢nych signalnich drah.
Proteiny jsou v burice fosforylovany
prostfednictvim proteinovych kindz,
které katalyzuji prenos fosfatové sku-
piny z adenosintrifosfatu na serin, treo-
nin a tyrozin, k defosforylaci proteind
pak dochdzi prostfednictvim proteino-
vych fosfatdz. Onkologickda onemocnéni
jsou ¢asto spojena s chybnou funkci pro-
teinovych kindz ¢i fosfatdz a mista fosfo-
rylaci byvaji v nadorovych burkach mu-
tovana [2]. Fosforylace se rovnéz podili
na regulaci proliferace naddorové burnky,
signalizaci onkogennich kinaz, regu-
laci transkripce genl a aktivity nado-
rového supresoru p53 a mnoha dalsich
proteinl. Kontrola hladiny fosforylace
rdznych proteint je proto cilem proti-
nadorové terapie, ktera vyuziva prede-
vsim rlizné tyrozinkinazové inhibitory,
jako je napt. gefitinib, imatinib, sorafe-
nib atd. [3].

K identifikaci a kvantifikaci zmén fos-
forylace protein(i je mozné vyuzit rlizné
metody a pfistupy. Vhodny je test kina-
zové aktivity in vitro v pfitomnosti sub-
stratu a adenosintrifosfatu. Dalsi moz-
nosti je inkubovani bunék s radioaktivné
znacenym *?P-ortofosfatem s naslednou
separaci ziskanych proteind pomoci ge-
lové elektroforézy. Lze také pouzit me-
tody zalozené na existenci fosfo-spe-
cifickych protilatek, jako je imunoblot,
ELISA (enzyme-linked immuno sorbent
assay) a pritokova cytometrie. Uspédna

detekce fosfoproteinu je vsak zavisla na
specifité a afinité protilatky a také na jeji
komer¢ni dostupnosti.

Moderni metoda, pomoci které je
mozné zmény ve fosfoproteomu po-
soudit komplexné, je hmotnostni spek-
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Obr. 1. Metabolické zna¢eni aminokyselin se aplikuje na Zivé bunéc¢né kultury.

Dochazi k inkorporaci tézkych aminokyselin lyzinu a argininu (jejichz hmota je diky izoto-
ptm uhliku a dusiku navysena - v pfipadé lyzinu o 4, argininu o 6 Da) obsazenych v téz-
kém médiu (R6K4) do nové syntetizovanych protein. Zaroven se kultivuji buniky v lehkém
médiu (ROKO) bez tézkych aminokyselin, které slouzi jako kontrola. Nasledné se bunécné
lyzaty smichaji v poméru 1: 1 (lehké : tézké). Identifikaci pomoci hmotnostni spektrome-
trie se ziskaji Udaje ohledné intenzit analytd (zvlast pro kontrolu a zvlast pro zkoumany
vzorek). Pomérem intenzit se pak urci relativni kvantifikace proteind ve vzorcich.
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trometrie. Lze ji vyuzit pro identifikaci
fosfoproteinl i pro kvantifikaci zmén
ve fosfoproteomu. K tomu jsou vyu-
zivany specidlni techniky, mezi néz
patfi metabolické znaceni aminokyse-
lin aplikované na zivé bunécné kultury
(stable isotope labeling with aminoacids
in cell culture - SILAC) [4], nebo izoto-
pické ¢iizobarické znaceni peptidt [5,6].
Pfi SILAC jsou béhem kultivace do nové
syntetizovanych proteinG inkorporo-
vany aminokyseliny znacené stabilnimi
izotopy lyzinu a argininu, paralelné jako
kontrola jsou kultivovany bunky v leh-
kém médiu s pfirozené se vyskytujicimi
aminokyselinami (obr. 1).

Z davodu vyskytu nizké koncentrace
fosforylovanych proteind v burikach je
nutné pouzit metodu, kterd specificky
tyto proteiny zakoncentruje. Existuje
celd fada pfistup(, kterymi Ize oboha-
ceni provést, a to na Urovni protein( i
peptidd [7]. Obvykle se pouZivaji tech-
niky pro obohacovani fosfopeptidd, kdy
je nejprve smés proteinl proteolyticky
$tépena a vzniklé peptidy jsou nasledné
obohaceny o fosforylované formy. Nej-
Castéji se voli obohaceni fosfopeptidl
oxidem titanicitym (TiO,) [8] nebo che-
lata¢ni afinitni chromatografie (immo-
bilized metal ion affinity chromatogra-
phy - IMAQ) [9]. Pfi TiO, obohaceni se
fosforylované peptidy v kyselém pro-
stfedi navazuji na TiO, ¢astice pFes svou
fosfatovou OH-skupinu a po odstranéni
nefosforylovanych peptid( jsou z ¢astic
uvolnény zménou pH. V pripadé IMAC
se zaporné nabité fosfopeptidy navazuji
na ionty kovi chelatované na ¢astice po-
kryté nitrilotrioctovou nebo iminodioc-
tovou kyselinou.

Detekce fosfopeptidl mUize byt prove-
dena rliznymi typy hmotnostnich spek-
trometrl (mass spectrometer — MS).
MS zaznamend efektivni hmotu fos-
fopeptidu (pomér hmotnosti a na-
boje, m/z), jez je navysena o fosfatovy
zbytek (98 Da, 80 Da) [10]. Pomoci tan-
demového hmotnostniho spektrome-
tru (MS/MS) Ize kromé identifikace urcit
i pfesnou aminokyselinu, ktera byla fos-
forylovana. Pro vznik fragmentacnich
spekter je tfeba detekovany fosfopep-
tid (prekurzor) izolovat a nasledné jej
fragmentovat na mensi ionty (obr. 2).
Fragmentace byvéa nejcastéji uskutec-
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pridavna aktivace
E> 2 i E>MSA ..‘ee - .:..
\ §>ETD @.: %?

/

Obr. 2. Zjednodusené schéma metod, které se pouzivaji pro analyzu fosforylovanych

peptidi MS.

Ze smési detekovanych peptidG/fosfopeptidd je jeden izolovan a nasledné fragmentovan.
V piipadé MSA a NLMS3 metody je pouzita CID fragmentace, pfi které dochazi ke ztraté
fosfoskupiny navazané na serinu ¢i treoninu. Vzniklé fragmenty obsahuji fragment neut-
ralni ztraty, ktery je v pfipadé metody MSA fragmentovan pomoci pfidavné fragmentace.
Metoda NLMS3 fragment neutrdlni ztraty izoluje a fragmentuje zvlast. Pfi ETD fragmentaci
nedochazi ke ztraté fosforylace a Ize tak ptimo identifikovat fosforylace.

néna pomoci kolize iontl peptidd s mo-
lekulami plynu (collision induced dis-
sociation - CID), pfi niz fosfopeptidy
ztraci fosfoskupinu (fragment neutrdlni
ztraty) [11]. Méfi se tedy sken neutralnich
ztrat (neutral loss — NLMS3), kdy je frag-
mentacni spektrum pouzito pro identifi-
kovani fragmentu neutralni ztraty. Tento
fragment je izolovan a znovu fragmento-
van [12]. Je také mozné vyuZzit vicestup-
novou aktivaci (multistage activation —
MSA), pfi které jsou prekurzorovy ion
a ionty neutralnich ztrat fragmentovény
dohromady. Dal$im vhodnym typem je
fragmentace, pfi niz kladné nabity pep-
tid reaguje s elektrony napt. s fluoran-
thenovym aniontem (electron trans-
fer dissociation — ETD). Nedochazi pfi ni
ke ztraté fosforylaci, a tudiz mohou byt
prfimo identifikovany [12].

Pfed MS je vhodné predradit kapalino-
vou chromatografii, diky které dochazi
ke snizeni komplexity vzorku. Smés fos-
fopeptidU je nejprve zachycena na ana-
lytické koloné a poté jsou fosfopep-
tidy postupné eluovany z kolony pfimo
do MS.

Namérend data musi byt hodnocena
pomoci speciadlnich programi - fos-
foproteomika vyuziva programy Max-
Quant [13] nebo Proteome Discoverer
s algoritmem PhosphoRS 3.1 [14] pre-
dikujici lokalizaci fosforylovanych mist.
Spektra ziskand MS/MS analyzou jsou po-
moci vyhledévacich algoritma (Mascot,
Sequest) porovnavana s proteinovou da-

tabazi, pfi kvantitativnich studiich je navic
uréena zména fosforylace oproti kontrol-
nimu vzorku a celkové expresi proteinu.
Proteiny vykazujici signifikantni kvantita-
tivni zmény se mohou za pomoci special-
nich programd, napf. Ingenuity Pathway
Analysis, David, PathVisio, vyuZit ke stu-
diu signalnich drah [15].

Analyza fosfoproteomu byla prove-
dena v bunécné linii MDA-MB-468 s in-
ducibilni expresi N-koncovych izofo-
rem proteinu p63 (TAp63a a ANp63a),
které se od sebe lisi pfitomnosti N-kon-
cové transaktiva¢ni domény. Linie
MDA-MB-468 je odvozena od néadoru
prsu bazalniho typu a vykazuje tri-
ple-negativni fenotyp, tj. je negativni
pro estrogenovy a progesteronovy re-
ceptor a bez zvysené hladiny Her2.
Do této linie byly vneseny geny kédu-
jici izoformy proteinu p63, TAp63a nebo
ANp63a, jejichz exprese je indukova-
telna tetracyklinem. Protein p63 ma za-
sadni vyznam v prGbéhu ontogeneze
epitelidlnich struktur véetné mlécné
zlazy a jeho hladina je casto zvysena
u spinoceluldrnich karcinomd [16-18].
V pfipadé karcinomu prsu byla popsana
exprese proteinu p63 u jeho bazalniho
typu, ktery je ¢asto spojen s triple-ne-
gativnim fenotypem [19]. Bunécna linie
MDA-MB-468 je proto vhodnym mo-
delem pro studium funkce izoforem
p63 u karcinomu prsu. Protein p63 plni
funkci transkrip¢niho faktoru a v nado-
rové bunce je zapojen do mnoha sig-
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Obr. 3. Schéma experimentu pro bunécnou linii MDA-MB-468-TAp63a.

Bunécna linie byla kultivovana bez tetracyklinu (kontrola) nebo s pfidavkem antibiotika. Bunéc¢né lyzaty z téchto bunécnych kultur byly
smichany. Denaturované proteiny byly $tépeny na peptidy, které byly pomoci TiO, ¢astic obohaceny o fosfopeptidy. Méfeni probihalo
pomoci LC-MS/MS tiemi rliznymi metodami. Z kazdého méreni byla ziskdna unikétni data, kterd byla zvlast zpracovana. Stejnym zpuso-
bem byly analyzovany vzorky bunécné linie MDA-MB-468-ANp63a a MDA-MB-468-pcDNA6/TR.

nalnich drah, napf. EGFR (epidermal
growth factor receptor), FGFR (firoblast
growth factor receptor), Wnt/B-cate-
nin, Notch a dalsich [20-22]. Pfedpo-
klada se tedy, ze vyrazné ovliviuje i fos-
foproteom nadorové bunky. Izoforma
TAp63a plni funkce nddorového supre-
soru a inhibitoru metastazovani [23,24].
Izoforma ANp63a byla pivodné pova-
Zovéna pouze za dominantné negativni
inhibitor aktivity TAp63 a pfipadné i dal-
Sich ¢lenl rodiny p53 [25], dnes je vsak
znadmo, ze je také schopna aktivovat
transkripci cilovych gent [26].

Cilem této prace je nalezeni opti-
malni metody pro detekovani fosfory-

lovanych protein(i ve vyse popsané bu-
nécné linii a zaroven zjistit zmény ve
fosfoproteomu.

Material a metody

V ramci studie byly porovnany fos-
foproteiny bunék MDA-MB-468 s in-
dukci a bez indukce exprese izoforem
p63 (TAp63a a ANp63a) pomoci tetra-
cyklinu. Buné¢né lyzaty byly po zméreni
koncentrace smichany, denaturované
proteiny Stépeny a peptidy obohaceny
o fosfopeptidy pomoci TiO,. Takto pfi-
pravené vzorky (celkem tfi) byly zmé-
feny tfemi rdznymi hmotnostné spekt-
rometrickymi metodami s predfazenou

kapalinovou chromatografii (LC-MS/MS).
Ziskand data z kazdého méreni byla
zpracovana zvlast pomoci programu
Proteome Discoverer (obr. 3).

Bunécna linie

Bunéc¢né linie MDA-MB-468-ANp63a
a MDA-MB-468-TAp63a obsahuji stabilné
inkorporovany gen kédujici danou izo-
formu proteinu p63 pod kontrolou cyto-
megalovirového (CMV) promotoru, jehoz
exprese je inhibovana vazbou tetracyk-
linového represoru. Pfidani tetracyklinu
do kultiva¢niho média ma za nasledek za-
blokovéni vazby represoru a tim spusténi
transkripce pfislusného genu.

2514

Klin Onkol 2015; 28 (Suppl 2): 2511-2519




ANALYZA ZMEN FOSFOPROTEOMU NADOROVE BUNECNE LINIE MDA-MB-468 V ODPOVEDI NA EXPRESI IZOFOREM P63

Tab. 1. Pocty identifikovanych proteinovych skupin z jednotlivych analyz.
Tabulka uvadi hodnoty pro kazdou metodu zvlast a zaroven i celkovy pocet proteinovych skupin identifikovanych ze viech tfi ana-
lyz dohromady.
MDA-MB-468-ANp63a MDA-MB-468-TAp63a MDA-MB-468-pcDNA6/TR
MS/MS metoda
proteinové skupiny proteinové skupiny proteinové skupiny
CID_MSA 682 799 787
CID_NLMS3 744 910 893 1085 869 1062
CID_ETD 683 823 801
o

Jako kontrolni linie byly pouzity buriky
MDA-MB-468-pcDNAG6/TR, které jsou
matefskou linii vySe zminénych dvou
linii a exprimuji pouze tetracyklinovy re-
presor. Buniky byly kultivovany za stan-
dardnich podminek v DMEM (Dulbecco’s
modified eagle’s medium) obohaceném
0 10% fetdIni bovinni sérum (HyClone,
Thermo Scientific, USA). Pro kvantifikaci
byla pouzita metoda SILAC: bunky byly
kultivovany v DMEM obsahujicim nezna-
¢ené aminokyseliny (ROKO) a v médium
se zna¢enymi aminokyselinami (R6K4)
(Dundee Cell Products, UK), s pfidavkem
200 mg/I L-prolinu. K bunnkdm v DMEM
R6K4 byl na 24 hod pfidan tetracyklin
v koncentraci 1 ug/ml. Buriky (dvé misky
o prdméru 10cm) byly lyzovany v pufru
obsahujiciho 8 M mocovinu (Sigma Al-
drich, USA), 40 mM NaCl (Lach:ner, CR),
50 mM tris(hydroxymetyl)aminometan
(Bio-Rad, USA), 2 mM MgCl, (Sigma Al-
drich, USA) s pfidavkem inhibitoru fos-
fatdz a protedz. Koncentrace proteint
byla zméfena metodou dle Bradfordové.
Lyzaty o stejné koncentraci celkového
proteinu byly nasledné smichany v po-
méru 1:1 (w/w).

Stépeni proteinii na peptidy

a jejich nasledné obohaceni

o fosfopeptidy

Na pripravu kazdého vzorku bylo pou-
Zito 200 pg celkového denaturova-
ného proteinu. Stépeni probihalo na
filtru FASP (filter aided sample prepara-
tion) [27] za pouziti trypsinu. Centrifu-
gaci byla smés peptidd uvolnéna z filtru,
odparena do sucha a poté obohacena
o fosfopeptidy pomoci TiO, ¢astic (GL
Sciences, Japan) [28]. Vzorky nasledné
odparené do sucha byly ihned analyzo-
vany pomoci MS.

Tab. 2. Vysledky analyzy genové ontologie.
Jsou uvedeny jednotlivé klastry, sefazené podle vyznamnosti (enrichment score).

MDA-MB-468-TAp63a

sestfih RNA
bunécny cyklus, bunécné déleni

regulace bunééné smrti, apoptdzy

metabolizmus ribonukleotid

odpovéd na bunécny stres, opravy DNA

MDA-MB-468-ANp63a

sestfih RNA
bunécnd polarita, morfogeneze

organizace cytoskeletu

Genova ontologie - biologicky proces

intracelularni transport, lokalizace protein(

Genova ontologie - biologicky proces

vytvareni makromolekularnich komplexd, oligomerizace protein(
negativni regulace organizace bunécnych komponent

intracelularni transport, lokalizace proteint

enrichment
score

4,54
2,03
1,60
1,50
1,45
1,27

enrichment
score

3,03
2,37
2,15
1,92
1,65
1,12

LC-MS/MS metoda

Vzorky byly rozpustény ve 20 pl 0,1%
kyseliny mravenci (Sigma Aldrich, USA)
a podrobeny LC-MS/MS analyze na ka-
palinovém chromatografu UltiMate
3000 RSLCnhano spojeném on-line s MS
Orbitrap Elite. Fosfopeptidy byly nej-
prve odsoleny na predkolonce C18 Pe-
pMap 100 (30 um x 5mm; velikost
¢astic: 5 pm) a nasledné byly sepa-
rovany na analytické koloné Acclaim
PepMap RSLC C18, (75 pum X 150 mm;
velikost ¢astic: 2 um). Jako mobilni
faze byly pouzity 0,1% kyselina mra-
venci (A) a 0,08% kyselina mravenci
v 80% acetonitrilu (B). Pro postupnou

eluci peptidd z kolony byl zvolen gra-
dient s linedrné se zvysujici organickou
frakci (0-4 min 2 % B, 68 min 40 % B,
70-80 min 98 % B, 81-105 min 2 % B).
Detekce eluovanych fosfopeptidd, je-
jichz efektivni hmotnost se nachazela
v rozmezi 400-2 000, probihala pomoci
MS pfi rozliseni 120 000 (pro 400 m/z).
Kazdy vzorek byl méfen tfemi rozdil-
nymi metodami - metodou vicestup-
nové aktivace (CID_MSA), metodou
neutralnich ztrat (CID_NLMS3) a me-
todou kombinujici CID a ETD fragmen-
tacni techniku (CID_ETD). Nejintenziv-
néjsi piky v daném case byly izolovany
afragmentovany v linedrni iontové pasti

Klin Onkol 2015; 28 (Suppl 2): 2511-2519
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(

10 ms s izola¢nim oknem 2 m/z; CID: re-
lativni energie 35 %; ETD: aktiva¢ni doba
100 ms).

0 000 iontd akumulovano po dobu Zpracovanidat

Data ziskana z LC-MS/MS analyz byla
zpracovana v programu Proteome Dis-
coverer verze 1.4 s algoritmem Phos-

-~

Tab. 3. Analyza signdlnich drah (KEGG PATHWAYS).

Hodnota p je vypocitana pomoci Fisherova exaktniho testu; je-li p < 0,05, Ize fici, Ze
soubor je vyznamné obohacen o geny spojené s touto signélni drahou.

~

MDA-MB-468-TAp63a

phoRS 3.1 a prohledavana proti lidské
databazi Uniprot a Swissprot (databaze
stazenav Cervnu 2014) [29]. Byly zvoleny
bézné se vyskytujici modifikace pep-
tid( a dale fosforylace na serinu, treo-
ninu a tyrozinu. Pro odstranéni falesné
pozitivnich vysledk{ byly ziskané pep-
tidy prohledany proti obracené databazi
a pro identifikaci fosfoproteint byly vy-
brany pouze peptidy s mensi nez 1% fa-

e Tmen e hodnota p lesné pozitivni mirou. Jelikoz nékteré
Analyza signalnich drah (KEGG PATHWAY) proteiny maji vzajemné spole¢né pep-
spliceozom 0,028 tidy, jsou tyto proteiny spojovany do
nadory stitné zlazy 0,029 proteinovych skupin.
inzulinové signalni draha 0,035 Z fosfoproteint identifikovanych
degradace RNA 0,097 alesp?h jedrl10u ze ti me,tod byvly na-

’ sledné vybrany ty, u kterych doslo po
plsobeni tetracyklinu ke kvantitativni
MDA-MB-468-ANp63a zméné o vice nez 20 %. Pro odstra-
Analyza signalnich drah (KEGG PATHWAY) hodnota p néni faledné pozitivnich vysledki byly
inzulinova signalni drdha 0,002 z analyzy vylouceny proteiny, u nichz
. doslo ke zméné exprese i v kontrolni
spliceozom 0,010 linii MDA-MB-468-pcDNA6/TR. Hla-
replikace DNA 0,025 dina téchto proteind tedy nebyla regu-
signalni drdha MAPK 0,034 lovana v zavislosti na expresi izoforem
\_ ) p63, ale nespecificky samotnym pfiso-
~
Tab. 4. Priklady proteint identifikovanych vSemi tfemi metodami, tj. s vysokou spolehlivosti.
NarGst/pokles jejich hladiny je uveden jako pomér vyskytu ve vzorcich znacenych ,tézkymi” (R6K4) a,lehkymi” (ROKO)
aminokyselinami.
MDA-MB-468-TAp63a
:c“c'::;:m Nazev CID_MSA CID_NLMS3 CID_ETD
P08559 pyruvate dehydrogenase E1 component subunit a 1,517 1,215 1,242
015231 zinc finger protein 185 1,194 1,289 1,356
Q9ULX3 RNA-binding protein NOB 1 0,450 0,498 0,379
Q9GZR7 ATP-dependent RNA helicase DDX24 0,456 0,583 0,444
Q02880 DNA topoisomerase 2-8 0,271 0,692 0,654
Q96120 PRKC apoptosis WT1 regulator protein 0,333 0,687 0,624
MDA-MB-468-ANp63a
:c“c'::;:m Nézev CID_MSA CID_NLMS3 CID_ETD
P55072 transitional endoplasmic reticulum ATPase 1,832 1,489 1,331
P00533 epidermal growth factor receptor 1,443 1,263 1,260
Q14676 mediator of DNA damage checkpoint protein 1 1,410 1,238 1,150
Q9UN86 Ras GTPase-activating protein-binding protein 2 0,183 0,569 0,650
P27695 DNA-(apurinic or apyrimidinic site) lyase 0416 0,507 0,497
000267 transcription elongation factor SPT5 0,554 0,668 0,582
P18887 DNA repair protein XRCC1 0,569 0,648 0,634
\_ /
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MDA-MB-468-ANp63a

MDA-MB-468-ANp63a

73

D

MDA-MB-468-ANp63a

CID_MSA

CID_ETD
CID_NLMS3
CID_MSA + CID_ETD

CID_NLMS3 + CID_ETD
CID_MSA + CID_NLMS3

_

CID_MSA + CID_NLMS3 + CID_ETD

/

Obr. 4. Vennovy diagramy poukazujici na pocet spolecnych/rozdilnych proteinovych skupin ziskanych analyzou rdznymi fragmen-

tacnimi technikami.

Jedna se o fragmentaci pomoci kolizni energie s vicestupnovou aktivaci (CID_MSA), nebo se skenem neutralnich ztrat (CID_NLMS3),
¢i o kombinaci fragmentace pomoci kolizni energie a reakce kladné nabitych peptidi s elektrony (CID_ETD).

benim tetracyklinu. Takto vybrané pro-
teiny, jejichz exprese souvisi s hladinou
izoforem p63, byly pouzity pro analyzu
genové ontologie a signdlnich drah po-
moci vefejné pfistupné databaze DAVID
Bioinformatics Resources 6.7 [30,31].
Dale byly vybrany proteiny identifiko-
vané s vysokou spolehlivosti, tj. vSemi

tfemi metodami, u kterych kvantitativni
zména vykazovala stejny trend (narlst
Vs. snizeni).

Vysledky

V prvnim kroku byla zjistovana vhodnost
jednotlivych pouzitych fragmentacnich
metod a to na zakladé poctu identifiko-

vanych proteinovych skupin v jednot-
livych vzorcich. Ziskana data jsou uve-
dena v tab. 1. Pocet identifikovanych
proteinovych skupin jednotlivymi me-
todami byl srovnatelny. Vyznamné vice
proteinovych skupin bylo identifikovano
Vv pfipadé zpracovani dat ze vsech tiech
méfeni dohromady.
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V druhém kroku hodnoceni dat byly
vybrané fosforylované proteiny pouzity
pro analyzu genové ontologie (tab. 2)
a mapovani signélnich drah (tab. 3). Obé
izoformy regulovaly fosfoproteiny po-
dilejici se na regulaci sestfihu RNA, izo-
forma TAp63a ovliviiovala buné¢ny cy-
klus a apoptoézu, izoforma ANp63a
bunécénou polaritu a organizaci cytoske-
letu. Konkrétni pfiklady proteinG (iden-
tifikované vsemi tfemi metodami) s vy-
znamnym kvantitativnim rozdilem jsou
uvedeny v tab. 4.

Diskuze

U viech tfech analyzovanych vzorkd
(MDA-MB-468-ANp63a; MDA-MB-468-
-TAp630a; MDA-MB-468-pcDNA6/TR) byl
identifikovan srovnatelny pocet pro-
teinU. Kazdou fragmentacni metodou
(CID_MSA, CID_NLMS3, CID_ETD) byla
kromé spole¢nych proteinovych skupin
ziskana az desetina unikatnich (obr. 4).
Ze ziskanych vysledkU je patrné, ze kom-
binovani fragmentac¢nich metod je pro
identifikaci vétsiho mnozstvi fosforylo-
vanych proteind velmi vyhodné. Pred-
pokladem k tomuto pfistupu je ovsem
pouziti vysokorozlisovaciho MS, ktery
nabizi kombinovéni vice typu fragmen-
taci. Na druhou stranu je tfeba upozor-
nit na slozitou interpretaci ziskanych dat.
V nékterych pfipadech muze byt fosfo-
rylace a jeji lokalizace zachycena pouze
jednou metodou, zatimco ostatni me-
tody detekuji peptid bez fosforylace.
Je tedy tfeba vybrat strategii, ktera da-
nému typu experimentu vyhovuje
nejlépe.

Z analyzy fosfoprotein( identifikova-
nych alespon jednou ze tii metod vy-
plynulo, ze obé izoformy p63 se podili
na regulaci sestfihu RNA. Tento pozna-
tek je ve shodé s vysledky analyzy in-
teraktomu p63, kterd ukazala, Ze p63 in-
teraguje s proteiny, jeZ jsou soucasti
tzv. spliceozomu [32,33]. Sestfih RNA je
zdsadni mechanizmus regulace genové
exprese, ktery umoziuje alternativni
vybér sestfihovych mist, a tim produkci
Sirokého spektra proteinovych izofo-
rem [34,35]. Mnoho gen(l zapojenych do
regulace buné¢ného cyklu a apoptézy
kéduje proteinové izoformy s odlisnymi
az antagonistickymi funkcemi [36]. Proto
je vnadorovych bunkach alternativni se-

stfih Casto deregulovan ve smyslu pro-
dukce izoforem s onkogennim u¢cin-
kem [37]. Nalezeni souvislosti exprese
izoforem p63 s regulaci alternativniho
sestiihu prostifednictvim zmén ve fos-
forylaci proteinl zapojenych do tohoto
procesu ukazuje na novy potencidlni
mechanizmus pdsobeni tohoto proteinu
v nadorovych burkach.

Zaveér

Ziskani informace o zménéch ve fosfo-
proteomu nadorové bunky je zdsadni
pro pochopeni zmén v signélnich dra-
hach a maze byt zdkladem pro vyvoj
personalizované 1é¢by. Dnes pouzivané
techniky jsou schopny zachytit pouze
nepatrnou cast fosforylovanych pro-
teind pfitomnych v daném ¢ase v dané
burice. Metody hmotnostni spektrome-
trie umoznuji v soucasnosti velmi kom-
plexni pohled na bunéény fosfopro-
teom, volba konkrétni metody pak zavisi
na povaze vzorku a pozadovanych vy-
sledcich. Jako nejvyhodnéjsi feseni
k identifikaci co nejvétsiho poctu fosfo-
rylovanych proteint se jevi pouZziti vice
fragmentacnich metod pro méreni jed-
noho vzorku. Tento pfistup je spise nez
do klinické praxe uréen, aspon prozatim,
pouze pro vyzkumné Gcely. Nabizi iden-
tifikaci novych proteind nebo signélnich
drah aberantné aktivovanych nebo inak-
tivovanych v nddorovych bunkach, které
budou v dalsi etapé validovany jako po-
tencialni biomarkery.
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'Sugars Interfere’ or Glycomics in the Field of Cancer Biomarkers
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Souhrn

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

Klicova slova
glykomika - nddorovy biomarker — karcinom pankreatu - karcinom prostaty — karcinom va-
jecniku

Summary

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

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

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

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

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

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

Glykosylace

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

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

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

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

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

Jak glykanové struktury ovliviuji
nadorova onemocnéni?

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

Rakovina pankreatu

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

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

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

Rakovina prostaty

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

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

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

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

Metodika prace s glykany

Glykany mohou byt izolovany z rlz-
nych typu biologickych vzorkl zahrnu-
jicich tkan, télni tekutiny a také mate-
ridl ziskany z bunécnych linii pfi in vitro
studiich. Vyhodou glykanové analyzy
je nizkd spotfeba vzorku, kdy pro kom-

Klin Onkol 2015; 28 (Suppl 2): 2520-2525

2523




LCUKRY ZASAHUJI* ANEB GLYKOMIKA NA POLI NADOROVYCH BIOMARKERU

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

Zavér

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

vzorek

odstépeni
glykant

purifikace
separace

derivatizace
glykana

ioniza¢ni
technika

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

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

vat ke véasné diagnostice nadorovych
onemocnéni.
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Nrf2 — dve tvare regulatora antioxida¢ného

systému

Nrf2 — Two Faces of Antioxidant System Regulation

Pastorek M., Mdller P, Vojtések B.

Regionalni centrum aplikované molekularni onkologie, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno

Suahrn

Signalna draha riadend komplexom transkripéného faktora Nrf2 a jeho represora Keap1 je
sucastou jedného z najdolezitejsich defenzivnych mechanizmov bunky, ktory ju ochranuje
pred stresom. Po uvolneni proteinu Keap1 z komplexu Nrf2-Keap1 dochadza k translokacii
Nrf2 do jadra, kde cez zvysenie expresie cytoprotektivnych génov pomaha bunke zvladnut
oxidacny stres vyvolany ucinkom toxickych ¢i karcinogénnych latok. Nie je preto prekvapujice,
ze indukcia Nrf2 chemopreventivnymi latkami m6ze mat potencial pri prevencii nadorovych
ochoreni. Podobne ako Nrf2 ochranuje bunky zdravého tkaniva, v neoplastickych bunkach
mdze zmiernit Ucinok chemoterapeutik, a podporit tak progresiu rakoviny. Je dokazané, ze zvy-
$end expresia a nasledna nadmernd akumulécia Nrf2 je u mnohych typov naddorov asociovana
so zlou progndézou liecby a prispieva aj k fenoménu liekovej rezistencie. Poznanie ,dvoch tvari”
Nrf2 ako aj aktivacie nim riadenej signélnej drahy je preto dolezité nielen pre zékladny vyskum,
ale ma aj klinické implikacie.

Klacové slova
Nrf2 — Keap1 - antioxidant — liekova rezistencia - chemoprevencia

Summary

One of the most prominent defense mechanisms of cells undergoing stress is the Nrf2-Keap1
signaling pathway. After exposure to either carcinogens or toxic compounds inducing oxida-
tive stress, attacked cells react by release of Keap1 from the Nrf2-Keap1 complex. Freeing Nrf2
from the complex allows its translocation into the nucleus, thus enabling start of the transcrip-
tional program of cytoprotective genes. Therefore, induction of Nrf2 by chemopreventive com-
pounds may show potential in cancer prevention. But while it protects normal cells, increased
activity of Nrf2 signaling pathway also facilitates cancer progression and protects neoplastic
cells from therapeutic agents. Increased expression and subsequent accumulation of Nrf2 con-
tributes to acquired drug resistance and is often associated with worse prognosis. Knowing
‘both faces’ of Nrf2 signaling pathway is thus relevant not only for basic research but has also
substantial clinical implications.

Key words
Nrf2 - Keap1 — antioxidant — drug resistance - chemoprevention
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NRF2 — DVE TVARE REGULATORA ANTIOXIDACNEHO SYSTEMU

Uvod

Nrf2-Keap1 signdlna draha je hlavnym re-
gulatorom bunkovej odpovede na stres
sposobeny elektrofilmi a reaktivnymi for-
mami kyslika (reactive oxygen species -
ROS). Preto je tradi¢ne vnimand ako do6-
lezity obranny mechanizmus. Aj ked' je
tento pohlad spravny, v poslednej dobe
sa objavuju doékazy o jej zapojeni do vy-
tvarania vhodného prostredia podporu-
juceho prezivanie a proliferaciu nadoro-
vych buniek. Akumulacia Nrf2 pomaha
nadorovym bunkdm lepsie odoldvat
stresu vyvolanému terapiou a tato jej
»druhd tvar” sa stala predmetom zaujmu
vyskumu, ktorého cielom je lepsie pocho-
pit ulohu Nrf2 signélnej drahy v rakovine
a vytvorit stratégie na jej inhibiciu.

Struktira Nrf2 a Keap1

Pre pochopenie reguldcie signdlnej
drahy Nrf2-Keap1 je najprv potrebné
poznat strukturu jej hlavnych aktérov.
Nrf2 (nuclear factor erythroid 2 [NF-E2]-re-
lated factor 2) je transkripcny faktor, ktory
obsahuje sedem funkénych domén, zna-
mych ako Neh1-7. Z nich je pre regulaciu
Nrf2 klticova najma doména Neh2. Obsa-
huje sedem lyzinovych rezidui, na ktoré sa
viaze ubikvitin, a tiez dve vazobné miesta
(ETGE a DLG), ktoré pomahaju regulo-
vat jeho stabilitu prostrednictvom inte-
rakcie s jeho partnerom Keap1 (Kelch-like
erythroid cell-derived protein with CNC ho-
mology [ECH]-associated protein 1) [1-4].
Pre stabilitu Nrf2 je rovnako dolezitd na
serin bohatd doména Neh6 [5] a domény
Neh3-5 s potrebné pre transaktiva¢nu
aktivitu Nrf2 [5,6]. Doména NehT, ktord ob-
sahuje leucinovy zips, zase reguluje vazbu
transkripéného faktora na DNA a dimeriza-
ciu Nrf2 s Maf [7].

Keap1 obsahuje tri hlavné domény,
riadiace jeho aktivitu: Kelch, BTB a IVR.
Kelch/DGR doména sprostredkuje vazbu
Keap1 s Neh2 doménou Nrf2 [2,8]. BTB
doména je dolezitd pre homodimeriza-
ciuKeap1avazbu s proteinom Cul3alVR
doména s vyssim obsahom cysteino-
vych rezidui spaja BTB doménu s C kon-
com Kelch/DGR domény [9].

Regulacia signalnej drahy
Nrf2-Keap1

V beznych podmienkach je Nrf2 lokali-
zovany v komplexe s Keap1, ktory jeho

hladinu udrziava na bazalnej Urovni.
Prostrednictvom Kelch domén sa Keap1
viaze na Nrf2 v dvoch miestach Neh2 do-
mény — prva vazba na ETGE miesto ma
vyssiu afinitu a zabezpecuje naviazanie
Keap1 na Nrf2 a nasledna vazba s nizSou
afinitou na miesto DLG reguluje spravnu
orientaciu oboch proteinov. Po navia-
zani oboch vazieb sa sedem ubikvitin
akceptujucich lyzinov dostane do pozi-
cie, v ktorej dochadza k ich polyubikvi-
tinacii, a oba proteiny tak mozu byt
degradované v 26S podjednotke protea-
zému [10,11].V celom procese hra doéle-
Zitu dlohu aj USP15 (ubiquitin-specific
peptidase 15) - deubikvitina¢ny enzym,
ktory stabilizuje Keap1 a posilfiuje jeho
E3 ligdzovu aktivitu, ¢o nakoniec umoz-
nuje vazbu Nrf2 [12].

Ak je bunka vystavend pdsobeniu
xenobiotik alebo oxida¢nému stresu, do-
chadza k modifikécii cysteinov, ktoré sa
nachdadzaju v reakénom mieste Keap1.
Jeho schopnost udrzat si spravnu ter-
cidrnu Struktdru je tym znizend, ¢o za-
brani jeho vazbe na Nrf2 a jeho nasled-
nej polyubikvitinacii a degradacii. Podla
inej tedrie nasledkom modifikacie tio-
lov dochddza k disociacii Cul3 ligazy
od Keap1 [13]. Spolo¢nym aspektom
oboch modelov je znemoZnenie interak-
cie Keap1 a Nrf2, ktory moze byt po od-
deleni z komplexu aktivovany a translo-
kovany do jadra. Tam s Maf proteinmi
vytvori transkripcny komplex rozpozna-
vajuci ARE (antioxidant response ele-
ment) miesta v prométoroch a riadi ex-
presiu génov, ako su NAD(P)H chinén
oxidoreduktdza 1, hém oxygendza 1, glu-
tation S transferdza i glutamadt-cystein li-
gdza (obr. 1) [14].

Nrf2 ako nadorovy supresor

Hlavnou funkciou Nrf2 je aktivacia
antioxidac¢nej odpovede pomocou trans-
aktivécie sirokého spektra génov (napr.
gén kodujuci hém-oxygenazu, gény ria-
diace syntézu glutationu). Vdaka rychlej
odpovedi na pritomnost xenobiotik alebo
oxida¢ného stresu je tato signalna draha
tradi¢ne vnimana ako jeden z hlavnych
obrannych mechanizmov bunky a déle-
Zity reguldtor jej prezivania. Je dokazané,
Ze aktivacia Nrf2 hra dolezitu dlohu pri
ochrane pred diabetom, starnutim, neu-
rodegenera¢nymi a kardiovaskularnymi

ochoreniami a v neposlednom rade aj
pred nadorovymi ochoreniami [15,16].
Niekolko studii na mysiach s vyradenim
génu pre Nrf2 - NFE2L2 - ukazalo, Ze v po-
rovnani s kontrolnymi mySami jeho nepri-
tomnost zvysuje po chemickej indukcii
pravdepodobnost vyskytu rakoviny Za-
ludka, koze, criev alebo mocového me-
chura [17]. Takisto bolo dokazané, ze je-
dinci so Specifickym SNP v promoétorovej
oblasti NFE2L2 génu maju vacsie riziko
vyskytu nemalobunkového karcindmu
plic spésobené zrejme signifikantne zni-
zenou hladinou NFE2L2 mRNA [18,19].
Ochranny potencial tejto drahy pravde-
podobne spociva v jej schopnosti redu-
kovat mnozstvo ROS a s tym suvisiaceho
poskodenia DNA [20].

Nrf2 ako onkoprotein

Napriek pozitivnej asociacii antioxidac-
nej odpovede riadenej Nrf2 signdlnou
drahou so znizenym rizikom vzniku na-
dorovych ochoreni méze mat jej dlho-
doba aktivacia negativny efekt. Kon-
stitutivne zvysend hladina Nrf2 bola
detekovéna v nadoroch hlavy a krku, va-
je¢nikov, prsnikov a pltic a bola dokazana
aj jej spojitost so zrychlenou nadorovou
progresiou [21-26]. ZhorSend progndza
lie¢cby nadorov so zvysenou hladinou
Nrf2 je désledkom jej schopnosti pod-
porovat proliferaciu a zvy$ovat odolnost
na chemo- a radioterapiu [21,25,27].
Tento jav je podporeny viacerymi stu-
diami, podla ktorych Nrf2 prispieva
k vlastnej aj ziskanej chemorezistencii
pravdepodobne skrz zvysenie odolnosti
na stres [21,25,26,28,29]. KedZe viacero
Nrf2 indukovanych génov kéduje cyto-
protektivne proteiny, akymi su NAD(P)H
chinén oxidoreduktaza 1, hém oxyge-
naza 1, glutatién, glutatién-S-transfe-
raza, potencidlnym mechanizmom méze
byt zvysena obrana bunky proti posko-
deniu spdsobeného ROS, kedZe ROS su
¢iastocne generované pdésobenim anti-
neoplastickych latok. Naviac prote-
iny ako GSH (redukovand forma gluta-
tiénu), ktoré obsahuju reaktivne tiolové
skupiny, sa mozu viazat na elektrofilné
medziprodukty metabolizmu antineo-
plastickych latok a alkyla¢nych ¢inidiel
a tak ich inaktivovat. Nadorové bunky so
zvysenou hladinou Nrf2 su menej citlivé
na casto pouzivané chemoterapeutika,
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Obr. 1. Reguldcia signalnej drahy Nrf2-Keap1.

Za bazalnych podmienok (A) vdazba Keap1 na ETGE a DLG domény Nrf2 zabezpeci orientaciu oboch proteinov vhodnu k ubiquitinécii
a po nej ich nasledne nasmeruje do proteazomu, kde su potom degradované. Po modifikacii cysteinov spdsobenej oxidativnym stre-
som alebo pritomnostou xenobiotik (B) je Keap1 neschopny vazby na Nrf2, disocidcia Cul3 zBTB domén Keap1 zase zabrani ubiquitinécii
Nrf2-Keap1 komplexu (C).V oboch pripadoch je Nrf2 uvolneny a translokovany do jadra, kde spolu s Maf proteinmi vytvori transkripcny
komplex a riadi expresiu génov zapojenych do odpovede na oxidativny stres (D).
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ako napr. cisplatinu, 5-fluorouracil, ¢i do-
xorubicin. Po inhibicii expresie Nrf2 po-
mocou siRNA sa ich rezistencia zase zni-
zila [21,22,23,28,30-32]. ZniZena alebo
zvysend expresia Nrf2 je v priamej ko-
reldcii s citlivostou nadorovych buniek
na terapiu, ¢o je dékazom jej dolezitosti
vo vytvoreni chemorezistencie. V ne-
davnej studii bola tiez ukdzand spoji-
tost medzi zvysenou hladinou Nrf2 v na-
dorovych bunkdach plicneho karcinomu
A549 s ich schopnostou proliferacie pro-
strednictvom aktivacie expresie génov
zodpovednych za regeneraciu NADPH
(dihydronicotinamide-adenine dinu-
cleotide phosphate) [33]. Pomocou mic-
roarray analyzy bolo navyse identifiko-
vanych viacero génov kontrolovanych
Nrf2, ktoré sa zcastnuju biosyntézy pu-
rinov - stavebnych kameriov RNA a DNA
a tiez proteinov zapojenych v metabo-
lizme glukézy [34]. Uvedené skutocnosti
potvrdzuju hypotézu o onkogénnom
potencidli Nrf2, ktory aktivuje viacero
mechanizmov podporujucich nddorovu
progresiu a prezivanie.

Deregulacia signalnej drahy Nrf2
Doposial bolo popisanych niekolko me-
chanizmov, ktorymi nadorové bunky
konstitutivne aktivuju signalnu drahu
Nrf2. Napriklad epigenetické utime-
nie expresie pomocou metylacie Spe-
cifickych CpG miest v prométorovej
oblasti Keap1 vedie k nedostatoc¢nej
represii Nrf2 vo viacerych typoch né-
dorov [26,35]. Modifikacia expresie
Keap1 je klinicky signifikantnd, v plic-
nych karcindbmoch a malignych glié-
moch bola asociovanad so zhor3enou
progndézou lie¢by [35]. Zvysenie hladiny
Nrf2 moze byt indukované aj sprostred-
kovane aktivaciou onkoproteinov ako
B-Raf, c-Myc, K-Ras [21,28,30,36-39],
posttransla¢nymi modifikdciami cys-
teinov v Keap1, alebo nahromadenim
proteinov schopnych rozrusit komplex
Nrf2-Keap1 [13,40-45].

Komunikacia Nrf2 s inymi
signalnymi drahami

So zvysenou aktivitou signalnej drahy
Nrf2 moéze Gzko suvisiet aj jej interak-
cia s inymi signalnymi drdhami, ktoré su
pocas malignej transformacie casto de-
regulované. Protein p53 negativne re-

guluje transkripciu cielovych génov
Nrf2 ako napr. GST1, NQOT a x-ct [46].
Po kotransfekcii niekolkych bunkovych
linii s vektormi obsahujucimi kombina-
ciu Nrf2 a p53 bola oproti transfekcii sa-
motnym Nrf2 pozorovana znizend ex-
presia jeho viacerych cielovych génov.
Silnad indukcia p53 tak moze zatial ne-
vysvetlenym mechanizmom znizit ucin-
nost antioxida¢nej odpovede nadoro-
vych buniek a podporit tak bunkovu
smrt [34]. Na druhej strane je zauji-
mavé, ze indukcia p21"**1, tercového
proteinu p53, pomaha Nrf2 stabilizo-
vat [47]. Deje sa tak pomocou vazby
p21"* na Nrf2, ktora zabranuje jeho na-
viazaniu na Keap1 a naslednej ubikuviti-
nacii Nrf2-Keap1 komplexu. Pri absencii
p21%AF! je bazdlna a aj indukovatelna ex-
presia génov regulovanych Nrf2 znizena.

Prostrednictvom interakcie proteinov
Keap1 a p62 je signalna draha Nrf2 velmi
uzko prepojend s procesom bunkovej
autofagie. Priamym nasledkom nadmer-
nej ektopickej expresie p62 alebo blo-
kovania autofagického ,toku” je znize-
nie hladiny Keap1 prostrednictvom jeho
vazby na p62, ktory ho nasmeruje do au-
tofagozémov. Tam dochdadza k jeho de-
gradacii, ¢o vedie k zvy3eniu stability
Nrf2 a teda aj k vyssej expresii nim ria-
denych génov [48-50]. Zvysenie sta-
bility Nrf2 tymto sp6ésobom sa nazyva
nekanonicka aktivacia Nrf2, pretoze jej
mechanizmus nie je zavisly od modifi-
kacie cysteinov na Keap1, ale od expre-
sie p62. V mysiach, ktoré mali naruseny
proces autofdgie bola zaznamenana
zvy$end akumuldcia Nrf2, ¢o sa preja-
vilo poskodenim pecene [50]. Naopak,
pouzitie siRNA pre p62 zvysilo hladinu
a stabilitu Keap1 a nepriamo tak zni-
Zilo hladinu Nrf2 a expresiu jej cielovych
génov [49,51]. Tieto experimenty potvr-
dzuju Uzke spojenie aktivacie Nrf2 drahy
s procesom autofagie a davaju novy po-
hlad na funkéné prepojenie jednotlivych
mechanizmov, ktoré napomahaju néa-
dorovej bunke k prezitiu.

Inhibicia a modulacia Nrf2

Napriek negativnej koreldcii aktivity
Nrf2 s ispesnostou liecby je vyvoj Speci-
fickych inhibitorov Nrf2 problematicky,
najmd kvoli jeho Struktirnej podob-
nosti s inymi transkripénymi faktormi

z bZip rodiny. Z dostupnych moznosti
vychédzajucich zo sucasnych poznatkov
sa tak ponuka vyuzitie Nrf2 siRNA [52]
¢i PI3K inhibitorov [33] a v neposled-
nom rade i prirodnych latok so zndmou
schopnostou modulacie Nrf2 drahy [53].
Nadejou by mohla byt aj alternativna
terapia lentivirusovymi vektormi, ktoré
obsahuju gén konvertujuci neskodné
predliecivo na toxicku latku. Pri zara-
deni tohto génu za ARE miesta s vyso-
kou vazbovou aktivitou Nrf2 by tak do-
chadzalo k efektivnemu zniceniu nielen
nadorovych buniek, ale aj okolitého na-
dorového mikroprostredia [54,55]. V bu-
ducnosti by sa tiez dali vyuzit vedomosti
o interakcii Nrf2 s inymi signalnymi dra-
hami a vyuZzit potencial inych, lepsie mo-
dulovatelnych cielov. V tomto bode je
zaujimavé spomenut DMF (dimetyl fu-
marat), ktory sa v klinickej praxi pou-
ziva pri lie¢be psoridzy, roztrisenej
sklerézy a inych autoimunitnych ocho-
reni [56-61]. Mechanizmus jeho Ucinku
nebol doposial Uplne vysvetleny, no
bolo potvrdené, Ze sa viaze na reduko-
vanu formu glutatiéonu a jeho metabo-
lit monometyl fumarét je potentnym ak-
tivatorom Nrf2 signalnej drahy [62,63].
Uvazuje sa dokonca aj o jeho vyufZiti pri
liecbe nadorovych ochoreni. V literature
bola popisana jeho schopnost inhibovat
rast a metastazovanie na mysom mo-
deli melanému a bunkach derivovanych
z pacientov s glioblastémom [64-66].
Tento fenomén je nesporne zaujimavy,
kedZe sucastou Ucinku DMF je aktivacia
Nrf2 dréhy, ktord je u nddorov spajana
prave so zvysenou proliferaciou a zrych-
lenou progresiou. Poznatky ziskané
s DMF naznacuju, Ze vysledok aktivacie
Nrf2 drahy je zavisly aj od kontextu inych
dejov a zasluhuje si dalsie skimanie.

Zhrnutie

Niekolko studii uvedenych v tomto pre-
hladnom ¢lanku potvrdilo schopnost
Nrf2 signalnej drahy chréanit bunky zdra-
vého tkaniva pred xenobiotikami alebo
oxida¢nym stresom, ktory moze poten-
cialne viest k malignej transformacii.
Na druhej strane bola pozorovana kore-
lacia zvysenia hladiny Nrf2 so zhordenou
prognézou liecby u viacerych typov na-
dorovych ochoreni. Otdzkou zostdva, Ci
sa aktivacia Nrf2 podiela na vzniku na-
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dorového ochorenia, alebo vznika len
sekundarne ako sucast ,maligneho fe-
notypu”. Za aktivaciu Nrf2 v nadoroch
by tiez mohla byt zodpovedna jej inter-
akcia s inymi signalnymi drdhami, ktoré
su v nadoroch casto deregulované.
Potlacenie nadmernej aktivécie tejto sig-
nélnej drahy by tak mohlo byt sprostred-
kované moduldciou signalnych dréh,
ktoré s nou priamo interaguju, alebo po-
mocou specifickych inhibitorov Nrf2. Tie
sa vsak zatial nachadzaju len vo faze vy-
voja. Odpovede by mohla priniest pod-
robnejsia analyza DMF vo vztahu k na-
dorovym ochoreniam, ktory sa v klinickej
praxi zvac¢sa pouziva pri liecbe autoimu-
nitnych ochoreni. Napriek jeho vlastnosti
aktivatora Nrf2 drahy bola na experi-
mentalnych modeloch pozorovana jeho
schopnost inhibovat rast nadoru. Mozné
vyuzitie DMF v onkologickej lie¢be pou-
kazuje na to, ze modulacia Nrf2 signal-
nej drahy je zaujimava nielen z hladiska
vyskumu, ale lepsie poznanie jej chemo-
preventivnych ucinkov a fenoménu lie-
kovej rezistencie ma aj klinicky potencial.
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Polo-like kinaza 1 jako cil protinadorové terapie

Polo-like Kinase 1 as a Target for Anti-tumor Therapy

Prochazkova I., Vojtések B.

Regionalni centrum aplikované molekularni onkologie, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno

Souhrn

Jednotlivé proteiny z rodiny polo-like kinaz (PIk) pIni rozdilné, avsak kritické funkce pfi regulaci
bunééného cyklu a koordinuji buné¢nou odpovéd na poskozeni DNA. Nejvice prostudovanym
z péti ¢lenl této rodiny je protein Plk1. Jednd se o serin/treonin kindzu, kterd hraje klicovou
roli v mnoha fazich mitézy, a s jeji deregulaci se setkdvame u rdznych typd nadord, kde je jeji
zvysend hladina vétsinou asociovana s horsi prognézou. Z pohledu Ié¢by je také zajimavy vztah
Plk1 a proteinu p53. Nejen z téchto divodu se Plk1 stala jednim z atraktivnich cilG pro vyvoj
protinadorovych |é¢iv. Nejnadéjnéji se nyni jevi inhibitor ATP-vazebné oblasti PIk1 volasertib
(BI 6727), ktery v doposud provedenych klinickych studiich prodlouzil preziti pacientl s akutni
myeloidni leukemii a nyni je testovan v klinické studii faze lll. Ve fazi preklinického testovani se
nachazi také nékolik inhibitor( polo-box domény (druhého mozného mista inhibice polo-like
kinaz), které by mély zajistit vétsi specifitu vici Plk1.

Klicova slova
polo-like kindza 1 — nadorovy supresor p53 — ATP-kompetitivni inhibitory — polo-box doména -
klinické studie

Summary

Individual proteins from polo-like kinase (Plk) family fulfil different but critical functions in re-
gulating cell cycle and coordinate cell response to DNA-damage. The most studied one from
this five-member family is PIk1. It is a serine/threonine kinase that plays a pivotal role in many
aspects of mitosis and its deregulation is common in various tumor types where the elevated
level is mostly associated with worse prognosis. From the therapeutical point of view, inter-
twined relationship between Plk1 and p53 protein is very interesting and will be discussed. Not
only for these reasons, Plk1 has become an attractive target for anti-tumor drug development.
The most promising seems to be ATP-binding site inhibitor Volasertib (Bl 6727) which provi-
ded a survival benefit for patients with acute myeloid leukemia and is now tested in phase lI
clinical trial. A new generation of Plk1 inhibitors that target the second druggable domain of
Plk1, the polo-box domain, is currently being tested preclinically and are believed to improve
Plk1 specificity.

Key words
polo-like kinase 1 — tumor suppressor protein p53 — ATP-competitive inhibitors — polo-box
domain - drug evaluation studies
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Rodina proteinti polo-like kinaz
Proteiny z rodiny polo-like kinaz (Plk),
jez (Citaji celkem pét clend, jsou vy-
znamné regulatory mitdzy, meidzy i cy-
tokineze, zkratka procesu bunécného
déleni. VSechny tyto serin/treonin ki-
nazy obsahuji zakonzervovanou kina-
zovou katalytickou doménu na N-konci
a jednu ¢i vice C-koncovych ,polo-box”
domén, jez se uplatiuji pfi vazbé sub-
stratu. Sekvencni podobnost jednotli-
vych ¢lent vici PIk1 je 38 % (Plk2, PIk3),
resp. 26 % (Plk4, PIk5). Nejvice prostu-
dovanym ¢lenem rodiny je Plk1, a proto
jejim fyziologickym funkcim budeme
vénovat zvlastni prostor nize a Uvo-
dem stru¢né predstavime ostatni ¢leny
rodiny PIk.

PIk2 je, na rozdil od Plk1, které ma-
Zeme pfisuzovat spise roli onkoproteinu,
povazovana za nadorovy supresor.
Nékteré studie naznacuji vliv na inhibici
rastu nadord v souvislosti s tim, Ze akti-
vace Plk2 je nutnd pro mitézu [1], kon-
krétné pro duplikaci centrozomu [2].
PIk2 ma také potencialni roli v signali-
zaci v kontrolnim bodé replikace skrze

interakce s checkpoint kindzou | i Il
a proteinem p53. Bylo také ukézano, ze
Plk2 deficientni lidské nadorové buriky
jsou citlivé na replikacni stres [3]. Iden-
tifikace jasné role Plk2 jako nadorového
supresoru je komplikovana zajimavou
skutecnosti, Ze ztrata exprese Plk2 vede
ke zvysené hladiné Plk3, kterd je sama
0 sobé také povazovana za nadorovy
supresor [4].

Hladina Plk3 zlstava v pribéhu bu-
néc¢ného cyklu pomérné stala, ale jeji
kindzova aktivita vrcholi v pozdni S fazi
a ve fazi G2 [5]. Obecné muzeme fici,
Ze jeji role je protichlidna k pro-prolife-
racniroli PIk1.Role PIk3 jako nddorového
supresoru spociva mimo jiné ve fosfory-
laci serinu 20 proteinu p53, coz brani
jeho interakci s ubikvitin ligazou MDM2,
¢imz dochazi ke stabilizaci p53 a k za-
branéni jeho degradace [6]. DalSim sub-
stratem PIk3 je také nadorovy supresor
PTEN, jehoz fosforylace téz vede k jeho
stabilizaci [7]. Srovnani profild genové
exprese Plk3 ukazuje na jeho snizenou
hladinu v nadorech [8] a naopak jeho
overexprese v savcich bunkach vede

k zéstavé rlstu a indukci kondenzace
chromatinu a apoptéze.

Exprese proteinu Plk4 (oznacovan
i jako SAK) vrcholi v prabéhu mitézy
a jeho funkce je nezbytna pro dupli-
kaci centrozomu. Plk4 opét interaguje
s proteiny regulujicimi proliferaci, napf.
p53 [9] a Cdc25C [10]. Co se tyce vztahu
tohoto proteinu k nadorové transfor-
maci, aberantni exprese byla deteko-
vana v nadorech kolorekta [11]. Na bu-
nécnych liniich nddoru prsu bylo rovnéz
ukazano, ze deplece Plk4 snizuje jejich
proliferaci ve srovnani s bunkami nor-
malni tkané [12]. Byla také vyvinuta fada
inhibitorG Plk4, které ukazaly protinddo-
rovy efekt na bunécnych a in vivo mode-
lech nadoru prsu [13].

Poslednim, nejpozdéji objevenym ¢le-
nem rodiny polo-like kinaz je PIKk5, jejiz
role je spiSe podobnd Plk2 a PIk3 nez
Plk1 a PIk4, i kdyz obsahuje nefunkéni
zkracenou kindzovou doménu [14].
Overexprese PIk5 vede k zéstavé bunéc-
ného cyklu v G1 fazi a také k apoptoze,
podobné jako je tomu u PIk3. Je expri-
movana hlavné v diferencovanych tka-
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Obr. 1. Fyziologické funkce Plk v burice.

Plk1-4 jsou zapojeny napf. v procesech duplikace centrioly (Plk2 a Plk4), replikace DNA (Plk3), zrdni a oddéleni centrozom (Plk1), vstup
do mitozy (Plk1), tvorba vieténka, segregace chromozom a cytokineze (Plk1).
DDR - odpovéd na poskozeni DNA, SAC - kontrolni bod sestaveni vieténka

Upraveno dle [15].
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nich, jako napf. mozecek, a jeji exprese
je epigeneticky umli¢ena u glioblas-
tom [15,16]. Komplexni a podrobnéjsi
informace o jednotlivych ¢lenech pro-
teind rodiny Plk Ize najit v pfehledovém
¢lanku De Carcer et al [15].

Fyziologické funkce Plk1

Plk1 je jeden z klicovych protein( podi-
lejicich se na progresi buné¢ného cyklu
(obr. 1). Buné¢ny cyklus je série velmi
pfisné fizenych procesd vrcholici roz-
délenim matefské burky na dvé dce-
finé. Pfechod mezi jednotlivymi fazemi
bunéc¢ného cyklu (G1 - gap 1, S - syn-
thesis, G2 — gap 2 a M - mitosis) je re-
gulovan fosforylacemi a ubikvitinacemi
protein(, které jsou fizeny cykliny a cyk-
lin-dependentnimi kindzami. Exprese
Plk1 je ptimo spojena s jednotlivymi fa-
zemi cyklu, pficemz hladina proteinu se
zacind zvysovat v S fazi, vrcholi pfi pre-
chodu G2-M, ustéli se v pribéhu mitozy
a ostie klesa po ukonceni M faze [17].
Konkrétni zapojeni Plk1 do M faze spo-
¢iva ve fosforylaci (aktivaci) komplexu
cyklin B1/Cdk1, ktery je hlavnim regula-
torem vstupu bunky do M faze [18-21].
PlIk1 se také podili na procesu tvorby
centrozom a skladani mitotického vre-
ténka fosforylaci Ninein-like proteinu
(NLP), coz je protein asociovany v inter-
fazi s centrozomy [22]. Takto fosforylo-
vany NLP umozZnuje burice pfepnout
z interfaze do mitézy tim, ze NLP diso-
ciuje z centrozomu a umozni jeho ,do-
zrani” [22]. Dalsi substrat fosforylovany
Plk1 je protein p150¢ed, ktery je dule-
zity pro ,destrukci” jaderného obalu,
k niz dochazi v prdbéhu mitézy na konci
profaze [23]. Plk1 se také podili na sprav-
ném prichyceni mikrotubull kineto-
choru fosforylaci klicovych proteint
CLIP-170 [24] a Sgt1 [25] - tento pro-
ces umozfuje rovhnomernou segregaci
chromozomd. Plk1 téz iniciuje uvolnéni
z mitézy aktivaci anafazi podporujiciho
komplexu, ¢imz hraje vyznamnou roli pfi
cytokinezi [26].

Funkce PIk1 nejsou omezeny pouze
na bunécnou proliferaci, ale tato ki-
naza se uplatnuje i pfi stresové signali-
zaci, konkrétné pfi odpovédi bunky na
poskozeni DNA [27,28]. V nadorovych
bunkdach vede snizeni hladiny PIk1 k na-
hromadéni poskozené DNA a nésledné

apoptdze, coz ale neplati u bunék nor-
malnich bez pFitomnosti replika¢niho
stresu [29].

Jelikoz je Plk1 dulezitd kindza pFi mito-
tickém déleni bunék, neni prekvapenim,
ze tomuto faktu odpovida i jeji distri-
buce v tkanich. V prlibéhu embryoge-
neze je Plk1 exprimovéna ve vysoce pro-
liferujicich tkanich a stejné tak je tomu
i u dospélého clovéka, kde mizeme
Plk1 nalézt ve varlatech, sleziné a kostni
dreni, nikoli v3ak v ostatnich neprolife-
rujicich tkanich, veetné slinivky, srdce,
kdze mozku a ledvin [17,30]. U mnoha
nadorovych onemocnéni je ovsem ex-
prese Plk1 zvy3end ve srovndni s fyziolo-
gickym stavem, jak o tom bude pojed-
nano v nasledujici kapitole.

Ve srovnéni s Plk1 je tkanova distri-
buce Plk2 a PIk3 3irSi a neni tak uzce
spojena s vysoce proliferujicimi tka-
némi [31]. Jak jiZ bylo uvedeno vyse,
hladina PIk5 je u proliferujicich bunék
dokonce snizena. Rozdilna tkarnové spe-
cificka exprese Plk je dalezitym faktorem
pro moznou budouci klinickou aplikaci
vyvijenych inhibitor(i PIk1. Podrobné;si
informace o fyziologickych funkcich
Plk1 Ize nalézt v prehledovych ¢lancich
zahrani¢nich autor(i [32-34].

Plk1 v nadorové transformaci
Na rozdil od normdlnich bunék, kde se
Plk1 uplatiuje predevsim v prabéhu mi-
tézy, u bunék nddorovych dochazi k pre-
misténi PIk1 do jadra dfive nez pfi pre-
chodu G2-M, a dokonce zde mUze byt
detekovaniv G1-S fazi, coz svédci o spe-
cifické funkci Plk1 u nddorovych bunék
v interfazi (obdobi bunécného cyklu
mezi dvéma M fazemi). Nékteré stu-
die naznacuji, ze se mlze také uplatno-
vat v S fazi, kde fosforyluje proteiny ne-
zbytné pro replikaci DNA [35-38].
Exprese Plk1 souvisi s rlistem a pro-
gresi rozlicnych typ0 nador(. Jeji zvyse-
nou hladinu mlZeme najit u nemalobu-
néc¢ného karcinomu plic, kde nepfimo
koreluje s prezitim pacientd a je sil-
nym negativnim prognostickym fak-
torem [39]. Stejna je situace u nadorl
hlavy a krku [40,41] i jicnu [42]. Zvy3ena
hladina PIk1 se vyskytuje také u nadorud
prsu [43-45], jater [46], slinivky [47,48],
prostaty [49], stejné tak jako u kolorek-
talniho karcinomu [11,50], nddort en-

dometria [51] a vaje¢nikd [52,53], kde
byla prokazana korelace zvysujici se
exprese Plk1 s ,grade” ¢i ,stage” na-
doru. Na druhou stranu spojitost zvy-
$ené exprese Plk1 a prognézy nebyla
prokdzana u nadorl prostaty, slinivky
a prsu [40,45,47,49].

Asi neni tfeba néjak zvlast predstavo-
vat a vyzdvihovat protein a nadorovy
supresor p53, ktery je jednou z cent-
ralnich molekul onkogeneze, a ztrata
¢i zména jeho funkce (at uz mutacemi
v genu TP53 nebo inaktivaci jeho sig-
nalni drahy) je pfitomna u vétsiny na-
doru [54-56]. Jako,strazce genomu” [57]
je aktivovan obecné bunéénym stre-
sem a zasahuje napt. do procest opravy
DNA, zastaveni buné¢ného cyklu, apo-
ptdzy a senescence. Jeho aktivita a hla-
dina v burice je regulovéna celou fadou
proteinli a posttranslacnimi modifika-
cemi [58,59]. Jednou z cest k Uspésnéjsi
[é¢bé onkologickych pacientld by mohlo
byt obecné obnoveni funkce proteinu
p53 u nadorovych bunék [56,60].

V soucasnosti existuje mnoho dikazl
otom, Ze Plk1 a signélni drdha p53 se na-
vzéjem ovliviuji. Drdha p53 tlumi akti-
vitu promotoru genu Plk7 hned nékolika
zpUsoby. Jeden z nich ma na svédomi
protein p21"A"" medidator signalizac¢ni
drahy p53, jenz inhibuje expresi PIk1 ci-
lenim na represorové elementy v pro-
motoru Plk1 [61]. Dale napf. p53 nega-
tivné reguluje expresi proteinu FoxM1,
coz je onkogenni transkrip¢ni faktor,
ktery stimuluje expresi Plk1 [61-64] a je
ji samotnou pozitivné regulovan pro-
stfednictvim fosforylaci [65]. Bylo uka-
zano, ze protein p53 reguluje expresi
Plk1 také pfimo, a to tim, Ze se vaze na
promotor Plk1 na dvou rliznych mistech
(p53 response element 1 a 2) [66].

Jelikoz mutovany p53 neni scho-
pen zabranit expresi Plk1, byla publi-
kovana studie ukazujici na vyznamnou
korelaci pozitivniho imunohistochemic-
kého barveni Plk1 u pacientek s primar-
nimi nadory prsu s pfitomnosti nefunk¢-
niho mutovaného proteinu p53. Tyto
pacientky vykazovaly také vyznamné
horsi preziti oproti pacientkdam pouze
s pozitivnim barvenim Plk1 nebo pouze
s mutaci p53 [45].

Jak bylo popsano vyse, regulace PIk1
a p53 je vzajemna. To znameng, ze Plk1
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se nenechd jen pasivné fidit drahou pro-
teinu p53, nybrz také negativné reguluje
p53, a to jak pfimo, tak pomoci nepfi-
mych mechanizmu. U buné¢né linie plic-
niho karcinomu H1299 bylo prokazéno,
Ze se PIk1 fyzicky vaze na DNA-vazeb-
nou doménu proteinu p53, ¢imz dochazi
k inhibici funkce tohoto proteinu [67].
Tato negativni regulace by mohla byt
fundamentdlnim mechanizmem pro
roli PIk1 v onkogenezi. Jelikoz se mnoho
bodovych mutaci vyskytuje pravé
v DNA-vazebné doméné p53, bude za-
jimavé zjistit, jestli nékterd z téchto mu-
taci brani v interakci s Plk1, a tudiz vede
k deregulaci inhibice proteinu p53.
Nepfimym mechanizmem inaktivace
proteinu p53 pomoci Plk1 je fosfory-
lace proteind, které jsou odpovédné za
degradaci p53. Jednim z nich je protein
MDM2, ktery svoji E3 ubikvitin ligdzovou
aktivitou pravé negativné reguluje akti-
vitu proteinu p53 [68]. PIk1 fosforyluje
MDM2 na serinu 260, ¢imz dochazi ke
stimulaci této degradace [69]. PIk1 fos-
foryluje také topoizomerazu I-vaza-
jici protein (Topors), jez vykazuje jak
ubikvitin, tak SUMO-1 E3 ligdzovou ak-
tivitu a vaze se rovnéz na p53. Fosfory-
lace serinu 718 na proteinu Topors vede
k potlaceni sumoylace a naopak k po-
sileni ubikvitinace proteinu p53 a jeho
nasledné degradaci [70]. Kone¢né po-
slednim nepfimym mechanizmem re-
gulace p53 kindzou Plk1, o némz se
zminime, je i fosforylace serinu 435 pro-
teinu GTSET (G2 a S-phase-expressed
1 protein), kterd také vede k degradaci
p53 [71].

Drive bylo ukdzadno, Zze u nadoro-
vych bunék s nefunkénim proteinem
p53 vede snizena hladina Plk1 k vétsi
cytotoxicité v porovnani s normalnimi
burikami [29,72-75]. Ve studii prove-
dené na bunécné linii kolorektadlniho
karcinomu HCT116 TP537 vedla inhi-
bice Plk1 k vyraznému snizeni tvorby
nadorl na zvifecich modelech [76].
Obdobny zavér, tedy vétsi citlivost k in-
hibici PIk1 u naddorovych bunék s de-
fektnim proteinem p53 (v porovnani
s nemutovanym proteinem p53), Ize vy-
vodit také ze studii dalsich inhibitor
Plk1 [72,77]. Skute¢nost, ze nadorové
bunky s nefunkénim proteinem p53 by
byly vice nachylné k inhibici PIk1 nez

buriky zdravé, by mohla predstavovat
vyznamné terapeutické okno. Na dru-
hou stranu byly publikovany prace tes-
tujici rdzné inhibitory PIk1, které ukazuj,
ze inhibitory Plk1 cili na v3echny rychle
proliferujici buriky bez rozdilu (rakovinné
a normalni) [78-81]. Tento fakt by mohl
vysvétlit silné vedlejsi uc¢inky pozoro-
vané pti aplikaci inhibitor( Plk1 v rdmci
klinickych studii [82-84]. Bylo také uka-
zano, ze citlivost k inhibici Plk1 se nelisi
na zakladé statutu proteinu p53 [85-88],
jinymi slovy, Ze ztrata funkce proteinu
p53 neni pfimo spojena s vyssi citlivosti
k inhibici PIk1 [89]. Je jasné, Ze tato vyse
uvedena kontroverzni pozorovani bude
nutné vysvétlit a bude zajimavé sledovat
vysledky téchto studii.

Inhibitory Plk1

Jednou z hlavnich funkci Plk1 je regu-
lace tvorby mitotického vieténka, in-
hibice Plk1 proto vede k zavaznym
defektlm pfi jeho tvorbé, jejichz vysled-
kem je zdstava mitdzy, a k indukci apo-
ptézy [90,91]. Diky této centrdIni roli
v regulaci buné¢ného cyklu je Plk1 po-
vazovana za vhodny cil protinddo-
rové terapie [74,91-97]. Hluboka kavita
ATP-vazebné domény kindz je obecnym
cilem navrhu ATP kompetitivnich inhi-
bitor(i. Na druhou stranu zakladni pro-
blém pfi navrhu takovych inhibitorl
je vysokd strukturni zakonzervovanost
téchto ATP-vazebnych oblasti, coz ma
za nasledek sniZzenou specifitu a vy3si
pravdépodobnost nezadoucich efektd.
Presto bylo vyvinuto nékolik inhibitord
Plk1 cilenych na ATP-vazebnou doménu.
Pfehled vsech inhibitort Plk1, které uve-
deme v textu, je zndzornén v obr. 2.

Za takovy ,prototyp” je povazovan in-
hibitor spole¢nosti Boehringer Ingel-
heim s nazvem Bl 2536 (derivat dihyd-
ropteridinonu), ktery poslouzil k mnoha
studiim osvétlujicim roli PIk1 u nado-
rovych bunék a k objasnéni konsek-
venci a terapeutického potencidlu
inhibice Plk1 [83,98]. Ukazalo se, ze zp(-
sobuje mitotické abnormality a apo-
ptézu u mnoha bunécnych nadoro-
vych linii [79,98] a u vysokého procenta
bunék dochazi k tvorbé monopolarnich
vietének. Tento inhibitor prosel klinic-
kymi studiemi faze | a ll, ale nebyla u néj
prokdzdna dostate¢nd protinddorova

aktivita [83,99-101]. Z velké casti je to
pfisuzovano jeho slabym farmakokine-
tickym vlastnostem, stejné tak jako ak-
tivité proti PIk3 (ktera je povaZovéna za
nadorovy supresor) a s tim spojenym ne-
jednozna¢nym efektem na bunécnou
proliferaci.

V dalsi generaci byl proto vyvinut in-
hibitor Bl 6727 - volasertib s jedno-
znacné vylepsenymifarmakokinetickymi
vlastnostmi [102]. | kdyZ velmi silné inhi-
buje Plk1, stale vykazuje i nezanedbatel-
nou aktivitu vaci PIk2 a PIk3 (IC50=0,87,
5a 56 nM). Bl 6727 je velmi Gc¢inny u né-
kolika typl nadord véetné melanomu,
rakoviny stfeva a hematopoetickych
malignit. Prosel nékolika klinickymi stu-
diemi faze 1 a 1l [103,104] a u pacientt
s akutni myeloidni leukemii probihd nyni
klinicka studie faze 11l [105].

Inhibitor spole¢nosti Glaxo Smith
Kline GSK461364 je derivat thio-
fenu, ktery vykazuje vice nez 1 000krat
vétsi selektivitu pro inhibici Plk1 oproti
Plk2 a PlIk3. Stejné tak jako BI2536 je
ucinny u mnoha nadorovych bunécnych
linif, vétsi citlivost byla navic prokazana
u linii s nefunkénim proteinem p53 [77].
Inhibitor byl testovan v I. fazi klinické
studie u pacientl se solidnimi nadory
a non-Hodgkinovym lymfomem [106].

Posledni ATP-kompetitivni inhibitor PIkT,
0 némz se zminime, je NMS-P937 [107].
Jedna se o slouceninu s jaddrem pyrazo-
lochinazolinu, kterd indukuje zéastavu
bunééného cyklu v G2-M fazi a vyka-
zuje antiproliferacni aktivitu u vice nez
stovky hematologickych a solidnich na-
dor0 [108]. Vyhodou je ordlni podani
a inhibitor byl testovan v klinické studii
faze | u pacientl s pokrocilymi/metasta-
tickymi solidnimi tumory [109].

Jak bylo naznaceno vyse, vétsina
ATP-kompetitivnich inhibitorl vyka-
zuje aktivitu také proti Plk2 a Plk3, coz
neni prekvapivé vzhledem k vysoké sek-
vencni homologii povrchu ATP-vézajici
kavity (az 90 %) [110]. Druhou skupinou
Plk1 inhibitor( jsou tudiz takové, jez cili
na tzv. polo-box doménu (PBD), ktera
se nachazi v C-koncové ¢asti a obsahuje
specifickou vazebnou oblast pro inter-
akce se substratem, zajistuje danou sub-
celularni lokalizaci Plk1 (centrozomy, ki-
netochor, vieténko, Golgiho aparat atd.)
a podili se také na regulaci samotné ki-
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nazové aktivity [111,112]. Blokovani PBD
domény specifické pro Plk by mélo zaru-
Cit vétsi specifitu takovych inhibitord.

Prvni objevenou nepeptidovou slou-
¢eninou kompetujici o vazbu na PBD
PIk1 byl poloxin [113]. Jeho zdkladni
strukturou je thymochinon, coz je bio-
logicky aktivni slou¢enina obsazend
v oleji z ¢ernuchy seté (Nigella sativa, li-
dové cerny kmin), ktery je znam pro
neoplastické vlastnosti [114,115]. Polo-
xin indukuje fragmentaci centrozomu,
a tim zastavuje mitézu. Dale silné po-
tlac¢uje proliferaci u nadorovych linii,
coz nasledné vede k apoptéze [78].
Ackoli objeveni poloxinu byl dllezity
posun v navrhu PBD Plk1 inhibitor(
a prispél k pochopeni funkci Plk1, uka-
zal se nakonec jako nespecificky a mélo
ucinny [116].

Dal3i inhibitor PBD domény byl ob-
jeven screeningem knihovny pfirod-
nich latek. Purpurogallin je extra-
hovén z halek dubd a u Hela bunék
zabranuje pfemisténi Plk1 k centrozo-
mum, ¢imz dochézi k zastaveni mitotic-
kého déleni [80]. Je zndmo, Ze purpuro-
gallin inhibuje i aktivitu protein(, které
neobsahuji PBD, napf. tyrozin kindz
a HIV-1 integrazy, chemickd podstata
Ucinku této latky proto musi byt dale
zkoumdéna [117-119].

Jako zajimavé se dale jevi inhibitory
PBD ve formé peptidd, které blokuji PBD
na principu protein-proteinovych inter-
akci. Takové peptidy jsou nejcastéji od-
vozeny ze substratl Plk1 interaguji-
cich s PBD (napt. CDC25C nebo PBIP)
[120,121].

Zavérem tohoto odstavce je tfeba fici,
ze vyvoj inhibitorG Plk1 je v soucasnosti
skuteéné rychly, a neni proto v moznos-
tech tohoto sdéleni podat vycerpavajici
a aktudlni vycet informaci. Rozsahlejsi
prehled Ize najit napft. v prehledovych
¢lancich Klause Strebhardta [122,123].

Zavérem

Neni pochyb o tom, Ze PIk1 hraje vy-
znamnou roli pfi buné¢ném déleni. Jeji
deregulace souvisi s nddorovou transfor-
maci bunék, a stala se proto atraktivnim
cilem pro vyvoj protinddorovych Iéciv.
JelikozZ ostatni ¢lenové rodiny Plk (kromé
Plk4) vykondvaji spiSe tumor supreso-
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rové funkce, bude nezbytné zajistit spe-
cifitu inhibice vici Plk1. To, stejné jako
zabranéni inhibice ostatnich kinaz, by
mohly zarucit nové vyvijené a testované
inhibitory cilici na specifickou polo-box
doménu. Bude ale dllezité zaroven za-
jistit srovnatelnou Ucinnost s inhibi-
tory ATP-vazajici domény, které uz byly
Uspésné testovany i v klinickych studiich.
Pro implementaci téchto inhibitord zase
bude nezbytné monitorovat ¢asnou od-
povéd bunék. Pro tyto Ucely se jisté stane
cennou vyvinutad metoda ELISA, kterd
umoznuje kvantifikaci aktivity PIk1 v ma-
lych objemech bunéc¢nych lyzatd [124].

| pfes znacny pokrok v osvétleni funkci
Plk1 v kancerogenezi a efektl provazeji-
cich jeji inhibici zbyva spousta otazek ty-
kajicich se pfedevsim konkrétniho me-
chanizmu Gcinku inhibitord, spojitosti
statutu proteinu p53 a odpovédi na in-
hibici Plk1, stejné jako srovnéni cytoto-
xicity inhibitor( PIk1 s ostatnimi uZiva-
nymi anti-tubulinovymilécivy, jez budou
muset byt v budoucnu zodpovézeny.
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Souhrn

PDZ a LIM domény obsahujici protein 2 (PDLIM?2), jinak také Mystique ¢i SLIM, je nejnovéjsim ¢lenem
tzv. s aktininy asociované LIM proteinové rodiny proteind, jejiz clenové jsou zasadnim zplsobem
zapojeni do regulace celé skaly biologickych procesu véetné organizace bunéc¢ného cytoskeletu, bu-
nécné diferenciace ¢i onkogeneze. Samotny PDLIM2 je cytoskeletélné i nuklearné lokalizovany pro-
tein kédovany genem Mystique lokalizovaném na chromozomu 8p21, ktery reguluje stabilitu a ak-
tivitu nejriznéjsich transkripcnich faktord, napt. NF-kB ¢i STAT. Deregulace PDLIM2 souvisi s celou
fadu patologickych stavil véetné onkogeneze, pricemz hladiny tohoto proteinu mohou korelovat jak
se vznikem, tak se supresi nadord. Hladiny PDLIM2 jsou epigeneticky potlaceny u celé fady nador(
a to v dusledku hypermetylace promotoru genu Mystique, ktera brani jeho transkripci. Reaktivace
PDLIM2 je schopna potlacit tumorigenicitu a navodit smrt nddorovych bunék in vitro i in vivo, coz in-
dikuje potencidlni tumor supresivni roli tohoto proteinu. Na druhou stranu u nadorovych bunéénych
linif odvozenych od metastazujicich nddord bylo detekovano vyrazné zvyseni mRNA i proteinovych
hladin PDLIM2 a bylo zjisténo, ze PDLIM2 je asociovan s progresi nadord a vznikem metastaz, coz
spise nahrava pro-onkogenni funkci tohoto proteinu. Hlavnim cilem této prace je detailnégji shrnout
dosavadni poznatky o roli PDLIM2 v pribéhu vzniku a vyvoje nador(, dale vyzdvihnout jeho poten-
cidlni vyuziti v klinické praxi, pfedevsim jako mozného terapeutického cile a také nabidnout mozna
vysvétleni dosud zjisténych rozdilnych funkci tohoto proteinu v onkogenezi.

Klicova slova
PDLIM2 protein — COP9 signalozom (CSN) - onkogeneze - 5-aza-2'-deoxycytidin — nadory —
metastaze

Summary

PDZ and LIM domain containing protein 2 (PDLIM2), also known as Mystique or SLIM, is a member
of the actinin - associated LIM family of proteins that play essential roles in cytoskeletone orga-
nization, cell differentiation and have been associated with oncogenesis. PDLIM2 is cytoskeletal
and nuclear protein encoded by the Mystique gene localized on chromosome 8p21. PDLIM2 re-
gulates stability and activity of several transcription factors, e.g. NF-kB or STAT, and its deregula-
tion is associated with several malignancies. PDLIM2 expression has been connected with both
tumor suppression and tumorigenesis. PDLIM2 levels are epigenetically suppressed in different
cancers due to Mystique promoter hypermetylation that blocks its transcription. PDLIM2 re-ex-
pression is able to inhibit tumorigenicity and induces tumor cell death both in vitro and in vivo,
which suggest potential tumor suppressor role of PDLIM2. On the other hand, PDLIM2 is highly
expressed in cancer cell lines derived from metastatic cancer and its expression is associated with
tumor progression and metastasis formation, indicating pro-oncogenic role of PDLIM2. The aim
of this review is to summarize current knowledge on the role of PDLIM2 in tumor formation and
development, focusing on its prospective role as therapeutic target and offering potential expla-
nations of its different functions in oncogenesis that were identified so far.

Key words
PDLIM2 protein — COP9 signalosome (CSN) — oncogenesis — 5-aza-2"-deoxycytidine — cancer -
metastasis
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Uvod

PDZ a LIM domény obsahujici protein 2
(PDLIM2), zndmy také jako Mystique ¢i
SLIM[1], je ¢len tzv. s aktininy asociované
LIM proteinové rodiny (ALP), zahrnujici
proteiny s N-terminalni PDZ doménou
a C-terminalné lokalizovanou LIM domé-
nou (obr. 1) [2]. VSichni ¢lenové ALP pro-
teinové rodiny jsou schopni interagovat
s aktinovym cytoskeletem pomoci je-
jich konzervované 80-100 aminokyse-
lin dlouhé PDZ domény, jez zprostied-
kovava specifické protein-proteinové
interakce, hraje vyznamnou roli v sesta-
vovani proteinovych komplexd asocio-
vanych s plazmatickou membréanou [3]
ataké v normalnim buné¢ném vyvoji [2].
LIM doména ¢lena ALP proteinové ro-
diny stejné jako PDZ doména zprostied-
kovava protein-proteinové interakce,
mimoto viak vykazuje také E3 ubikvi-
tin ligdzovou aktivitu [4]. Interakce LIM
domény jsou mnohem variabilnéjsi nez
v pfipadé domény PDZ [1]. LIM doména
je tvofena sekvenci aminokyselin boha-
tou na cystein, ktera vytvari dva motivy
zinkového prstu a Ucastni se napf. inter-
akci v signalnich drahach zapojenych
do bunéc¢né diferenciace ¢i souviseji-
cich s onkogenezi [3]. Obecné PDZ a LIM
domény obsahuijici proteiny jsou zapo-
jeny do regulace celé $kaly biologickych
procest véetné organizace buné¢ného
cytoskeletu, bunécné diferenciace, vy-
voje organu, neurdlni signalizace i
onkogeneze [5].

Protein PDLIM2, nejnovéjsi ¢len ALP
proteinové rodiny, je cytoskeletdlné
i nukledrné lokalizovany protein regu-
lujici stabilitu nejriiznéjsich transkripc-
nich faktort v hematopoetickych a epi-
telidlnich bunkach, napf. transkripénich
faktort NF-kB ¢i STAT zapojenych mimo

jiné do regulace imunitni odpovédi [6].
PDLIM2 byl prvné identifikovan v epi-
telidlnich bunkach sitnice [2], hla-
diny tohoto proteinu viak byly deteko-
vany v celé fadé dalsich bunécénych linii
vcetné fibroblastd transformovanych
overexpresi IGF-1R (receptor proinzulinu
podobny rlstovy faktor 1), dale T lymfo-
cytd, makrofag(, dendritickych bunék ¢i
epitelidlnich nddorovych bunék, u kte-
rych reguluje buné¢nou adhezi a mi-
graci [7]. Protein PDLIM2 je kédovén
genem Mystique lokalizovanym na chro-
mozomu 8p21 [3], tedy v oblasti, ktera
je velmi ¢asto poskozena u celé fady
nadord [8]. Na urovni cDNA byly dete-
kovany 3 izoformy (Mystique 1-3), na
urovni proteinu vsak prevladaizoforma 2
tvofend 352 aminokyselinami s rela-
tivni molekulovou hmotnosti 37,5 kDa
(obr. 1) [3]. Bylo také zjisténo, Ze exprese
Mystique a hladiny proteinu PDLIM2 jsou
asociovany jak s nddorovou supresi, tak
s tumorigenezi [3,4,6]. Dosavadni po-
znatky o funkci PDLIM2 v onkogenezi
nadorl vcetné jeho potencialniho vy-
uziti v klinické praxi budou rozebrany
v nasledujicich ¢astech tohoto ¢lanku.

PDLIM2 jako nadorovy supresor

Jak jiz bylo uvedeno, exprese genu Mys-
tique a hladiny proteinu PDLIM2 byly za
fyziologickych podminek detekovény
v celé fadé bunék a tkani [2] a jejich de-
regulace souvisi s celou fadou patolo-
gickych stavl vcetné onkogeneze, pfi-
¢emz bylo zjisténo, Ze hladiny proteinu
PDLIM2 koreluji jak se vznikem, tak se
supresi nadord [3,4,6]. Tumor supresivni
funkce tohoto proteinu byly dosud po-
psany v souvislosti s T buné¢nym lymfo-
mem dospélych (ATL) [9-12], karcinomem
kolorekta [4,13] ¢i s nadory prsu [14,15].

PDLIM2

1 E PDZ

4 84

71 um }352

284 344

Obr. 1. Domény PDLIM2.

Protein PDLIM2 je ¢lenem ALP proteinové rodiny, zahrnujici proteiny s N-termindlni PDZ
doménou a C-termindlné lokalizovanou LIM doménou [2]. PDZ doména zprostifedkovava
protein-proteinové interakce a pfedstavuje prvnich 84 AK na N-konci PDLIM2 [3]. LIM do-
ména je pak lokalizovdna mezi AK 284-344 PDLIM2 a mimo zprostfedkovani protein-pro-
teinovych interakci vykazuje také E3 ubiquitin ligdzovou aktivitu [4].

PDLIM2 a jeho tumor supresivni role
v T bunééném lymfomu dospélych

T bunécny lymfom dospélych je vy-
soce agresivni T buné¢nd malignita vy-
volana infekci T bunék onkogennim re-
trovirem HTLV-1 (lidsky T lymfotropicky
virus 1) [9]. Detailni mechanizmus ve-
douci ke vzniku ATL neni dosud zcela
objasnén, je vak ziejmé, ze zasadni roli
v tomto procesu hraje virovy onkopro-
tein Tax [10]. Tento 40 kDa velky protein,
jenz je zasadni pro virovou replikaci [11],
vykazuje vlastnosti onkoproteinu, nebot
je schopen deregulovat bunéc¢né tran-
skrip¢ni faktory regulujici bunécny rlst
adéleni, ato predevsim NF-kB[12]. NF-kB
je péti¢lenna rodina transkripcnich fak-
tor(l vytvérejicich homo- a heterodimery,
které jsou zadrzovény v cytoplazmé po-
moci inhibi¢nich proteind kB (IkB) a tim
udrzovény v inaktivnim stavu (regulo-
vany) [16]. Do rodiny NF-kB patfi proteiny
RELA, RELB, c-Rel, jez jsou syntetizovany
ve funkcni formé schopné aktivovat
transkripci cilovych gent a také proteiny
NF-kB1 a NF-kB2, jez jsou syntetizo-
vany jako prekurzory neschopné vazby
na DNA a jsou aktivovany proteolytic-
kym odstépenim C-koncové domény za
vzniku zralych protein(i p50 a p52 [16].
Transkrip¢ni faktory NF-kB mohou byt
aktivovany celou fadou stimulQ, napf.
pro-zanétlivych cytokind, a hraji zasadni
roli v regulaci zanétlivé imunitni odpo-
védi, apoptodze, proliferaci a celé radé
dalich bunéc¢nych déja [17]. Deregu-
lace, resp. zvysena aktivita téchto tran-
skripcnich faktort je prlvodnim znakem
fady chorob véetné tumorigeneze [18].
Existuje nékolik mechanizm vedoucich
k aktivaci transkrip¢nich faktord NF-kB,
z nichzZ nejlépe popsané a také nejcas-
t8j3i jsou kanonicka (klasicka) a nekano-
nicka draha [16,17]. Kanonickd draha je
obvykle spousténa jako odpovéd na vi-
rovou ¢i mikrobidlni infekci a expozici
prozanétlivych cytokinli a zahrnuje pre-
devsim proteiny RELA, c-Rel a p50 [17].
Pfitomnost prozanétlivych faktor( vede
k aktivaci kindzy TAK1, kterd déle akti-
vuje IkB kinazovy komplex, ten fosfory-
luje kB, navozuje tak jejich ubikvitinaci
a proteazomovou degradaci, ¢imz do-
chazi k uvolnéni a translokaci komplexu
RELA - p50 do jadra a aktivaci tran-
skripce cilovych gen(l zapojenych do re-
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Obr. 2. PDLIM2 a jeho vztah k virovému onkoproteinu Tax a draham NF-kB.

PDLIM2 funguje jako silny supresor virového onkoproteinu Tax [12]. Tento onkoprotein je schopen deregulovat bunécné transkripcni fak-
tory, predevsim kanonickou a nekanonickou NF-kB drahu [12], které hraji zasadni roli v regulaci celé fady dalSich bunécnych déji véetné
zanétlivé imunitni odpovédi, apoptdzy [17] ¢i onkogeneze [18]. PDLIM2 funguje jako supresor Tax a reguluje jeho funkce dvéma hlavnimi
zplsoby: v cytoplazmé funguje jako E3 ubiquitin ligdza proteinu Tax, navozujici jeho poly-ubiquitinaci a proteazomovou degradaci [10],
kromé toho v3ak také pfimo interaguje s Tax a transportuje jej z cytoplazmy do jadra, kde opét navozuje jeho degradaci [10]. V jadfe
funguje PDLIM2 také jako E3 ubiquitin ligdza proteinu p65, hlavniho transkripcniho faktoru kanonické NF-kB drahy a navozuje tak jeho

ubiquitinaci a protezomovou degradaci [9].

gulace zanétlivé imunitni odpovédi, pro-
liferace ¢i migrace [17,18]. Nekanonicka
drdha je nejcastéji spousténa rdznymi
ligandy TNF cytokinové rodiny (napf.
TNF-B) [17]. Tyto ligandy aktivuji NF-kB
indukovanou kindzu, jez nasledné spou-
$ti sled reakci analogickych s kanonic-
kou drahou, pficemz koneénym pro-
duktem alternativni drahy je aktivni
heterodimer p52 - RELB, ktery aktivuje
transkripci gent dllezitych pro vyvoj
adaptivni imunitni odpovédi a regulaci
apoptdzy [17,18]. Onkoprotein Tax zpro-

stfedkovava aktivaci kanonické i neka-
nonické NF-kB drahy, coz hraje zdsadni
roli v maligni transformaci T bunék infi-
kovanych HTLV-1 [19]. Z&sadni jsou pre-
devsim geny aktivované nekanonickou
drahou [20], coZ potvrzuji i studie prove-
dené u jinych typl nddord [21]. Bylo pro-
kazano, ze protein PDLIM2 funguje jako
silny supresor onkoproteinu Tax a tento
supresivni efekt PDLIM2 vede k potla-
¢eni Tax indukované bunécné transfor-
mace a onkogeneze in vitro i in vivo [12].
PDLIM2 reguluje funkce proteinu Tax

dvéma zpUsoby - jednak funguje jako
E3 ubikvitin ligdza proteinu Tax, navozuje
tedy jeho poly-ubikvitinaci a naslednou
proteazomovou degradaci (obr. 2) [10],
kromé toho vsak PDLIM2 také pfimo in-
teraguje s Tax a transportuje jej z cy-
toplazmy do nesolubilnich jadernych
kompartmentd, kde opét dochazi k de-
gradaci Tax (obr. 2) [10], coZ ma za na-
sledek inhibici drah NF-kB a jiz zmiro-
vané potlaceni bunéc¢né transformace
a onkogeneze [12]. PDLIM2 je také
schopen pfimo inhibovat kanonickou
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NF-kB drahu, nebot jako E3 ubikvitin li-
géza proteinu p65, hlavniho transkrip¢-
niho faktoru kanonické NF-kB drahy,
navozuje jeho ubikvitinaci a protea-
zomovou degradaci (obr. 2) [9]. Studie
nicméné odhalily, Ze protein PDLIM2 je
u HTLV-1 transformovanych buné¢nych
linii reprimovan a vyrazné snizeni hladin
PDLIM2 bylo také detekovéno u primar-
nich bunék pacientl s ATL ve srovnani
s kontrolnimi zdravymi burikami [10].
Ukazuje se, Ze represe PDLIM2 je dule-
Zity mechanizmus HTLV-1 zprostfedko-
vané tumorigeneze [10]. Bylo prokazano,
ze represe PDLIM2 souvisi se zvysenou
aktivitou DNA metyltransferaz (DNMT),
konkrétné DNMT1 a DNMT3b, ktera
vede k hypermetylaci promotorové ob-
lasti genu Mystique a potlaceni jeho
transkripce [10]. Studie dale odhaluji, ze
reaktivace hladin PDLIM2 pomoci hypo-
metyla¢niho agens 5-aza-2'-deoxycyti-
dinu (5-aza-dC) je schopna navodit smrt
HTLV-1 transformovanych T bunék [10].
5-aza-dC Ucinkuje jako inhibitor DNA
metyltransferdz a v roce 2006 byl schva-
len americkou FDA (Food and Drug Ad-
ministration — Ufad pro kontrolu 1é¢iv)
pro lé¢bu myelodisplastického syn-
dromu [22]. Schopnost 5-aza-dC v zavis-
losti na davce reaktivovat PDLIM2 a na-
vodit smrt HTLV-1 transfekovanych
T bunék naznacuje potencidlni terapeu-
tickou strategii pro ATL [10]. Je nutno Fici,
Ze 5-aza-dC reaktivuje i jiné geny, avsak
samotnd reaktivace PDLIM2 po trans-
fekci specifickym plazmidem je schopna
navodit smrt HTLV-1 transfekovanych
T lymfocytd, coz potvrzuje tumor supre-
sivni roli PDLIM2 v onkogenezi ATL [12].

PDLIM2 a jeho tumor supresivni role
v kolorektalnim karcinomu

Jednou z hlavnich predispozic pro vznik
a vyvoj kolorektalniho karcinomu (co-
lorectal cancer - CRC) jsou tzv. IBD (in-
flamatory bowel disease), tedy chro-
nicka zanétlivda onemocnéni zahrnujici
napf. Crohnovu chorobu ¢i ulcerézni
kolitidu [4]. Deregulace jiz zminova-
nych transkrip¢nich faktord NF-kB, jakoz
i transkrip¢nich faktorl rodiny STAT,
hraje zasadni roli pfi vyvoji IBD a s nimi
asociovanych nadord [4,23]. Za fyzio-
logickych podminek je aktivita NF-kB
i STAT velmi pfisné regulovana, pficemz

hlavnim regula¢nim mechanizmem je
degradace téchto transkrip¢nich faktora
zprostfedkovand proteinem PDLIM2 [4].
PDLIM2 funguje jako E3 ubikvitin ligdza
proteinu p65 (obr. 2), nejvyznamnéj-
Siho a nejcastéji se vyskytujiciho tran-
skrip¢niho faktoru rodiny NF-kB, a také
jako E3 ubikvitin ligdza protein(i STATT,
STAT3 ¢i STAT4 [4,13,24]. PDLIM2 tedy
navozuje ubikvitinaci a néslednou de-
gradaci téchto proteinl a reguluje tak
jejich aktivitu [4,13,24]. Nékteré dosud
provedené studie odhalily snizenou ex-
presi PDLIM2 na drovni mRNA i pro-
teinu u nejriiznéjsich bunécnych linii od-
vozenych od CRC (HCT 116, SNU-1040,
DLD-1, SW-480, FET, HT-29) [4]. Bylo
zjisténo, ze u kolorektdlnich nadoro-
vych linii dochézi k epigenetickému
potlaceni hladin PDLIM2 hyperme-
tylaci promotoru genu Mystique, jez je
zprostiedkovdna DNA metyltransfera-
zami DNMT1 a DNMT3b [4], podobné
jako je tomu v pfipadé ATL [9-12].
Plsobeni hypometyla¢niho 5-aza-dC
na CRC bunécné linie vede k reaktivaci
PDLIM2 a je schopno indukovat smrt
téchto bunék in vitro i in vivo, coz nazna-
Cuje potencialni terapeutickou strategii
pro CRC [4]. Neddvné studie oviem od-
haluji, Ze k represi PDLIM2 dochazi také
na posttranskrip¢ni Urovni pomoci mik-
roRNA (miRNA), které se vazi na 3’ nepre-
kladanou oblast PDLIM2 mRNA a blo-
kuji tak jeji translaci [13]. Konkrétné jde
0 miR-221 a miR-222, pficemz bylo zjis-
téno, Ze hladiny téchto mikroRNA jsou
u CRC zvyseny ve srovnani s nenddo-
rovou tkani [13]. Vysledky téchto stu-
dii podporuji domnénky, Ze represe
PDLIM2 je zasadni mechanizmus napo-
mahajici vzniku CRC a PDLIM2 je tedy
dllezity supresor a potencialni terapeu-
ticky cil v onkogenezi CRC [4].

PDLIM2 a jeho tumor supresivni role
u nadort prsu

Tumor supresivni role proteinu PDLIM2
byla popsana také u bunék odvoze-
nych od karcinomu prsu [14,15]. Bylo
popsadno, Ze exprese PDLIM2 je epi-
geneticky reprimovana u estrogen re-
ceptor (ER) pozitivnich (MCF-7) i ne-
gativnich (MDA-MB-231) bunéénych
linii ndadord prsu ve srovnani s nena-
dorovymi liniemi MCF-10A (ER nega-

tivni) a HMT-3522 S1 (ER pozitivni) [14].
Suprese PDLIM2 souvisi s konstitutivni
aktivitou NF-kB [14], ktera hraje vyznam-
nou roli v onkogenezi nddor{ prsu [25].
Reaktivace hladin PDLIM2 pomoci
5-aza-dC vede, stejné jako v pfipadé ATL
¢i CRC, kinhibici NF-kB a potlaceni tumo-
rigenicity MCF-7 a MDA-MB-231 in vitro
i invivo [14]. Jak jiz bylo uvedeno, 5-aza-dC
je schopen reaktivovat fadu gend, aviak
samotné zvyseni hladin PDLIM2 u bunék
MCF-7 a MDA-MB-231 stabilné transfe-
kovanych specifickym plazmidem bylo
schopno potlacit jejich tumorigenni
vlastnosti, coz naznacuje potencialni vy-
uziti PDLIM2 v terapii nadord prsu [14].
V nedévné dobé bylo také zjisténo, ze
exprese genu Mystique, kédujiciho pro-
tein PDLIM2, je fizena biologicky ak-
tivni formou vitaminu D, [15]. Vitamin D,
je pleiotropni hormon ucinkujici na
fadu tkani a zprostfedkovavajici nejriiz-
néjsi biologické odpovédi, mimo jiné
vykazuje i protinddorovou aktivitu [26].
Ukazuje se, Zze protinddorové vlast-
nosti vitaminu D, zprostfedkovava pro-
tein PDLIM2 [15]. Vitamin D, je schopen
pfimo aktivovat transkripci genu Mys-
tique, popfipadé potlacit hypermetylaci
promotoru tohoto genu a tim zvysovat
hladiny PDLIM2 v bunkach [15]. Schop-
nost vitaminu D, reaktivovat hladiny
PDLIM2 a potlacit tak vlastnosti nddoro-
vych bunécnych linii karcinomu prsu na-
znacuji dalsi z moznych terapeutickych
strategii u tohoto typu nador0 [15].

PDLIM2 jako onkoprotein

Kromé studii striktné charakterizujicich
PDLIM2 jako nadorovy supresor existuji
také studie povazujici PDLIM2 za onko-
protein, resp. protein s moznou dualni
funkci v onkogenezi nadorl [3,6,7].
Jednd se o studie provedené u prostatic-
kych a prsnich nddorovych bunéénych
linii [3,6,7] a jejich zavéry jsou podrob-
néji rozebrény nize.

PDLIM2 jako onkoprotein u nadort
prostaty

Navzdory tomu, Ze je represe PDLIM2 aso-
ciovana s tumorigenezi a PDLIM2 je pova-
Zovén za potencidlni nadorovy supresor,
byly u prostatickych nadorovych bunéc-
nych linii odvozenych od metastazuji-
cich nddord detekovény vyrazné zvysené
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Obr. 3. Dualni role PDLIM2 v onkogenezi.

V pocatecnich fazich onkogeneze je PDLIM2 schopen reprimovat maligni transformaci bunék a rdst nador(, v pozdéjsich fazich onkoge-
neze pak bylo prokazéno, Ze zvyseni hladin PDLIM2 je asociovano s epitelidlné mezenchymalni tranzici (EMT), progresi nddoru a tvorbou
metastéz [7], coz naznacuje dudlni roli PDLIM2 v onkogenezi nddor(.

hladiny tohoto proteinu ve srovnani s li-
niemi odvozenymi od nador( nemetasta-
zujicich [7]. Bylo také zjisténo, Ze hladiny
PDLIM2 jsou vyrazné vys$si u androgen
nezavislych prostatickych néddorovych
linii DU 145 a PC-3 ve srovnéni s androgen
zavislymi liniemi PPC-1 a Alva-31 [3]. Sta-
bilni potlaceni hladin PDLIM2 v burikach
DU 145 pak vedlo k vyraznému snizeni je-
jich migrac¢nich vlastnosti a také k zasta-
veni a reverzi epitelidlné mezenchymalni
tranzice (EMT) [7], tedy sledu molekuldr-
nich a bunéc¢nych déju hrajicich velmi vy-
znamnou roli v progresi a metastazovani
nadorl [27]. Bylo publikovéno, Ze potla-
¢eni hladin PDLIM2 nema vliv na bazalni
aktivitu NF-kB [7], coZ je oviem v rozporu
s vysledky studii povazujicich PDLIM2 za
nadorovy supresor, které deklaruji
ustiedni roli PDLIM2 v regulaci aktivity
NF-kB [4,14]. Vyslo najevo, ze PDLIM2 je
schopen aktivovat COP9 signalozom
(CSN), evolu¢né konzervovany protei-
novy komplex slozeny z osmi podjedno-
tek (CSN1-8) [28]. Tento proteinovy kom-
plex reguluje ubikvitin konjuga¢ni drahy
a tim ovliviuje degradaci buné¢nych pro-
teinG (zvysend degradace p53, SMAD4/7,
p27%*1, stabilizace a aktivace c-myc, c-jun
a dalsich) a regulaci celé fady signalnich
drah a proces(l v¢etné buné¢ného cyklu
¢i tumorigeneze [29]. PDLIM2 pfimo in-

teraguje a tim aktivuje funkéné nejvy-
znamnéjsi podjednotku COP9 signa-
lozomu, podjednotku 5 (CSN5) neboli
Jab1 [7]. Zvy3ené hladiny CSN5 a s tim
souvisejici zvysena aktivita COP9 jsou
spojovany se vznikem a progresi rznych
typd nadord, a regulace hladin CSN5 by
tak mohla byt potencidlnim cilem v te-
rapii nddor0 [30]. V3echna tato uve-
dend zjisténi naznacluji pro-tumorigenni
funkci PDLIM2 [3]. V souvislosti s jiz vyse
deklarovanou tumor supresivni funkci
PDLIM2 se v3ak da predpokladat, Ze vztah
tohoto proteinu k onkogenezi nador(
je komplikovanéjsi a PDLIM2 by mohl
fungovat jako protein s dualni funkci
(obr. 3) [7]. Zda se, ze v pocatecnich fazich
tumorigeneze je represe PDLIM2 asocio-
véna s transformaci bunék a rdstem na-
dord, v pozdéjsich fazich je viak patrné
PDLIM2 reaktivovan a jeho pfitomnost je
asociovana s EMT, progresi nddoru a tvor-
bou metastaz [7]. Reaktivace PDLIM2 je
tedy pravdépodobné schopna potlacit
tumorigenezi pouze v pocate¢nim stadiu
vzniku nddoru, v pozdéjsich fazich ma ale
efekt presné opacny.

PDLIM2 jako onkoprotein ve vztahu

k nadortim prsu

Jizjsme se zminili, Ze hladiny PDLIM2 jsou
epigeneticky reprimovény u estrogen

receptor (ER) pozitivnich (MCF-7) i ne-
gativnich (MDA-MB-231) bunécnych
linii nadord prsu ve srovnani s ER pozi-
tivnimi i negativnimi nenddorovymi li-
niemi MCF-10A a HMT-3522 S1 [14].V ur-
¢itém rozporu s timto tvrzenim jsou viak
vysledky deklarujici vyrazné zvyseni hla-
din PDLIM2 v nadorovych bunécnych li-
niich odvozenych od metastatickych na-
dord, véetné MDA-MB-231, ve srovhani
s liniemi odvozenymi od nador(i neme-
tastatickych [6]. Bylo zjisténo, Ze hla-
diny PDLIM2 u linie MDA-MB-231 (post
EMT - bazalni subtyp) jsou srovnatelné
s hladinami detekovanymi u MCF-10A
a jsou vyrazné vyssi ve srovnani s ER po-
zitivni liniit MCF-7 (luminalni subtyp),
a zda se tedy, ze reflektuji diferenciacni
status prsnich nadorovych bunék [6].
Stabilni suprese PDLIM2 v bunkach
MDA-MB-231 i MCF-7 vedla, podobné
jako u prostatickych nadorovych linii,
k potlaceni jejich migra¢nich schop-
nosti, reverzi EMT a aktivaci COP9 signa-
lozomu a opét neméla vliv na bazalni ak-
tivitu NF-kB [3,6]. Vysledky téchto studii
jsou nicméné znovu v urcitém rozporu
s vysledky studie Qu et al [14] a také Va-
noirbeek [15], jez deklaruji, ze zvyseni
(reaktivace) hladin PDLIM2 v buné¢nych
liniich MCF-7 a MDA-MB-231 zprostred-
kovana 5-aza-dC (event. vitaminem D,)
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potlacuje tumorigenicitu téchto linif,
tedy i jejich migraéni schopnosti, a in-
hibuje aktivitu NF-kB [14,15]. MoZnym
vysvétlenim nesouladu ve vysledcich
téchto studii by mohl byt fakt, Ze jak
5-aza-d(, tak vitamin D, reaktivuji i jiné
geny nez Mystique [12,14] a pravé pro-
dukty téchto genli by event. mohly pfi-
spivat k potlaceni tumorigenicity nado-
rovych buné¢nych linii ¢i inhibici NF-kB.
Rozpory ve vysledcich dosud prove-
denych studii u prsnich nadorovych
bunék opét nahravaji hypotéze o dudlni
funkci PDLIM2 v onkogenezi nador
(obr. 3) [6,7]. U normalnich epitelidlnich
bunék je PDLIM2 ziejmé dUlezity pro
udrZeni jejich fenotypu [6], coz je v sou-
ladu s pfitomnosti vysokych hladin to-
hoto proteinu v nenddorovych epite-
lidInich prsnich burnkdch MCF-10A ¢i
HMT-3522 S1[14]. Je pravdépodobné, ze
represe PDLIM2 v téchto bunkach vede
k jejich maligni transformaci a nasledna
reaktivace PDLIM2 v transformovanych
bunkach pak aktivuje EMT, vede k pro-
gresi nadorl a pfrispiva k tvorbé me-
tastaz (obr. 3). Zd4 se také, ze u bunék
sekundarnich nadord (metastaz) do-
chazi k opétovné represi PDLIM2, ktera
aktivuje tzv. mezenchymalné epitelidlni
tranzici, tedy déj opacny k EMT, a in-
dukuje proliferaci téchto bunék a rlst
metastaz [7].

Zaveér

Na prvni pohled rozporuplné vysledky
dosud provedenych studii, povazuji-
cich PDLIM2 nékdy za nadorovy supre-
sor, jindy pak za potencidlni onkopro-
tein, naznacuji moznou dualni funkci
proteinu PDLIM2 v onkogenezi nador(.
V pocétecnich fazich vzniku nadorl pi-
sobi pravdépodobné jako nadorovy
supresor, nebot je reprimovan a reakti-
vace hladin PDLIM2 vede k inhibici ma-
ligni transformace bunék, v pozdéjsich
fazich onkogeneze viak zvyseni hladin
PDLIM2 koreluje s progresi a metasta-
zovanim nador( [6,7]. Prohloubeni zna-
losti o funkci PDLIM2 v onkogenezi by
tak mohlo vést k nalezeni ,windows of
opportunity”, ve kterych by reaktivace
PDLIM2 byla schopna potlacit tumorige-
nezi a navodit smrt nddorovych bunék.
Vysledky dosud publikovanych stu-
dii také naznacuji moznou hormonalni

regulaci hladin PDLIM2, resp. exprese
genu Mystique. Jiz byl popsan pfimy
efekt vitaminu D,, jenZ se véaze na vita-
min D, rozpoznavajici oblast promotor
genu Mystique a aktivuje tak jeho tran-
skripci [15]. Jelikoz byl rovnéz popsan
funk¢ni antagonizmus mezi jednotli-
vymi hormondlnimi receptory [31], je
mozné, Ze aktivované androgenni ¢i es-
trogenni receptory mohou urcitym zpa-
sobem ovliviiovat (blokovat) expresi My-
stique, a tedy i hladiny PDLIM2. Bylo totiz
zjisténo, Ze androgen nezavislé prosta-
tické nadorové linie a ER negativni prsni
nadorové linie vykazuji vyssi mRNA
i proteinové hladiny PDLIM2 ve srovnani
s androgen zavislymi ¢i ER pozitivnimi li-
niemi [3,6]. Pfimy efekt androgen ¢i es-
trogen( na expresi Mystique nebyl dosud
prozkouman, ackoli by si vice pozornosti
jisté zaslouzil. Hlubsi studium zasluhuje
také vztah mezi PDLIM2 a COP9 signa-
lozomem, potazmo podjednotkou 5
(CSN5) tohoto proteinového komplexu.
Ukazuje se totiz, Ze aktivace COP9, resp.
CSN5 hraje dulezitou roli v progresi riz-
nych typd nadord a regulace této akti-
vity, napf. prostfednictvim PDLIM2, by
mohla byt potencidlnim cilem v terapii
nadoru [30]. Detailnéjsi popis vyzaduje
jisté také vztah PDLIM2 k draham NF-kB,
které hraji vyznamnou roli pfi vzniku
a progresi celé fady nador( [18]. Lze tedy
fici, Ze PDLIM2 je velmi zajimavy protein
s komplexni, avsak dosud ne zcela ob-
jasnénou funkci v onkogenezi nddord,
jehoz represe v urcitych fazich vzniku
a vyvoje nadord by mohla byt G¢innou
terapeutickou strategii napf. u ATL, CRC
¢i nadord prsu.
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Souhrn

Vychodiska: Maffucciho syndrom je vzacné kongenitaini nehereditdrni onemocnéni charak-
terizované pfitomnosti mnohocetnych hemangiomd a enchondrom s tendenci k malignimu
zvratu. Kauzalni terapie neexistuje a lIécba je zamérena na feseni komplikaci. Stanoveni vhod-
ného postupu je komplikované a ¢asto je nutnd multioborova spolupréce v péci o tyto pacienty.
Pripad: Autofi prezentuji ptipad 20leté pacientky s Maffucciho syndromem. V priibéhu Zivota
se u ni objevily mnohocetné enchondromy i progredujici hemangiomy, které postupem casu
plsobily fadu komplikaci jako napf. omezeni hybnosti, poruchy rastu, bolesti, fluidothorax
nebo ascites. Byl vysetien profil fosforylace vybranych tyrozinovych kinaz a MAP kinaz z pro-
gredujicich loZisek hemangiomd, coz vedlo ke zméné [é¢ebné strategie reflektujici vysledky
vysetteni. Personalizovand lé¢ba nasazena na zakladé profilu fosforylace kindz vedla ke klinicky
vyznamné lécebné odpovédi trvajici Sest mésic(l.

Klicova slova
enchondromatéza - hemangiom - protein-tyrozinkindzy - MAP kindzovy signéini systém -
individualizovana medicina - Maffucciho syndrom

Summary

Background: Maffucci syndrome is a rare congenital non-hereditary disease characterized by
multiple hemangiomas and enchondromas, which may progress into malignancy. The causal
therapy does not exist, and therapy is aimed at complications. The determination of appro-
priate therapy is complicated, and a multidisciplinary approach is often essential. Case: Authors
are presenting the case of a 20-year-old patient with Maffucci syndrome. During her life, multi-
ple enchondromas and progressing hemangiomas have been revealed and they have caused
many complications, such as limited movement, growth failure, pain, fluidothorax and ascites.
A profile of phosphorylation of selected tyrosine kinases and MAP kinases from progressing
hemangioma was performed and with consideration of the result, it led to change of treatment
strategy with encouraging clinical response lasting for six months.

Key words
enchondromatosis — hemangioma - receptor protein-tyrosine kinases - MAP kinases signaling
system — individualized medicine — Maffucci syndrome
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Uvod

Maffucciho syndrom je vzécné konge-
nitalni nehereditarni onemocnéni, které
patfi spolu s Ollierovou chorobou mezi
enchondromatézy. Toto onemocnéni je
charakterizovano pfitomnosti ¢etnych
hemangiom( a enchondromd, které
maji tendenci k malignimu zvratu az
u 40 % pacientd [1]. Standardni |éCebna
doporuceni, kterd by ovliviiovala pfiro-
zeny pribéh vzniku a progrese mnoho-
cetnych enchondrom® a hemangiomd,
nejsou k dispozici a doporucuje se jen
symptomaticka a podpUrna [é¢ba [2,3].

Pripad

Dvacetiletd mlada zena byla sledovana
jiz od kojeneckého véku pro pfitomnost
mnohocetnych enchondromi na konce-
tindch, genua vara a poruchu kostniho
rdstu s tézkou rlstovou retardaci. Jeji
stav vyzadoval opakované korekéni or-
topedické vykony. Ve dvou letech véku

L

se u ni objevil myelodysplasticky syn-
drom, ktery se nasledné rozvinul do
RAEB (refractory anemia with excess
blasts) s nutnosti terapie dle protokolu
pro akutni myeloidni leukemii zahrnuijici
i alogenni transplantaci kostni diené.

Ve véku 3esti let se u ni zacaly obje-
vovat postupné progredujici heman-
giomy na rukou (obr. 1), proto bylo pfi
podezieni na Maffucciho syndrom pro-
vedeno celkové presetieni. Vysledky
potvrdily pfitomnost chondromu/en-
chondromu pravé sfenoidalni kosti o ve-
likosti 3,4 x 2,5 x 1,7cm. V rdamci za-
kladni nemoci dochéazelo k postupné
progresi histologicky vietenobuné¢-
nych hemangiomi na pazich a vzniku
novych 1ézi na nohou i v parenchymo-
vych organech, proto bylo tfi roky po
transplantaci kostni dfené doporuceno
zahdjit 1é¢bu nizce davkovanou che-
moterapii. Byla zvolena terapie vincris-
tin 1,5mg/m?/tyden + cyklofosfamid

300 mg/m?/a 3 tydny, aviak vzhledem ke
$patné toleranci jiz vysoce predlécené
pacientky bylo nutné tuto lé¢bu po Sesti
mésicich prerusit.

Stav se postupné déle zhorsoval, ob-
jevilo se nové lozisko hemangiomu na
jatrech 4,8 x 3,8cm a dalsi loziska na
hrudniku a hornich koncetinach. Pro-
béhl pokus o ovlivnéni téchto lozisek
kortikoterapii, a to metylprednisolonem
30mg/kg/den D1, D3 a D5, 20mg/kg/den
D6 a v davce 10mg/kg/den D7 a déle
navdzano prednizonem 4 mg/kg/den
po 2 tydny [4]. Vysledkem této terapie
byla v nejlepsim prtipadé smisend od-
povéd. V pribéhu Iécby probéhly po-
kusy o ovlivnéni loZisek zafenim, lase-
rem i chirurgickymi korekcemi.

Od 18 let se pacientka potykala s opa-
kovanym chyléznim fluidothoraxem
a pfitomnosti chylézni ascitické teku-
tiny v dasledku aktivity hemangiom.
Tento stav vyzadoval opakované punkce

Obr. 1. Fotografie levé ruky (zdroj: archiv KDO) a RTG snimek levé ruky (zdroj: archiv KDR).
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ascitu, v priméru 21 ascitické tekutiny
kazdé dva tydny. Byl nasazen bevacizu-
mab 10mg/kg/a 2 tydny, po osmi mé-
sicich terapie bylo dosazeno pouze
stacionarniho stavu s pokracujici po-
tiebou punkci ascitu i fluidothoraxu.
V této dobé byla zménéna lécba na siro-
limus 1 mg/den a paclitaxel 12,5mg/m?¥/
/a 1 tyden [5]. Tato terapie byla poda-
vadna Sest mésicd s nutnosti redukce
paclitaxelu na 50 % davky pro hematolo-
gickou toxicitu. Vysledek byl pouze sta-
cionarni stav.

Nové byl vysetien profil fosforylace re-
ceptorovych tyrozinkinaz (RTK) a MAP
kindz (mitogen-activated protein kina-
ses) z loZiska na paté a dle téchto vy-
sledkld byla terapie upravena na suniti-
nib 12,5mg/den a taxol 5,5mg/tyden.
Mimo téchto 1ékl méla divka v dlou-
hodobé medikaci také B-blokatory
z kardiologické indikace, u nichz né-
které prace poukazuji na jejich anti-
neoplasticky potencidl [6]. Po nasazeni
této personalizované terapie doslo po-
stupné k prodluzovani intervall pro eva-
kuace ascitu ¢i chylothoraxu, s perio-
dou ¢tyf mésict bez potieby evakuace,
coz mélo vyznamny dopad na kvalitu zi-
vota pacientky. Po ¢tyfech mésicich od
posledni evakuace ascitu se i pfes nasa-
zenou lécbu obnovila potieba evakuace
chylothoraxu s potfebou opakovanych
chirurgickych intervenci a tedy i s pferu-
sovanim, az vysazenim antineoplastické
medikace na dobu témér tii mésic.
V prabéhu vyznamné redukované ¢i vy-
sazené antineoplastické 1é¢by progredo-
vala potreba chirurgické derivace chylu
charakteru jahodového mléka. Pacientka
zemfela ndhlou smrti na akutni krvaceni
do dutiny bfisni v disledku spontanni
ruptury jaterniho hemangioendothe-
liomu tii mésice po deeskalaci antineo-
plastické terapie, devét mésicl po zaha-
jeni personalizované terapie.

Metodika a vysledky

Pro detekci fosforylace RTK byl pouzit
Human Phospho-RTK Array Kit (R&D Sys-
tems) umoznujici soucasné stanoveni
fosforylace 49 kindz z 16 receptorovych
rodin, pfi¢emz u ¢lovéka bylo zatim po-
psano 58 RTK rozdélenych do 20 rodin
v zavislosti na podobnosti proteinové
struktury receptord [7]. Princip metody

detekce spociva v naneseni proteino-
vého lyzatu na nitrocelul6zovou mem-
branu, na niz jsou ve dvojicich bodu
imobilizovany specifické protilatky proti
dané kinaze. Fosforylované i nefosfory-
lované formy proteinu se na protilatku
navazi v ekvimoldrnim poméru a v na-
sledujicim kroku jsou pouze fosforylo-
vané formy proteinu oznaceny proti-
latkou proti fosforylovanému tyrozinu
konjugovanou s peroxiddzou. Po apli-
kaci chemiluminiscen¢niho substratu
na membranu Ize luminiscenci deteko-
vat na filmu nebo pomoci chemiluminis-
cen¢niho skeneru.

Fosforyla¢ni status MAP kinaz a vy-
branych serin/treoninovych kinaz a dal-
Sich signdlnich molekul byl analyzovan
pomoci Human Phospho-MAPK Array
Kit (R&D Systems) umoznujici soucasné
stanoveni fosforylace 26 kinaz vcéetné
zastupcu tfi hlavnich rodin (ERK, JNK
a p38). Princip metody je podobny jako
v pfedchozim v pfipadé, s tou vyjimkou,
ze pro odliseni fosforylovanych a nefos-
forylovanych forem kinaz je pouzito spe-
cifickych protilatek pfimo proti fosfory-
lovanym formam kinaz konjugovanych
s biotinem. Na biotin se nasledné na-
véze streptavidin konjugovany s peroxi-
dazou, jez aktivuje chemiluminiscencni
substrat.

Zmrazeny vzorek tkané byl rozdélen
na dvé casti a lyzaty pro obé analyzy
byly ptipraveny dle pokyn( vyrobce, na-
sledné bylo pouzito 300 ug celkového
proteinu pro kazdou z analyz. Mira fos-
forylace jednotlivych protein(i byla den-
zitometricky kvantifikovana softwarem
ImageJ, z duplikdt byl vypocitan pri-
mér a od néj odectena hodnota po-
zadi. Data byla normalizovana vztaze-
nim k maximalni hodnoté dosazené na
kazdé z pouzitych membran.

Fosforylace RTK byla vyrazna prede-
vsim u receptoru pro epidermalni rds-
tovy faktor (EGFR), inzulinového recep-
toru (InsR) a obou variant receptoru pro
rastovy faktor krevnich desticek (pla-
telet derived growth factor - PDGFRa
a PRGFRP) (graf 1A, Q).

V ramci analyzy fosforylace MAP kinaz
byla zaznamenana vysoka mira fosfo-
rylace ERK1 a ERK2 a ¢astec¢né i kinazy
p38y. Dale byla aktivovana kindza Akt-2,
jez patfi do rodiny nejvyznamnéjsich

signdlnich molekul serin/treoninovych
kindz Akt. Jednim z nejvice fosforylova-
nych protein0, jenz maze byt fosforyla¢-
nim cilem v ptipadé aktivace kinaz ro-
diny p38 [8], byl HSP27 (graf 1B, D).

Diskuze

Maffucciho syndrom patfi mezi velmi
vzacna onemocnéni a manifestuje se
v 78 % pred zacatkem puberty [9]. Je cha-
rakterizovan pfitomnosti enchondromd,
mnohocetnych hemangiomd a vzacné
také lymfangiom(. Standardni tera-
pie neexistuje a vybér vhodné strategie
muze byt velmi svizelny. Enchondromy
vznikaji nejcastéji v oblasti dlouhych
kosti dolnich koncetin, nohy a ruky [9].
V pfipadé, ze omezuji funkénost kon-
Cetiny, ovliviuji normalni riist nebo pa-
sobi bolest, je pfistoupeno k chirurgic-
kému feseni. Hemangiomy jsou benigni
cévni tumory, které mohou vznikat prak-
ticky kdekoliv v téle, v rdmci tohoto one-
mocnéni mohou postupné progredovat
a vyrazné omezovat kvalitu zZivota po-
stizeného jedince. V literatufe jsou po-
psany pfipady, u nichz bylo Uspésné vy-
uZito antiangiogenni terapie k ovlivnéni
hemangiomu u téchto pacientt [5].

V pfipadé této pacientky bylo tézké
vybrat vhodnou lé¢ebnou strategii,
mimo jiné predevsim z dlvodu komor-
bidit a rozsahu jejiho onemocnéni. Bylo
vyzkouseno nékolik, dfive v literatufe
popsanych, l1é¢ebnych modalit, aviak
vysledky lécby byly dosti nepfesvéd-
¢ivé. V ramci snahy nalézt vhodny tera-
peuticky cil na Urovni proteind, ktery by
odrazel skute¢nou aktivitu v patologic-
kych bunkach, byl vysetren profil fos-
forylace RTK a navazujicich signélnich
drah. Tato diagnostickd metoda se jevi
jako slibny prostfedek, ktery by mohl
umoznit podéavani cilené biologické
[écby pacientdm s prokazanou akti-
vaci signalni drahy na Urovni proteina.
Tento postup by v kone¢ném dsledku
mohl zlepsit vysledky 1é¢by, snizit mnoz-
stvi komplikaci a celkové snizit naklady
na lécbu vlastniho onemocnéni, které
mohou byt pfi empirickém podavani ta-
kovychto |ékl dosti vysoké.

Na zakladé vysledkd nasi analyzy byl
do lé¢ebného schématu pfidan suniti-
nib v kombinaci s paclitaxelem. Sunitinib
je multikindzovy inhibitor, ktery cili pre-
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Graf 1. Profil fosforylace receptorovych tyrozinkinaz (RTK), MAP kinaz a vybranych cytoplazmatickych protein( ve vzorku heman-
giomu odebraného pacientce s Maffucciho syndromem.

A. Denzitometrickd analyza fosforylace RTK. B. Denzitometricka analyza fosforylace MAPK a vybranych cytoplazmatickych protein(.
C. Proteinova array s oznacenymi RTK, jez vykazuji nejvyssi hodnotu denzity. D. Proteinova array s ozna¢enymi MAPK a vybranymi cyto-
plazmatickymi proteiny, jez vykazuji nejvyssi hodnotu denzity.

devsim proti receptoru pro rlstovy fak-
tor krevnich desticek (PDGFR) a proti re-
ceptoru pro cévni endotelidlni ristovy
faktor (vascular endothelial growth fac-
tor - VEGFR), ¢imz ovliviuje angiogenezi
a bunécnou proliferaci. FDA (Food and
Drug Administration — Ufad pro kontrolu
[éCiv) jej oficialné schvalila k 1é¢bé GIST, re-
nélniho karcinomu a neuroendokrinnich
tumord pankreatu, avsak pro silny antian-
giogenni potencial byl vyhodny i pro nase
Ucely. Paclitaxel je alkaloid, ktery blokuje
depolymerizaci mikrotubuld déliciho vie-

ténka a je pouzivan pro [é¢bu fady ma-
lignit. Pfi metronomickém davkovani
a v kombinaci s dalsimi léky prokazal vy-
znamny antiangiogenni potencial [10].
Prezentovand kazuistika dokumentuje
obtiZznost péce o pacienty s Maffucciho
syndromem, kdy interpretace klinického
pribéhu poslednich tydn( a vysvétleni
umrti pacientky zGstava spekulativni.

Zaveér
Terapie vzacnych onemocnéni je ne-
snadnd. Neexistuji ovéfené postupy a vét-

$ina poznatkd o takovych stavech je
znama pouze z kazuistik. Velké randomi-
zované klinické studie faze Ill zde nikdy
nebudou k dispozici, pfestoze je systém
registraci a Uhrad zdravotnich pojis-
toven vyzaduje i v téchto pfipadech.
Vysetteni signalnich drah aktivovanych
RTK by mohlo do budoucna pfispét
k sestavovani individualizované lécby
tam, kde standardni l1é¢ba neni znama
anebo neni dostatecné ucinna, jako jsou
vzacna, refrakterni nebo néktera pokro-
¢ild nddorova onemocnéni détského
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véku. Vytvareni a nasledna realizace per-
sonalizovanych |é¢ebnych postupl vy-
zaduji komplexni, multioborovou spolu-
praci a peclivé vyvaZzovani rizik a event.
piinosl takovych postupd.
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Rekombinantni protilatky a jejich vyuziti

v protinadorové terapii

Recombinant Antibodies and Their Employment in Cancer Therapy

Ruckova E., Miiller P, Vojtések B.

Regionalni centrum aplikované molekularni onkologie, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno

Souhrn

Vyvoj rekombinantnich terapeutickych protildtek je v posledni dobé jednou z nejrychleji se
rozvijejicich disciplin aplikovaného biomedicinského vyzkumu. Rekombinantni monoklonalni
protilatky nalézaji stale vétsi uplatnéni v biologické terapii fady zdvaznych lidskych chorob
a jsou v soucasné dobé nenahraditelnou soucasti komplexni protinddorové terapie. Tera-
peutické protilatky vyuzivané v klinické praxi prosly zna¢nym vyvojem. Z prvnich protilatek
produkovanych v mysich, které jako vedlejsi ucinek indukovaly silnou imunitni odpovéd, byly
metodami rekombinantni DNA a genové manipulace vyvinuty plné lidské protildtky s vyrazné
omezenymi vedlejsimi Uc¢inky a zaroven se zvysenou specifitou a efektivitou. V této praci jsou
shrnuty zékladnl’ poznatky o terapeutickych monoklonélnl’ch protilétkéch jejich historicky

protilatek.

Klicova slova
protinadorova léciva - imunoglobuliny - humanizované monoklondlini protilatky — terapeu-
tické protilatky — rekombinantni protilatky

Summary

Development of recombinant therapeutic antibodies is recently one of the fastest growing
disciplines of applied biomedical research. Recombinant monoclonal antibodies are increas-
ingly applied in biological therapy of many serious human diseases and are currently an
irreplaceable part of a comprehensive cancer therapy. First mouse therapeutic antibodies had
only limited applicability due to the strong immune response; however, technological advan-
ces enabled engineering of antibodies with increased specificity and efficacy, and on the other
hand with reduced adverse effects due to lower antigenicity. This review provides a summary
of knowledge about recombinant therapeutic antibodies, their mechanism of action and ap-
proaches how to improve their efficacy.

Key words
antineoplastic agents — immunoglobulins — humanized monoclonal antibodies - therapeutic
antibodies - recombinant antibodies
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Uvod

O vyuziti monoklondlnich protilatek
k 1é¢bé nadorovych onemocnéni se za-
calo uvazovat teprve nedavno, presto
patfi v dnedni dobé mezi Uspésné stra-
tegie |é¢by onkologickych onemocnéni
(hematologickych malignit i solidnich
nador(l). Mechanizmus jejich plsobeni
je zalozen na specifické vazbé na po-
vrchové antigeny nadorovych bunék.
Byla popsana rada molekul, které jsou
u nadorovych bunék mutovany nebo
nadmérné &i aberantné exprimovény
a nasledné byly identifikovany jako po-
tencialni cile terapeutickych protildtek.
Tyto antigeny se déli na antigeny speci-

fické pro nadory (tumor specific antigen)
a antigeny asociované s nadory (tumor
associated antigen). Nejcastéjsimi cilo-
vymi molekulami terapeutickych proti-
latek jsou CD (cluster of differentiation)
antigeny (napf. CD20, CD30 a CD52),
receptory rlstovych faktor( (napf.
HER2/neu, EGFR, MET), rGstové faktory
(napt. VEGF), adhezivni molekuly (napf.
EpCAM a alfa4-integrin) nebo imuno-
modula¢ni receptory (CTLA-4 a PD-1).
Mezi zpUsoby, jak terapeutickymi proti-
ldtkami ovlivnit nadorovou buriku, patii
inhibice funkce antigenu (napf. recep-
toru), privedeni specifické toxické latky
konjugované s protilatkou (napf. cy-
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Obr. 1A. Schematické znazornéni struktury molekuly imunoglobulinu.
B. Fragmenty protilatek vytvorené proteolytickym Stépenim.

tostatika, radioizotopu) nebo aktivace
imunitniho systému [1].

Protilatky - struktura a funkce
Protilatky, imunoglobuliny (Ig), jsou
molekuly produkované B lymfocyty,
které mohou v organizmu volné cirku-
lovat v rozpustné formé nebo mohou
byt vazany na cytoplazmatickou mem-
branu B lymfocytd jako soucést B bu-
nécného receptoru (B cell receptor -
BCR). U savcl jsou imunoglobuliny
podle vlastnosti tézkych fetézcli rozdé-
leny do péti izotypovych tfid, a to IgM,
IgD, IgA, IgE, IgG. Jednotlivé tridy izo-
typU maji odlisné funkce a jsou produ-
kovany v rdznych fazich imunitni od-
povédi. Primarni imunitni odpovéd je
zprostiedkovana sekretovanymi proti-
latkami IgM tvoficimi multivalentni mo-
lekulu péti nebo Sesti protilatek, které
aktivaci komplementu napoméhaji fa-
gocytdéze. IgD jsou exprimovany na na-
ivnich B burikach. Sekretované IgA tvofi
dimer a nachazi se ve slinach, slzéch, ko-
lostru a matefském mléce. IgE se nachazi
zejména v plicich a kdzi a hraji dilezi-
tou roli pfi hypersenzitivnich a alergic-
kych reakcich. IgG jsou nejhojné;jsim izo-
typem protilatek v lidském téle a ucastni
se sekundarni faze imunitni odpovédi.
Lidské 1gG se dale déli na Ctyfi podtiidy,
IgG1-1gG4, lisici se mnozstvim v séru
a vazebnou afinitou k Fc (fragment crys-
tallizable) receptordm na bunkach imu-
nitniho systému [2]. Protilatky izotypu
IgG maji nejdelsi biologicky polocas (pfi-
blizné 21 dnU), protoze se vazi na recep-
tor FcRn (neonatal Fc receptor), ktery se
nachazi v endozomech a podili se na re-
cyklaci imunoglobulint pohlcenych pi-
nocytézou. Proto je tato tfida imunoglo-
bulinG nejcastéji vyuzivana k produkci
terapeutickych protilatek [3].

Molekuly imunoglobulint jsou slo-
zeny ze dvou tézkych (H) a dvou leh-
kych (L) polypeptidovych fetézcl kova-
lentné spojenych disulfidickymi mustky
do charakteristické struktury ve tvaru
pismene Y (obr. 1A). Tézké retézce se
skladaji ze Ctyt az péti a lehké fetézce ze
dvou strukturné podobnych imunoglo-
bulinovych domén. Domény na N-konci
tézkych i lehkych fetézci se oznacuji jako
variabilni (V,, V), pficemz kazdd doména
obsahuje tfi hypervariabilni oblasti CDR
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Obr. 2. Schematické znazornéni VDJ presmyku genomové DNA tézkého (H) a lehkého (L) fetézce imunoglobulinu.

Znazornény jsou také oblasti molekuly imunoglobulinu, které odpovidaji pfeskupenym fetézcdm.

(complementarity determining region)
tvofici jedine¢nou prostorovou struk-
turu, do které se specificky vaze anti-
gen. Variabilni oblasti jednotlivych klon(
B lymfocytl jsou unikéatni. Zbyvajici do-
mény jsou v ramci daného typu tézkych
i lehkych retézcl identické a oznacuji se
jako konstantni (C,1-C 4, C)) [2].
Proteolytickym Stépenim imuno-
globulind je mozné ziskat specifické
fragmenty (obr. 1B). Pomoci papainu
vznikaji dva identické Fab fragmenty
(fragment antigen binding), které jsou
monovalentni a kazdy obsahuje jedno
vazebné misto pro antigen, a jeden Fc
fragment, ktery je tvoren konstantnimi
oblastmi tézkych retézcd. Fab jsou tvo-
feny doménami V,, C 1,V a C, které
jsou spojeny intramolekuldrni disulfidic-
kou vazbou. Stépeni pepsinem, jehoz
rozpoznavaci misto se nachazi za pan-
tovou oblasti, vede ke vzniku bivalent-
niho fragmentu F(ab’),, ktery navic obsa-
huje kratky usek Fc fragmentu. Redukci
disulfidovych mustkd vznikaji Fab’ frag-
menty obsahujici volnou sulfhydrylovou
skupinu, ktera mGze byt vyuzita ke kon-
jugaci enzymu, toxinu nebo jiného spe-

cifického proteinu. Fv fragmenty (frag-
ment variable) jsou nejmensi fragmenty
obsahujici kompletni vazebné misto pro
antigen a jsou tvofeny pouze doménami
V, aV, které jsou drzeny nekovalent-
nimi interakcemi. Fragmenty protildtek
nachazi diky své mensi velikosti vyuzZiti
v urcitych imunochemickych technikach
a experimentalnich aplikacich, kdy napf.
protilatky ucinnéji pronikaji do prepa-
ratu pfi imunohistochemickém bar-
veni, jsou minimalizovana sterickd ome-
zeni pro vazbu epitopu a déale absence
Fc fragmentu omezuje nespecifické in-
terakce a snizuje imunogenicitu protila-
tek pfi in vivo experimentech [4].

Genetika protilatek

Siroké spektrum protilatek schopnych
rozlisit jakykoli potencidlni antigen neni
kodovano pfimo v zarodecné linii, této
diverzity je dosaZzeno procesem soma-
tické VDJ rekombinace béhem vyvoje
lymfocytl. Geny kédujici fetézce imuno-
globulint jsou sloZzeny z nékolika skupin
sekvencné pribuznych segmentd, v lid-
ském lokusu pro tézké retézce se nachazi
pfiblizné 50 V (variability) segmentd,

27 D (diversity) segmentd, 6 J (joining)
segmentl a geny pro konstantni ¢asti
tézkého retézce. Struktura genovych
komplext kédujicich lehké fetézce k aA
je podobnd, ale obsahuje mensi pocet
V a J segmentd a D segmenty chybi
Uplné (obr. 2). V progenitorech B lym-
focytl (proB) dochézi k D-J pfeskupeni,
pfi némz je vystépen Usek mezi nahod-
nymi D a J segmenty. Nasledné je vysté-
pen Usek mezi nékterym z V segmentd
a DJ segmentem vzniklym v pfedchozim
kroku (V-D preskupeni). Pokud je pre-
skupenim vytvoren produkt, ze kterého
je syntetizovan funkéni H polypeptid, je
dalsi preskupovani na druhém chromo-
zomu zastaveno (jedna se o alelickou
exkluzi) a z buriky se stava pre-B lymfo-
cyt. Tato udalost davé burice signal k za-
hajeni preskupovani genl pro lehké re-
tézce, nejprve fetézcll Kk a v pfipadé
neuspéchu dochazi k preskupovani re-
tézcU . Po vytvoreni povrchového IgM
se bunka stava nezralym B lymfocytem
a po soucasné expresi IgM a IgD zralym
B lymfocytem. Jiz kombinaci VDJ seg-
mentl vznikd znacnd diverzita, kterd
je zndsobena nepfesnostmi ve spojo-
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vani jednotlivych segmentl (tzv. spo-
jovaci variabilita) a plisobenim enzymu
terminalni transferazy, jez prodluzuje
konce preskupenych segmentl o kratké
nahodné N-sekvence. V-D a D-J spo-
jeni odpovida hypervariabilni oblasti
CDR3, ktera vykazuje nejvyssi diverzitu
v ramci spektra protildtek. Po styku zra-
Iého B lymfocytu s antigenem dochazi
k mutacim V segmentd, které déle zvy-
Suji variabilitu imunoglobulinG. Vsechny
procesy vedouci ke vzniku imunoglobu-
lind jsou disledné kontrolovany a B lym-
focyty produkujici nefunk¢ni, nesta-
bilni nebo autoreaktivni protilatky jsou
odstranény.

Béhem terminalni diferenciace B lym-
focytu po aktivaci antigenem dochdazi
k dalsi rekombinacni udélosti, izotypo-
vému piresmyku (class switching), pfi
kterém jsou vystépovany konstantni
Useky téZzkych fetézcl. |zotypové pre-
smyky mohou v dané burice probihat
nékolikradt za sebou, dokud jsou pfi-
tomny sekvence, které lze eliminovat.
Typ pfesmyku a vysledny izotyp proti-
latky, ktery bude burika produkovat, je
regulovén cytokiny [2].

Monoklonalni terapeutické

protilatky - historicky vyvoj

Monoklondlni protilatky jsou ziska-
vany hybridomovou technologii, kdy
jsou fuzovany B lymfocyty izolované
ze sleziny imunizovanych mysi a ne-
smrtelné mysi myelomové buriky [5].
Takto vytvofené mysi monoklondini
protildtky se staly vyznamnym nastro-
jem pro zadkladni i aplikovany vyzkum
a klinickou diagnostiku. Brzy se zacalo
uvazovat také o jejich terapeutickém vy-
uziti a prvni terapeutickou protilatkou
schvalenou FDA (Food and Drug Ad-
ministration — Ufad pro kontrolu 1é¢iv)
v USA se stal v roce 1986 muromo-
nab-CD3 (Orthoclone OKT3®, k prevenci
odmitnuti orgdnu po transplantaci). Kli-
nicka praxe vsak ukazala, Ze podavani
Cisté mysich protilatek vyvolava silnou
imunitni odpovéd organizmu, coz za-
branilo jejich SirSimu vyuziti. Vyvoj no-
vych generaci terapeutickych protilatek
byl umoznén vyraznymi pokroky v tech-
nologiich genového inzenyrstvi a re-
kombinantni DNA. Nejdfive byly vytvo-
feny chimérické protilatky, které maji

zachovany mysi variabilni fetézce, za-
timco konstantni fetézce jsou nahrazeny
lidskymi [6]. Prvni chiméricka protilatka
abciximab (ReoPro®, k inhibici agregace
krevnich desti¢ek), ktera je Fab fragmen-
tem, byla na trh v USA uvedena v roce
1994. Poté byly vyvinuty humanizované
protilatky, které maji mysi sekvence za-
chovany pouze v hypervariabilni ob-
lasti CDR odpovédné za vazbu antigenu.
Tato technika se nazyva CDR grafting [7].
Prvni humanizovana protildtka daclizu-
mab (Zenapax®, k prevenci odmitnuti
orgadnu po transplantaci) byla schva-
lena v roce 1997. Roky 1997 a 1998 byly
v historii vyvoje terapeutickych protilé-
tek prelomem, na trh bylo uvedeno pét
protilatek a zajem o tuto oblast vyzkumu
prudce vzrostl. V roce 1997 byla schva-
lena i prvni protilatka k [é¢bé nadoro-
vého onemocnéni rituximab (Rituxan®,
anti-CD20 protildtka k [é¢bé hematolo-
gickych malignit). DalSim milnikem bylo
vytvoreni plné lidskych monoklonalnich
protildtek. K jejich vyvoji bylo potfeba
vyvinout alternativni strategie, nebot
imunizace lidi nepfichazi z etického hle-
diska v Uvahu a dale nebyla k dispozici
stabilni lidskd myelomova linie vhodna
k vytvofeni hybridomu. K pokroku do3lo
teprve s rozvojem metod zalozenych na
klonovani variabilnich sekvenci protila-
tek a jejich selekci prostfednictvim bak-
teriofagl [8] a pozdéji také pripravou
transgennich mysi (tzv. humanizované
mysi), které maji mysi geny pro imu-
noglobuliny nahrazeny lidskymi [9,10].
Prvni pIlné humanni protildtkou uvede-
nou natrh v USA byl v roce 2002 adalimu-
mab (Humira®, inhibitor TNF-a pro 1é¢bu
revmatoidni artritidy) vytvofeny pomoci
technologie ,phage display”, ktera vyu-
Ziva exprese variabilnich fetézcl na po-
vrchu bakteriofdga. Nasledné schvalené
protilatky panitumumab (Vectibix®, in-
hibitor EGFR pro 1é¢bu kolorektalniho
karcinomu) v roce 2006 nebo ipilimu-
mab (Yervoy®, anti-CTLA4 protilatka
pro lé¢bu metastatického melanomu)
v roce 2011 byly vytvofeny s vyuZitim
transgennich mysi. Vyznamnou tech-
nologif, jak upravit vlastnosti protilatek,
je modifikace Fc fragmentl pfipojenim
proteinl nebo jejich domén [11]. Prvni
schvélenou fuzni terapeutickou protilat-
kou byl v roce 1998 etanercept (Enbrel®),

ktery ma k Fc oblasti pfipojen recep-
tor pro TNF, a inhibuje tudiz signalizaci
TNF-a. Tato protildtka se vyuziva k [é¢bé
autoimunitnich onemocnéni [12].

Mezi objevem novych technologii
a schvalenim a uvedenim na trh prv-
nich protilatek vytvorenych danou tech-
nologii byva pramérné 9-13 let pro-
dleva, coz je vzhledem k mnoha fazim
procesu registrace nového léciva (pre-
klinického vyvoje, preklinickych toxi-
kologickych testovani a klinickych stu-
dii) standardni doba odpovidajici jinym
typlm Iéciv [13].

Mechanizmy pusobeni
terapeutickych monoklonalnich
protilatek

Terapeutické protilatky mohou pusobit
na nadorové bunky rlznymi zplsoby
bud pfimo, nebo nepfimo. Pfimé ucinky
spocivaji v ovlivnéni membrénovych re-
ceptorll nebo proteind vazanych na bu-
nécném povrchu, rastovych faktord ¢&i
cirkulujicich proteinC. Pfimé tcinky pro-
tildatek mohou byt také zprostfedkovany
pomoci toxinl, radioizotopl nebo cy-
tokin(, které jsou kovalentné navazany
na molekulu imunoglobulinu (imuno-
konjugace). Nepfimé ucinky protildtek
jsou zprostiedkovany Fc oblasti protila-
tek, kdy protilatky po navazani na cilo-
vou bunku aktivuji komplement (com-
plement-dependent cytotoxicity — CDC),
stimuluji efektorové bunky imunitniho
systému (antibody-dependent cyto-
toxicity — ADCC) nebo reguluji aktivitu
T lymfocytl [1]. Pfevazna vétsina tera-
peutickych protildtek schvéalenych ke
klinickému pouziti jsou klasické pro-
tildtky prvni generace, jako napt. tras-
tuzumab (Herceptin®, anti-HER2 pro
[é¢bu karcinomu prsu), cetuximab
(Erbitux®, anti-EGFR pro lé¢bu kolo-
rektdlniho karcinomu), panitumumab
(Vectibix®, anti-EGFR) nebo bevacizu-
mab (Avastin®, anti-VEGF pro lé¢bu ko-
lorektalniho karcinomu). Méné casto se
vyuzivaji konjugované protilatky, které
umoznuji specifické doruceni terapeu-
tickych latek pfimo k nadorovym bun-
kam, ¢imz dochazi ke zvyseni koncent-
race |éciva v cilové oblasti a zéroven se
minimalizuji vedlejsi uc¢inky na zdravé
tkané [1]. Pfehled monoklondlnich tera-
peutickych protilatek schvalenych FDA
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Tab. 1. Pfehled terapeutickych protilatek vyuzivanych v terapii onkologickych onemocnéni schvalenych FDA. Pfrevzato z[14,15].

. . . . . . L Rok
Nazev protilatky Obchodninazev  Antigen Indikace Format protilatky schvaleni
dinutuximab Unituxin™ GD2 neuroblastom chiméricka, 1IgG1 2015
nivolumab Opdivo® PD1 melanom lidska, 1gG4 2014
blinatumomab Blincyto® CD19,CD3  akutni lymfaticka leukemie A S PEENE 7 e e 2014

fragment scFv
pembrolizumab Keytruda® PD1 melanom humanizovana, lgG4 2014
ramucirumab Cyramza® VEGFR2 rakovina zaludku lidskd, IgG1 2014
siltuximab Sylvant™ IL-6 Castlemanova choroba chiméricka, 19G1 2014
obinutuzumab Gazyva® CD20 chronicka Iymfocytarnl hu.manlonana, 1gG1, 2013
leukemie modifikovana glykosylace
ado-trastuzumab Kadcyla® HER2 karcinom prsu 'humanlzo‘vanla, Ig§1, 2013
emtanzin imunokonjugat toxinu
pertuzumab Perjeta® HER2 karcinom prsu humanizovang, IgG1 2012
brentl'mmab Adcetris® CD30 degklnuv Iymfovm:anaplas- ' chlmerl'cka,’IgG1f 2011
vedotin ticky velkobunécny lymfom imunokonjugat toxinu
ipilimumab Yervoy® CTLA-4 metastaticky melanom lidska, IgG1 2011
ofatumumab Arzerra® CD20 chronicka Iymfocytarnl lidska, IgG1 2009
leukemie
panitumumab Vectibix® EGFR kolorektalni karcinom lidska, 1I9G2 2006
bevacizumab Avastin® VEGF kolorektalni karcinom humanizovang, IgG1 2004
cetuximab Erbitux® EGFR kolorektalni karcinom chiméricka, IlgG1 2004
|prltumomab Zevalin® CD20 nehodgkinské lymfomy myst IgG]f lmunokonjugat 2002
tiuxetan radioizotopu
MabCampath®, chronicka myeloidni 2001*
alemtuzumab Campath-1H® CD52 leukemie* humanizovang, IgG1
Lemtrada® roztrousena skleréza 2014

trastuzumab Herceptin® HER2 karcinom prsu humanizovang, IgG1 1998
rituximab MabThera®, Rituxan®  CD20 nehodgkinské lymfomy chiméricka, 1I9G1 1997
*MabCampath® pro indikaci CML stazen z trhu a distribuovan jako Lemtrada® pro lé¢bu roztrousené sklerézy.

k lé¢bé onkologickych onemocnéni je
uveden v tab. 1 [14,15].

ADC (antibody drug conjugate) jsou
monoklondlni protilatky chemicky kon-
jugované s cytotoxickymi latkami, ze-
jména latkami inhibujicimi organizaci
mikrotubul(. V sou¢asné dobé jsou re-
gistrovany dvé protilatky - brentuxi-
mab vedotin (Adcetris®) a trastuzumab
emtansine (Kadcyla®), obé konjugované
s toxiny mikrotubulG [16]. Dalsi varian-
tou jsou monoklonalni protilatky kon-
jugované s radioaktivnimi izotopy.
Registrovany jsou protilatky ibritumo-
mab tiuxetan (Zevalin®) a tositumo-
mab-1311 (Bexxar®), které jsou cileny na

CD20 [17]. Bispecifické protilatky jsou
protilatky obsahujici dva rGzné Fv frag-
menty rozpoznavajici dva rGzné anti-
geny, napf. catumaxomab (Removab®)
vaze CD3 a EpCAM (epithelial cell adhe-
sion molecule) [18]. Potencidlné vyuzi-
telné jsou také imunotoxiny, kdy jsou
protilatky fuzovany s bakteridlnimi to-
xiny Pseudomonas exotoxin A, Diphte-
ria toxin nebo rostlinnymi toxiny gelo-
nin a ricin, které zprostredkovavaji smrt
nadorové bunky inhibici proteosyntézy,
a proto je tento mechanizmus ucinny
také v pfipadé nedélicich se bunék [19].
Antibody directed enzyme prodrug
therapy (ADEPT) je pfistup, kdy je s pro-

tildtkou konjugovan enzym konvertujici
netoxickou latku v latku cytotoxickou.
Po podani netoxické latky dochazi k jeji
konverzi specificky v oblasti nadoru [20].
Protilatky druhé generace s cilené
zménénou glykosylaci v oblasti Fc frag-
mentu byly pfipraveny genovou mani-
pulaci za uc¢elem posileni ADCC. Prvni
schvélenou protilatkou je obinutuzumab
(Gazyva®, anti-CD20 protildtka k 1é¢bé
chronické lymfatické leukemie) [21].
Béhem procesu pfipravy téchto tera-
peutickych protildtek ¢asto dochazi ke
zménam farmakokinetiky, funkce efek-
toru, velikosti a imunogenicity. Z tohoto
davodu je dllezité vénovat pozornost
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4 N
populace B lymfocytl
‘ll PCR amplifikace \l’ r ] I
selektované V, aV, fragmenty
kodujici scFv specifické k antigenu
Vv, fragmenty V fragmenty
| J . .
‘l’ amplifikace v E. coli
a opakovana selekce
ligace fragment( do
vektoru a produkce fagd
[ ] navazani scFv
k imobilizovanému
antigenu
selekce fagd exprimujicich scFv
s vysokou afinitou k antigenu
o /

Obr. 3. Schéma postupu pfipravy protilatek metodou phage display.

vybéru cilovych antigent i optimalnich
protilatek, véetné typu konstruktu re-
kombinantni protilatky a terapeutic-
kého pfistupu.

Klonovani protilatek - knihovny
protilatek

Ptiprava knihoven lidskych protilatek
z pfirozené variabilnich (naivnich) zdrojd
je vsoucasné dobé zavedend technologie

vyuzivand k produkci protildtek s defino-
vanou specifitou k jakémukoli antigenu.
Tato technologie se rozsifila diky zavedeni
metody phage display, kterd umoznuje
vystavit peptidové sekvence na povrchu
bakteriofagl a podrobit je opakované se-
lekci vici specifickému antigenu (obr. 3).
Phage display je tak analogii pfirozené se-
lekce protildtek in vivo [8]. Pro Ucely se-
lekce protilatek je nejvhodnéjsi bakte-

riofag M13, pfi¢emz koédujici sekvence
protilatek jsou fuzovany s genem pro
plastovy protein plll a fragmenty protila-
tek jsou tak vystaveny na povrchu bakte-
riofdga. Timto zpUsobem je propojen fe-
notypovy projev, fragment protilatky na
povrchu bakteriofaga, s genotypem, nuk-
leotidovou sekvenci kédujici protilatku.
Prvni krok k pfipravé knihovny je izo-
lace kvalitni RNA z vybranych bunék
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(napf. mononuklearni bunky z periferni
krve). Tato RNA je reverzni transkripta-
zou prepsana do cDNA, ktera je pouZita
jako templat pro PCR amplifikaci V, a V,
fetézcd s vyuzitim primerd specifickych
pro konstantni oblasti V, a V| Fetézci.
Takto jsou amplifikovany preskupené
variabilni oblasti celého repertoaru imu-
noglobulin(, které odrazi specifitu vsech
protildtek daného jedince. PCR produkty
jsou ligovany do vektorf, které umoznuji
exprimovatVH aVL fetézce jako scFv (sin-
gle chain fragment variable) fuzované ke
kapsidovému proteinu plll. Takto Ize pfi-
pravit knihovny tvofené 108-10"" uni-
kdtnimi klony, které jsou podrobeny
3-4 cyklim selekce a amplifikace, pfi niz
jsou selektovany klony s vysokou specifi-
tou a afinitou k antigenu. Zvolené klony
mohou byt podrobeny analyze vazeb-
nych vlastnosti a geny kédujiciV, aV, fe-
tézce sekvenovény. Solubilni scFv frag-
menty mohou byt snadno exprimovany
v bakteriich a purifikovany.

Screening knihoven umoznuje pfi-
pravu protilatek specifickych k jakym-
koli antigentim, v¢etné toxinl nebo pro-
teind, které jsou konzervovany v ramci
sav¢ich bunék a Ize je obtizné pfipra-
vit imunizaci. BEéhem selekce je mozné
navic ziskat mnozstvi rdznych protila-
tek pokryvajicich Siroké spektrum epi-
topl. Syntetické monoklondlni pro-
tilatky maji relativné nizkou afinitu
k antigenu, a proto byly vyvinuty me-
tody napodobujici proces zvySovani
afinity (affinity maturation), jejichz vy-
sledkem jsou kompletni syntetické
protildtky [22,23].

Phage display neni jedind metoda se-
lekce protilatek. Alternativni metody
jsou mRNA display [24] a ribozomovy
display scFv fragmentU [25], kdy selekce
probiha pfi in vitro translaci nebo vysta-
veni scFv a Fab fragmentd na povrchu
bakterii [26] ¢i kvasinek [27].

Transgenni mysi

Transgenni mysi maji do svého genomu
v¢lenény geny pro lidské imunoglobu-
liny, zatimco endogennilokusy jsou inak-
tivovany. Tyto transgenni mysi produkuji
celou 3kalu protilatek syntetizovanych
z lidskych genovych sekvenci, a proto
mohou byt vyuZity k ziskavani lidskych
monoklondlnich protilatek s vysokou

afinitou a velmi nizkou imunogenici-
tou pfimo po imunizaci cilovou moleku-
lou. Klinické testy ukazuji, ze takto pro-
dukované terapeutické protilatky jsou
velmi dobfe tolerovany a jsou klinicky
aktivni. Téchto Uspéchud bylo dosazeno
diky pokroklim v technikdch genové
manipulace s burikami sav¢ich embryi.
Pro Uspésnou expresi lidskych protilatek
v transgennich mysich je nezbytné, aby
vlozené lidské sekvence funkéné nahra-
dily endogenni imunoglobulinové sek-
vence v B lymfocytech a podléhaly viem
procestim v prdbéhu vyvoje lymfocytd,
jako jsou VDJ rekombinace, somatické
mutace a pfesmyk izotypovych tfid,
a zaroven ovlivnovaly funkci, diferen-
ciaci a preziti B lymfocytQ. Prvni trans-
genni mysi mély do svého genomu vlo-
Zzenu pouze malou ¢ast VDJ segment(,
a presto produkovaly funkéni a speci-
fické protilatky proti antigentim, kte-
rymi byly imunizovany [9,10]. Nasledné
bylo vyvinuto mnoho kmen( transgen-
nich mysi s rozsifenym spektrem varia-
bilnich genovych segmentl a nedavno
bylo publikovdno vytvofeni transgen-
nich mysi s kompletné humanizovanymi
variabilnimi sekvencemi, kdy bylo do
téchto mysi vioZzeno az $est miliond bazi
DNA [28,29].

Produkce terapeutickych protilatek
probiha ve velkoobjemovych zafizenich,
ve kterych je nutno dodrzovat specifické
postupy, aby byla zajisténa vysoka kva-
lita vyhovujici standardlim pro vyrobu
|é¢iv. Vyuzivaji se zejména tkanové kul-
tury savcich bunék, napt. CHO (chinese
hamster ovary) nebo hybridomové linie.
Fragmenty protilatek mohou byt s Uspé-
chem produkovany v bakterialnich kul-
turdch. Vyzkum se zaméfuje také na
vyuziti kvasinkovych systém Pichia pas-
toris, transgennich rostlin, mléka nebo
vajec transgennich zivocich(.

Zavér

Vyvoj monoklonalnich protilatek k [é¢bé
nadorovych onemocnéni je jednim z vé-
deckych Uspéchi uplynulych let a vyu-
ziti terapeutickych protildtek patfi mezi
nejrychleji se rozvijejici oblasti protina-
dorové 1écby. Terapeutické protildtky
prosly vyraznou evoluci, jejich transfor-
maci z mysich protildtek pres chimérické
a humanizované az k pIné lidskym byly

snizeny jejich vedlejsi Gcinky, a naopak
novymi technologiemi byl zesilen jejich
terapeuticky potencial. Dalsi rozvoj te-
rapeutickych protildtek bude souviset
s identifikaci novych specifickych nado-
rovych antigend, selekci ucinnych proti-
latek a prohloubenim znalosti o kontrole
nadorové transformace imunitnim sys-
témem s cilem vyvinout nové strategie,
které povedou ke klinickému prospéchu
u onkologickych pacienti.
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Imunologickeé aspekty v onkologii — cirkulujici
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Immunological Aspects in Oncology — Circulating y& T Cells
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Souhrn

y8 T lymfocyty predstavuji mensinovou populaci T lymfocytd, kterd se v zékladu lisi konstrukei
TCR receptoru. Unikatni vlastnosti y6 TCR davaji pak témto bunkdm jedine¢né efektorové
funkce a specifickou roli (nejen) v protinddorové imunitni odpovédi. V tomto ¢lanku popisu-
jeme zakladni charakteristiku téchto bunék ve vztahu k onkologickym onemocnénim. V ex-
perimentalni ¢asti je pak provedena exploratorni analyza zastoupeni y§ T lymfocytd v bézné
populaci a srovnani téchto hodnot s hodnotami pacienti s melanomem a karcinomem prsu.
Medién procentudlniho zastoupeni yé ze vsech lymfocytd byl 2,9 % (interkvartilové rozpéti —
IQR 1,7-4 %). Median absolutnich po¢tl y& bunék v litru krve byl 5,05 x 107 (IQR 2,9-7,84 x 10).
Medién procentualniho zastoupeni yd bunék mezi T lymfocyty byl 3,9 % (IQR 2,3-5,6 %). V re-
ferencni populaci nebyla prokazana zavislost kvantitativnich parametrd y6 bunék na pohlavi
¢i véku. Dale probéhla detailni imunofenotypizace popisujici zastoupeni pamétovych subpo-
pulaci (pomoci znac¢eni CD45R0 a CD27) a vyskyt povrchovych markert HLA-Dr, CD69, CD25,
CD28, CCR7, CTLA-4, ICOS, PD-1L a PD-1 mezi y& T lymfocyty u kontrol a pacientek s karcino-
mem prsu. Z této analyzy je patrné, ze y§ burky netvoii uniformni populaci, ale mohou se ve
svych povrchovych markerech lisit, stejné jako se pak lisi v efektorovych funkcich.

Klicova slova
y6 T lymfocyty — nddorové onemocnéni — imunitni systém - periferni krev — imunoterapie -
T lymfocyty

Summary

Y& T cells present a minor population of the T cell family which basically differs in construction
of their T cell receptor (TCR). Thanks to the features of y& TCR, these cells can acquire unique
effector functions and play a specific role (not only) in anti-tumor immune response. In this
article, we describe the basic characteristics of this cell population and their connection to
cancer. In the experimental part we performed exploratory analysis of circulating y& T cells in
reference population and comparison with melanoma and breast carcinoma patients. The me-
dian percentage of y8 T cells from all lymphocytes was 2.9% (interquartile range — IQR 1.7-4%).
The median absolute numbers of y§ cells per liter of blood was 5.05 x 107 (IQR 2.9-7.84 x 107).
The median percentage of yd cells between all CD3 T cells was 3.9% (IQR 2.3-5.6%). No cor-
relation between y& T cells levels and gender or age was observed in reference population.
Detailed immunophenotyping was also conducted describing representation of memory sub-
sets (using CD45R0 and CD27 markers) and presence of surface markers HLA-Dr, CD69, CD25,
CD28, CCR7, CTLA-4, ICOS, PD-1L and PD-1 between y6 T cells of the controls and breast carci-
noma patients. From this analysis, it is evident that yo T cells do not represent a uniform popu-
lation but they differ in surface markers as well as in their effector functions.

Key words
y& T cells - cancer - immune system — peripheral blood - immunotherapy - T lymfocytes
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Uvod

Zakladni povrchovou strukturou T lym-
focytd je tzv. T-cell receptor (TCR).
Pomoci tohoto receptoru a kostimulac-
nich molekul pak T lymfocyty rozpozna-
vaji antigenni peptidy, ve vétsiné pripadu
prezentované pomoci hlavniho histo-
kompatibilniho komplexu (major histo-
kompatibility complex - MHC) antigen
prezentujicich bunék (antigen presenting
cells — APC). TCR je transmembranovy he-
terodimer slozeny ze dvou fetézcd, budto
a a B neboy a 6. Kazdy fetézec sestava
z intracelularni, transmembranové a ex-
tracelularni domény, jejiz variabilni do-
ména je odpovédna za rozpoznani anti-
genniho komplexu. Zatimco TCR receptor
konven¢nich ap T lymfocytd interaguje
pouze s peptidy navazanymi na molekuly
MHC tfidy | nebo II, y§ TCR je schopen roz-
poznat Sirokou skalu vlastnich a cizich an-
tigen(, napf. malych peptidd, solubilnich
¢i membranovych proteind, fosfolipidl
apod., bez prezentace prostiednictvim
MHC [1], diky ¢emuz je jejich role v rdmci
imunitniho systému spise vrozena nez
adaptivni.

Mezi efektorové funkce y8 T lymfocytt
patii produkce cytokind (INF-y, TNF-a)
a chemokind (MIP-10/3, RANTES), stejné
jako pfima cytotoxicita (perforin, gran-
zym) a bunécnd cytotoxicita zavisld na
protildtkach (antibody dependent cellular
cytotoxicity — ADCC) [2]. U ¢lovéka a mysi
predstavuji y& T lymfocyty méné nez 5 %
vsech cirkulujicich lymfocytl [3], naopak
u prezvykavcl se jejich zastoupeni po-
hybuje mezi 15 a 60 % a zde y8 T lymfo-
cyty maji roli spise regulaéni nez cytoto-
xickou [4]. Mimo cirkulaci a lymfatické
orgény se y6 T lymfocyty u ¢lovéka na-
chazeji také v epitelu. Presné typy yd TCR
receptoru jsou tkanové specifické. Kon-
krétné VyoVvd2 TCR je exprimovan na
50-95 % y& bunék v periferni krvi [5], za-
timco TCR slozené z jinych V6 element( se
vyskytuji na y6 burikéch ve vnitinich or-
ganech (V81 aVé3) nebo khzi (V&1) [6].

Cilem tohoto sdéleni je shrnout lite-
rarni data o Uloze y6 bunék u onkologic-
kych onemocnéni. Cilem experimentalni
Casti je popsat: a) hladiny cirkulujicich
vy T lymfocytd v krvi jedinct z bézné
populace a provést exploratorni ana-
lyzu; b) hodnoty cirkulujicich y6 T lym-
focyth u pacientd s malignim melano-

mem a karcinomem prsu a c) detailniho
imunofenotypu.

Patofyziologicka uloha
y8 T lymfocyti
Vzhledem k tomu, Ze aktivace y6 bunék
nevyzaduje zpracovani a prezentovani
antigenu antigen-prezentujici bunkou,
mohou byt y6 buriky velmi rychle aktivo-
vany a slouzit tak jako soucast ¢asné faze
imunitni odpovédi. Stejné jako NK buriky,
i vy T lymfocyty reaguji na stimulaci li-
gandy indukovanymi infekci nebo stre-
sem, kterymi jsou u lidi napt. MICA/B
nebo ULBP [7]. Tyto ligandy jsou obycejné
exprimovény slabé ¢i vibec a k jejich
upregulaci dochdzi pouze za pfitomnosti
stresu (poskozeni DNA, teplotni stres)
nebo infekce. K aktivaci yd bunék pak do-
chazi prostfednictvim jejich receptoru
NKG2D [8,9], v nékterych pfipadech pfimo
prostrednictvim y& TCR receptoru [10].
Lidské y& T bunky navic exprimuji recep-
tory rozpoznévajici molekularni vzorce
(pattern recognizing receptors — PRR)
jako napt. toll-like receptory (TLR), které
moduluji jejich aktivaci [11]. Historicky je
zndma predevsim schopnost mykobakte-
rii reaktivovat y& T lymfocyty [12].

Studie ukazaly, ze Vy9V82 buriky lidské
periferni krve dokazou po aktivaci fos-

foantigenem vyvolat imunitni odpovéd

typu Th1 [13], kterd je charakterizovana
produkci cytokinG TNF-a a IFN-y a cy-
totoxickou aktivitou [14]. Tato diferen-
ciace Vy9Vb2 bunék cestou Th1 pravdé-
podobné probiha béhem jejich periferni
expanze po vystaveni environmental-
nim mikrobidlnim antigendm. Novo-
rozenecké yd bunky produkuji IFN-y,
schopnost produkovat TNF-a ziskavaji
po jednom meésici od vystaveni antige-
nam prostiedi po porodu [15]. V in vitro
podminkach je ale v zavislosti na pfitom-
nych cytokinech a stimulech TCR recep-
toru mozno diferencovat y& buriky do
fenotypl pfipominajicich Th2, Th17, foli-
kularni pomocné T bunky (Tfh) nebo re-
gula¢niT bunky (Treg) [16,171.

y6 T lymfocyty a onkologicka
onemocnéni

Mechanizmus rozpoznani

nadorové bunky

Aktivace a ziskani efektorovych funkci je
u y6 bunék, stejné jako u ostatnich po-

pulaci T lymfocytll, podminéno stimu-
laci TCR receptoru. Ten u y& T lymfocytl
specificky rozeznava molekuly, jejichz
exprese je zvysena ve stresovych pod-
minkach. V pfipadé normdlni bunky je
koncentrace izoprenoidnich metabolit(
(jako napf. izopentyl pyrofosfat — IPP)
pfili§ mald na to, aby byla rozpoznéna
Vy9V&2 bunkami jakozto varovny signal.
Deregulace izoprenoidniho metaboli-
zmu ma u nékterych nadord za nasle-
dek nadprodukci IPP, které je pak dete-
kovano Vy9Vé2 burikami jako nadorovy
antigen [18]. K akumulaci IPP dochazi
napf. pfi zablokovani metabolizmu ky-
seliny mevalonové pomoci aminobisfos-
fonatd. Stimulace NKR exprimovaného
yd bunkami a ¢aste¢né také receptoru
NKG2D muze rovnéz efektivné spus-
tit protinadorové funkce téchto bunék.
NKG2D je exprimovan Vy9V82 bunkami
a vaze se na nekonvenéni MHC molekuly
typu MIC nebo ULBP, které jsou exprimo-
vany naddorovymi burikami [8,9].

Vliv na aktivitu jinych
imunokompetentnich bunék

Kromé piimého cytotoxického efektu
se yb bunky podili na protinadorové
imunitni odpovédi také nepfimo pro-
stfednictvim aktivace jinych bunécnych
typQ, jako napft. dendritickych bunék,
NK bunék a efektorovych T lymfocytd
(obr. 1). Pfi kontaktu s nadorovou bun-
kou nebo po stimulaci TCR, NKG2D ¢i
za plsobeni cytokinl jako IL-12 nebo
IL-18 produkuji lidské y& T lymfocyty
IFN-y a TNF-a [8,19]. Tyto dva cytokiny
mohou potlacovat rlist nadoru nékolika
moznymi zpUsoby, predevsim vsak ini-
ciaci protinddorové aktivity CD8 bunék
(obr. 1A) a inhibici angiogeneze [20].

Pro-nadorova aktivita yd T lymfocytu
Imunosupresivni schopnosti lidskych
VyoVé2 bunék mohou také hrat du-
leZitou roli. Tyto bunky dokazi po ak-
tivaci produkovat cytokiny jako IL-4,
IL-10 nebo TGF-B, potlac¢ovat proliferaci
T lymfocyttd a tim vytvofit regula¢ni me-
chanizmus, ktery mlze vyrazné potlacit
protinadorovou imunitni odpovéd [21].
Ve rozhodné zavisi na kontextu, jelikoz
Vy9V&2 bunky mohou vykazovat funkce
Th1, Th2, Th17 i Th1/reg-like funkce
a syntetizovat jak IFN-y, IL-4 a IL-17, tak
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IL-10 nebo TGF-p. Posledni dva jmeno-
vané cytokiny maji imunosupresivni
funkce a mohou byt tim padem zapo-
jeny do pro-nadorovych aktivit y6 T lym-
focytll. TGF-@ hraje klicovou roli v rozvoji
nadoru diky schopnosti posilit invazivitu
nadorovych bunék a tvorbu metastaz
prostfednictvim modulace imunitniho
prostfedi v oblasti nddoru. Nejvyznam-
né&jsi mechanizmy podpory progrese
nadoru spojené s TGF- jsou epite-
lidlné-mezenchymalni tranzice, Unik
imunitnimu systému a podpora proli-
ferace nadorovych bunék [22]. Exprese
IL-10 a TGF-B je u rliznych typG nadort
¢asto zvysend. IL-10 pfimo ovliviuje
funkce antigen prezentujicich bunék
prostiednictvim potlac¢eni exprese MHC
a kostimula¢nich molekul, coz ma za né-
sledek potlaceni imunitni odpovédi, pfi-
padné nastoleni tolerance. IL-10 navic
potlacuje produkci Th1 cytokind a pod-
poruje T-regulaé¢ni mechanizmy.

vS T lymfocyty v protinadorové
imunoterapii
y& bunky vykazuji lytickou aktivitu ne-
zavislou na MHC vici nddorovym bun-
kam in vitro [23] a byla prokazana jejich
schopnost infiltrovat rlizné typy nado-
rovych tkani v¢etné karcinomu plic [24],
karcinomu ledvin [25] a maligniho me-
lanomu [26]. Z tohoto dlvodu se lidské
Vy9Vve2 T lymfocyty jevi jako atraktivni
cil pro protinddorové terapie. Existuji dva
zdkladni pfistupy vyuziti yo T lymfocytd
v protinadorové terapii: 1. imunomodu-
lace vedouci k in vivo stimulaci y& bunék
a jejich protinddorové aktivité, 2. in vitro
expanze a pfimé podani y6 T lymfocytl
onkologickym pacientlim.

y6 lymfocyty jsou expandovatelné pa-
sobenim IL-2, a aminobisfosfonatl nebo
fosfoantigen( in vitro [24,27], kde byla
také prokazana jejich cytolyticka aktivita
vUci nddorovym burikam [27]. Adoptivni
transfer expandovanych y6 T lymfocytd
byl proveden u pacientd s metastatic-
kym rendlnim karcinomem, mnohocet-
nym myelomem a nemalobunéénym
karcinomem plic [2,28-32]. Podéni
vy T lymfocytd bylo dobfe tolerovano
a u nékterych pacientl bylo dosazeno
objektivni odpovédi.

K in vivo expanzi y& lymfocytl mlze
byt vyuzit podobny pfistup jako pfi

prezentace

MHC I, MHCI
CD40, CD83

l

CD137-CD137L

protinadorova
— / imunitni
odpovéd

protinadorova
imunitni
odpovéd’

——— /4 cytotoxicka
aktivita

)

Obr. 1. Mechanizmy protinadorové imunitni odpovédi prostiednictvim yd T lymfocyta.

A. Aktivace y& bunék vede k produkci TNF-a a IFN-y a expresi CD40L. To napomaha matu-
raci dendritickych bunék a diferenciaci T lymfocytd do bunék Th1. yd Th17 bunky produ-
kuji IL-17 podporujici vyvoj efektorovych Th17 bunék. Buriky Th1 a Th17 vykazuji protina-

dorové funkce.

B. Aktivované y6 bunky dokdzi prostiednictvi trogocytdzy ziskat a exprimovat molekulu
CD1d a podporovat aktivaci iNKT bunék. Stejné tak vykazuji funkce antigen prezentujicich
bunék (MHC I a I, CD40, CD83, CD86) a aktivuji naivni i efektorové T lymfocyty s protina-

dorovou cytotoxickou aktivitou.

C. Aktivované y6 buriky mohou poskytnout kostimulacni signal NK burikdm prostiednic-

tvim exprese molekuly CD137.
Adaptovano dle [19].

in vitro expanzi, tj. aplikace bisfosfo-
natd a IL-2 [33,34]. Pti lé¢bé hormo-
nalné refrakterniho karcinomu prostaty
bylo dosazeno lepsi 1é¢ebné odpovédi
ve skupiné léCenych IL-2 a zoledrona-
tem oproti skupiné se zoledronatem sa-
motnym [35]. Stimulace protinddoro-
vého efektu y6 T lymfocytd muze byt
také jednim z efektl imunoterapie pro-
stfednictvim vakcinace mykobakterial-
nim preparatem [36,37], cozZ je v sou-
Casné dobé také predmétem klinickych
zkousek [38].

Material a metody

Biologicky material

Pri této studii byly pratokovou cytomet-
rii vySetfovany vzorky krve odebrané do
K3EDTA. Vzorky byly analyzovany v den
odbéru nebo uchovany v lednici po
dobu max. 48 hod. Celkem bylo analyzo-
vano 50 vzork(l pacientd s malignim me-
lanomem, 50 vzork( pacientek s karci-
nomem prsu a 50 kontrol, pro které byly
pouzity vzorky z preventivnich vysetfeni.
Vzorky pacientl byly vybrany na zékladé
diagnézy C43, resp. C50 v elektronické
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Obr. 2. Kvantifikace y8 T lymfocytt (GD) ve vzorcich periferni krve muza a Zzen v referen¢ni populaci.
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Obr. 3. Kvantifikace cirkulujicich y6 lymfocytid u pacientti s malignim melanomem (M) a karcinomem prsu (P) ve srovnani s kontrolni

populaci (Z).

zdravotnické dokumentaci pacienta (NIS
Grey Fox) a vzorky pacientd s nddorovou
multiplicitou nebyly z analyzy vylouceny.
Vék kontrolnich jedinct bez onkologické
diagndzy se pohyboval od 24 do 78 let
s medianem 56 let. U pacientll s melano-
mem byl vékovy rozptyl od 37 do 83 let
s medidnem 67,5 let, u karcinomu prsu
pak od 36 do 91 let s medidnem 61 let.

Prutokova cytometrie

Flowcytometricka analyza yé T lymfo-
cytl byla provedena za pouziti znacenf
protilatkami anti-CD3 PC5, anti-CD4
PC7 a anti-y8TCRFITC a pro detailniimuno-
fenotyp anti-CD45R0 ECD, anti-CD27 PE,
anti-HLA-Dr PC5, anti-CD69 PC5, anti-
-CD25 PC5, anti-CD278 APC, anti-CD152
PE, anti-CD28 APC-Alexa fluor 750,

anti-CD279 PC7, anti-CD274 APC a anti-
-CD197 PE (vSe Beckman Coulter). Nej-
dfive probéhla inkubace 50 pl krve se
smési protilatek po dobu 15 min ve tmé
a pfi pokojové teploté, poté bylo pfi-
dédno 600 ul lyza¢niho roztoku Versa-
Lyse (Beckman Coulter) a ponechano
dalSich 15 min ve stejnych podminkach.
Takto pripravené vzorky byly analyzo-
vany flowcytometricky na pfistroji Navios
(Beckman Coulter). Absolutni pocet
y& T lymfocytl byl stanoven vypoctem
z celkového poctu lymfocytq, ktery byl
stanoven na hematologickém analyza-
toru Sysmex XT-5000.

Statisticka analyza
Statistické zhodnoceni bylo provedeno
v programu R (verze 3.0.2). Pro porov-

nani hladiny y& T lymfocytd ve dvou sku-
pinach byl pouzit neparametricky Man-
nGv-Whitneyho test. Vztah mezi vékem
a hladiny y6 T lymfocytd byl stanoven
pomoci Spearmanova koeficientu kore-
lace a jeho vyznamnost byla testovana
pfislusnym testem. V3echny statistické
testy byly oboustranné a byly provedeny
na 5% hladiné vyznamnosti.

Vysledky

Hladiny yé T lymfocytt

v periferni krvi jedinca

bez onkologické diagnozy

U kontrolni populace nebyla u kvan-
titativnich parametr y& T lymfocytd
pozorovana statisticky vyznamnd za-
vislost na pohlavi ¢i véku (obr. 2).
Medidn procentudlniho zastoupeni y§
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ze vsech lymfocytt byl 2,85 % (interkvar-
tilové rozpéti - IQR 1,7-4 %), z toho
u zen 3,2 % (IQR 1,7-3,9 %) a u muzu
2,7 % (IQR 1,7-4,5 %) (obr. 2A). Median
absolutnich poctl yo6 bunék v litru krve
byl 5,05 x 107 (IQR 2,9-7,84 x 107), z toho
u Zzen 5,92 x 107 (IQR 3,8-8,02 x 107)
aumuzi 4,37 x 107 (IQR 2,41-6,84 x 107)
(obr. 2B). Co se tyce procentudlniho za-
stoupeni y6 bunék mezi T lymfocyty,
median byl 3,9 % (IQR 2,3-5,6 %), z toho
uzen 4,2 % (IQR 2,3-5,3 %), u muzl pak
3,6 % (IQR 2,3-6,1 %) (obr. 2C).

Hladiny yé T lymfocytt v periferni
krvi nemocnych s malignim
melanomem a karcinomem prsu
Procentudlni zastoupeni cirkulujicich
vy& T lymfocytd jak mezi T lymfocyty,
tak mezi celkovymi lymfocyty se nelisi
u pacientd s malignim melanomem a kar-
cinomem prsu oproti zdravym kontrolam
(obr. 3A, Q). Absolutni pocet y6 T lymfo-
cytl byl v periferni krvi pacientl s ma-
lignim melanomem niz8i nez u zdravych
kontrol (obr. 3B). Mediany analyzova-
nych hodnot byly nasledujici: procen-
tualni zastoupeni yo bunék ze vsech lym-
focytd u melanomu 2 % (IQR 1,4-3,6 %),
u karcinomu prsu 2,1 % (IQR 1,1-3,4 %)
a u kontrol 2,9 % (viz vyse). Absolutni
pocet y6 bunék v litru krve u melanomu
2,9 x 107 (IQR 1,69-5,56 x 107), u karci-
nomu prsu 3,6 x 107 (IQR 2,59-6,13 x 107)
a u kontrol 5 x 107 (viz vyse). Procentualni
zastoupeni y& bunék mezi CD3 lymfo-
cyty u melanomu 3 % (IQR 2,5-5,6 %),
u karcinomu prsu 2,7 % (IQR 1,5-5,5 %)
a u kontrol 3,9 % (viz vy3e).

V rdmci pilotni analyzy byl proveden
souhrn klinickych dat pacient s malig-
nim melanomem i karcinomem prsu, je-
jichz hodnoty y& T lymfocytd byly vy-
razné vys$si nez ostatni vysledky ze
skupiny. Klinické Udaje jsou aktudlni
k 4/2015. Ctyti pacienti s malignim me-
lanomem s nejvy3si hodnotou procen-
tudlniho zastoupeni yo T lymfocytl jsou:

Pripad A. Pacient, ro¢nik 1955, s on-
kologickou triplicitou — adenokarcino-
mem rekta, adenokarcinomem prostaty
a malignim melanomem v bederni kra-
jiné. Diagnéza melanomu v 8/2013.
Lozisko kompletné excidovano, his-
tologicka klasifikace pT4b pNX, v kom-
pletni remisi. Adenokarcinom rekta dia-

gnostikovan v 4/2013, T4b Nx Mx (LAP
v dx tfisle), inoperabilni, paliativni sig-
moideostomie, 1. linie chemoterapie
FOLFOX a konkomitantné radiotera-
pie na oblast panve, celkem absolvoval
nezadoucich ucink( (NU), radioterapie
ukoncena predcasné pro rozvoj kozni to-
xicity. V 3/2014 onemocnéni operabilni
a v 4/2014 byla provedena exenterace
panve s ureteroileostomii. Vedlejsim na-
lezem adenokarcinom prostaty, Gleason
skére 3 + 4, pT2¢, LO V0. Pacient dale sle-
dovan a lé¢en pro komplikace spojené
s ureteroileostomii. Onkologické one-
mocnéni se nyni jevi bez znamek dise-
minace a bez lokalni recidivy.

Pripad B. Pacient, ro¢nik 1968, s pri-
marné metastatickym (lymfatické uz-
liny v proximalni ¢asti stehna) malignim
melanomem dg. 2/2011. Po rozsifené
disekci uzlin ilioinguindlni krajiny adju-
vantni imunoterapie IFN-a, ukoncena
pro toxicitu v 6/2011.V 1/2012 lokore-
giondlni recidiva a v 6/2012 vicecetné
podkozni metastazy bez vzdalené dise-
minace, v 8/2012 provedena izolovana
hypertermickd chemoperfuze levé dolni
koncetiny, v 10/2012 generalizace mela-
nomu — podkozni metastézy levé dolni
koncetiny, metastazy lymfatickych uzlin
Vv panvi a retroperitoneu, susp. jaterni
metastazy. V 11/2012 zahdjena |é¢ba
vemurafenibem v rémci klinické stu-
die s efektem regrese koznich metastaz.
Efekt 1é¢by trvd a terapie vemurafeni-
bem pokracuje.

Pripad C. Pacient, ro¢nik 1940, s on-
kologickou duplicitou - malignim me-
lanomem a adenokarcinomem zaludku.
Melanom diagnostikovan v 1986. Resen
Sirokou excizi s disekci levé axily. Po chi-
rurgickém zakroku v kompletni remisi.
Adenokarcinom zaludku dg. v 2009.
Vzhledem k lokdInimu rozsahu onemoc-
néni nasledovalo radikalni odstranéni
tumoru s gastrektomii a omentektomii.
Po resekci tumoru byl pacient sledovan
bez adjuvantni terapie. Relaps onemoc-
néni nastal v 7/2014. Na CT objevena so-
litdrni metastaza v jatrech.V 9/2014 byla
odoperovdna metastaticka cast jater
a horni okraj pankreatu. Pro histolo-
gicky pozitivni resekéni okraje nasledo-
vala konkomitantné pooperacni radio-
terapie a chemoterapie v rezimu FU/FA

de Gramont. Radioterapie ukoncena
planované v lednu 2015. Naddle se po-
kracuje chemoterapii. Aktualné podana
7. série.

Pfipad D. Pacient, ro¢nik 1935, s dise-
minaci maligniho melanomu. Primarni
loZzisko melanomu diagnostikovdno
a excidovano v 9/2011. Mikroskopicky
nalez ukazal na neuplnosti excize, proto
reexcidovano v fijnu 2011. Pacient déle
sledovan. V 11/2014 se objevily me-
tastazy v kalvé a v plicich, BRAF nega-
tivni. V 2/2015 zahdjena 1. linie chemo-
terapie DTIC, nyni 3. série.

Pacientky s karcinomem prsu s nejvys-
$im absolutnim i procentudlnim zastou-
penim y&T lymfocytl jsou:

Pripad A. Pacientka, ro¢nik 1969,
s diagnézou karcinom prsu vpravo,
dg. 7/2012, HER2 1+, stav po parcidlni
mastektomii a adjuvantni radioterapii
(ukonc&ena 6/2013) a hormondlni adju-
vantni terapii tamoxifenem. Nyni po-
radiacni fibréza v pravém prsu, bez
nalezu metastaz a bez zndmek reci-
divy. Nadédle hormonoterapie tamoxi-
fenem a 6/2014 a 12/2014 podény dvé
davky imunoterapie s nelipepimut-S
(NeuVax™) v rdmci studie PRESENT.

Pripad B. Pacientka, ro¢nik 1957, s dia-
gnoézou karcinom prsu vpravo z 9/2007.
Histologicky se jednd o invazivni duk-
talni karcinom, ER 80 %, PR 20 %, HER 3+,
HER 2+ (FISH), T4b N2 MO, klinické sta-
dium llIB. Indikovédna chemoterapie a ci-
lena léc¢ba: 4krat AC, nasledneé 4krat taxo-
tere 3w a trastuzumab (1/2008-6/2009)
s efektem docasné regrese nadoru.
Dale udrzovaci terapie letrozolem. Pro-
grese onemocnéni 9/2014, paliativni
chemoterapie docetaxel a trastuzu-
mab s progresi onemocnéni v 12/2014,
dale pokrac¢ovano eribulinem. Nyni me-
tastazy v nadkli¢ku, podklicku, na hrud-
niku vlevo a lehce i vpravo, v levé axile
a v levém prsu - dalsi progrese ve srov-
nani s 12/2014, progredujici fluidoto-
rax vlevo. Zahajena lécba s trastuzumab
emtansin.

Pripad C. Pacientka, ro¢nik 1924, s dia-
gnoézou karcinom prsu vlevo 1/2015.
Resekce v 2/2015, histologicky invazivni
karcinom malo diferencovany (G3). Bez
nalezu metastaz, bez nédlezu postizeni
uzlin (cT2 NO M0). Od 3/2015 adjuvantni
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Obr. 4. Imunofenotyp cirkulujich y6 T lymfocytt u zdravych kontrol (Z1-Z3) a pacientek s karcinomem prsu (P1-P3).
Vnitini panel: diferenciace pamétovych subpopulaci probiha od fenotypu CD45RO-CD27+ (modry) dale po sméru hodinovych rucicek.
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hormonalni terapie anastrozol s dobrou
toleranci.

Imunofenotyp y8 T lymfocyti

V rdmci imunofenotypizace y6 bunék
byly analyzovany tfi kontrolni vzorky u tfi
pacientek s karcinomem prsu. Byl sledo-
van vyskyt znakd CD45RO a CD27 (je-
jich kombinace definuje rozdéleni T lym-
focytd na naivni, pamétové, efektorové
a pozdni pamétové), HLA-Dr (MHCII),
CD69 (transmembranovy lektinovy pro-
tein vyskytujici se na aktivovanych T lym-
focytech a NK burikach), CD25 (a-fetézec
receptoru pro IL-2, vyskytuje se na akti-
vovanych a regula¢nich T lymfocytech),
CD278 (kostimula¢ni molekula z rodiny
CD28 - ICOS, vyskytujici se na aktivo-
vanych T lymfocytech), CD152 (CTLA-4,
receptor na povrchu T lymfocytd, ktery
je afinitni k molekuldm B7 a hraje vy-
znamnou roli v potlaceni aktivace imu-
nitniho systému), CD28 (kostimulaéni re-
ceptor, ktery se spolecné s TCR podili na
aktivaci T lymfocytd), CD279 (program-
med cell death protein - 1PD-1, recep-
tor dullezity pro regulaci imunitniho
systému, zaroven indukuje apoptézu
antigen-specifickych T lymfocytl a in-
hibuje apoptézu regula¢nich T lymfo-
cyt(), CD274 (PD-L1 - jeden ze dvou li-
gand( pro PD-1) a CD197 (chemokinovy
receptor 7 - CCR-7, podili se na kontrole
migrace pamétovych T lymfocytl a sti-
mulaci maturace dendritickych bunék).
Vysledky jsou uvedeny v obr. 4.

Diskuze

Medidn procentudlniho zastoupeni
y& bunék mezi vsemi cirkulujicimi T lym-
focyty byl u referen¢ni populace 3,87 %,
coz je mirné nizsi hodnota nez v ji-
nych studiich, kde se pohybuje okolo
5 % [39,40]. U pacientld s melanomem
byl jiz dfive pozorovan pokles cirkulu-
jicich y6 bunék [41], coZ souhlasi i s na-
simi vysledky. V dfivéjsi studii viak autofi
poukazuji na jev opacny — zvyseni poctu
cirkulujicich cytotoxickych y& bunék
u pacientli s melanomem [42]. V této
oblasti je tfeba provést dikladnou ana-
lyzu s vétsim dUrazem na stadium one-
mocnéni a typ probihajici 1écby. Celkové
jsme nicméné nepozorovali u onkolo-
gickych pacientl elevaci y6 bunék, ktera
by mohla byt prostym odrazem aktivace

imunitniho systému pfi onkologickém
onemocnéni ve smyslu reaktantu akutni
faze. Otazkou je pochopitelné vliv pro-
tinddorové terapie na potlaceni tvorby
a vyvoje y6 T lymfocytl. Zvysené pocty
y6 bunék u nékterych pacientt jak s ma-
lignim melanomem, tak s karcinomem
prsu pozorované v této praci jsou nyni
v roviné kazuistik a nelze je jednoznacné
interpretovat. Zajimavosti nicméné je
elevace y6 bunék u pacientky na imu-
noterapii nonapeptidem nelipepimut-S
a u pacienta s primarné metastatic-
kym malignim melanomem s dlouho-
dobym efektem |é¢by vemurafenibem,
v soucasné dobé vice nez ¢tyfi roky od
diagnozy.

Ve studii s expandovanymi y& T lym-
focyty, kde autofi definovali pamétovy
imunofenotyp absenci znaku CD45RA,
byl dominantni imunofenotyp naivni
CD27+CD45RA+ nebo CD27+CD45RA-
pamétovy, zatimco expandované burky
mély IF CD27-CD45RA- efektorovy pa-
métovy imunofenotyp [2]. Nase explo-
ratorni analyza definujici pamétovy
imunofenotyp jako CD45RO+ ukazala,
ze imunofenotyp v ramci kontrolni
skupiny zdravych jedincd je varia-
bilni. Zatimco u kontroly Z1 pfevazo-
valy pozdni pamétové CD27-CD45RO-
bunky, u kontroly Z2 prevazovaly
efektorové CD27-CD45RO+ bunky
a u kontroly Z3 dominoval pamé-
tovy CD27+CD45RO+ a efektorovy
CD27-CD45RO+ imunofenotyp po-
dobné jako ve studii [2]. U pacientek
s karcinomem prsu, které mély nizké
zastoupeni y& T lymfocytd, domino-
val pamétovy CD27+CD45RO+ imu-
nofenotyp u pacientky P3 s vy$sim po-
¢tem yS T lymfocytl v periferni krvi, byla
vétsina y6 T lymfocytd pozdni pamé-
tovd CD27-CD45RO- nebo efektorova
CD27-CD45R0O+. Exprese CD69 zcela
chybéla u naivnich bunék a byla rovno-
mérné rozlozena mezi pamétové, efek-
torové a pozdni pamétové subpopulace.
Vzhledem k expresi HLA-Dr je ziejmé, ze
y& T lymfocyty maji schopnost prezento-
vat antigen. V nasi studii exprese HLA-Dr
korelovala se zastoupenim efektorovych
bunék CD27-CD45R0O+ podobné jako
v praci [43], kde efektorové y6 T lymfo-
cyty sekretovaly nejen IFN-y, ale také
IL-17. U pacienta P1 jsme pozorovali

zvy$enou expresi znakd 1COS, CTLA-4,
CD28, PD-L1 a CCR-7. Exprese PD-1 byla
naopak mensi nez u pacient(i P2 a P3. Jiz
dfive bylo zjisténo, Ze s aktivaci y6 bunék
prichdzi zvysSeni exprese CTLA-4,
CD28, PD-1 a PD-L1. Pficemz exprese
PD-L1 byla po aktivaci vy3si nez exprese
PD-1, pfestoze pred aktivaci byla nizsi
nez PD-1 [44]. V kontextu tohoto nalezu
bychom mohli usuzovat, Ze u pacienta P1
probéhla stimulace y& T lymfocytd. Pri-
¢emz o aktivaci yd T lymfocytl u P1 vy-
povida také zvySend exprese znaku
ICOS, CCR-7, HLA-Dr a CD69 v porov-
nani s ostatnimi testovanymi vzorky.
Ve vzorku P1 jsme téz zachytili malou
subpopulaci y6 bunék, které exprimuji
zaroven markery CTLA-4, PD-L1 a CD25,
a tedy se imunofenotypem blizi y6 reqgu-
la¢nim T lymfocytlm [45].

Z preklinického i klinického vyzkumu
vyplyva, ze yd buriky v zavislosti na pfes-
ném fenotypu hraji urcitou roli jak pfi in-
dukci imunitni odpovédi, tak i potlaceni
jeho funkce. V zavislosti na kontextu tak
mohou v pfipadé onkologickych one-
mocnéni nejen inhibovat, ale do jisté miry
i podporovat progresi patofyziologic-
kych jevd. Nase studie ukazuje, Ze i kdyz
y6 bunky tvofi jen minoritni ¢ast viech
CD3+ T lymfocyt(, existuje jesté mnoho
podskupin, na které je mozno tuto sub-
populaci rozdélit a které se vyznamné lisi
ve svych funkcich. Pro detailni charakteris-
tiku a analyzu efektorovych a regulacnich
funkci y& T lymfocytl je potieba provést
dalsi experimenty, korelovat ndlez v peri-
ferni krvi s ndlezem v nddorové tkani a kli-
nickymi udaji, jako je typ subtyp malig-
niho onemocnéni, druh 1é¢by, efekt [écby.
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Cirkulujici nadorova DNA v krvi a jeji vyuziti
jako potencialniho biomarkeru nadorovych

onemochneni

Circulating Tumor DNA in Blood and Its Utilization

as a Potential Biomarker for Cancer

Ondrouskova E., Hrstka R.

Regionalni centrum aplikované molekuldrni onkologie, Masaryk(v onkologicky Ustayv, Brno

Souhrn

Nalezeni dostatecné citlivé metody pro detekci a monitorovéni onkologickych onemocnéni,
ktera by zaroven nepredstavovala zbytecnou zatéz pro pacienta, je dlouholetou vyzvou v na-
dorové diagnostice. IdedInim cilem jsou neinvazivni biomarkery — biologické molekuly, které
by bylo mozné detekovat z krve, a které by podaly co nejpiesnéjsi obraz o stavu a vyvoji one-
mocnéni. V podstaté viechny typy nddorovych bunék obsahuji somatické mutace, které jim
umoznuji neregulované rlst a vyvijet se. Tyto mutace jsou pfitomny pouze v DNA nadorovych
bunék a predstavuji tedy vhodny biomarker. Genotypizace nadorovych tkani se stava v klinické
onkologii béZznym postupem, ma vsak své limity. Biopsie tkané podava informaci jen o velmi
malé lokalité nddoru v konkrétnim ¢ase odbéru a v nékterych pfipadech je obtizné nebo témér
nemozné vzorek vibec odebrat. Navic, jako kazdd invazivni metoda, predstavuje zatéz pro
pacienty. Reenim by se mohla stat analyza cirkulujici nadorové DNA odebrané pfimo z krve —
tzv. tekuté biopsie. Umirajici nadorové bunky uvolnuji fragmenty své DNA do krevniho obéhu,
odkud mohou byt izolovény, a diky novym citlivym a pfesnym metoddm podrobeny analyze
genomovych zmén. Tyto zmény se navic v ¢ase vyvijeji, protoze nadorové onemocnéni je cha-
rakterizovano postupnou evoluci a schopnosti selektovat nové mutace prinasejici rlistové vy-
hody ¢i rezistenci k aplikované 1é¢bé. Nezachyceni téchto zmén je pfitom castou pfic¢inou neu-
spéchu lécby. Soucasné technologické pokroky v detekci a charakterizaci cirkulujici nddorové
DNA by mohly umoznit monitorovani vyvoje nadoru v realném case a stat se voditkem pro
véasné a presné rozhodnuti o nejvhodnéjsi écbé.

Klicova slova
cirkulujici nddorova DNA - nddorové biomarkery — biopsie - tekuta biopsie - krev - mutace
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Summary

Pursuing sensitive methods for detection and monitoring of oncologic diseases, that would limit the stress for patients, represents a long-stand-
ing challenge in cancer diagnostics. As an ideal non-invasive biomarkers may be considered- biological molecules that can be detected in blood
and that provide most relevant picture about the state and development of disease. In fact, all types of cancer cells carry somatic mutations that
enable the cells to escape from regulation and to grow and progress. These mutations are only present in the DNA of tumor cells and thus are
hallmarks of cancer cells. Genotyping of tumor tissues becomes a common technique in clinical oncology, but it has its limits. Tissue biopsy only
yields information about a very small area of tumor at the time of extraction and in some cases it is difficult orimpossible to obtain the tissue sam-
ple. Furthermore, it is an invasive method that can stress patients. Analysis of circulating tumor DNA from blood - the so-called liquid biopsy —
represents one possible solution. Dying tumor cells release fragments of their DNA into the blood stream. From blood, they can be isolated and
subjected to analysis using new, sensitive and precise methods that detect genomic changes. These changes are evolving over time because
cancer disease is characterized by evolution and ability to select new mutations that bring growth advantages or resistance to treatment. Our
inability to capture the heterogeneity during tumor development is one of the major reasons responsible for failure of cancer treatment. Recent
technological progress in detection and characterization of circulating DNA could enable tumor evolution monitoring in real time and become
a guideline for an accurate and prompt treatment choice.

Key words
circulating tumor DNA - tumor biomarkers - biopsy - liquid biopsy - blood - mutation

Uvod

Biomarkery vyuzivané v soucasné dobé
pfi diagnostice a monitorovani odpo-
védi na lécbu jsou vétsinou proteiny, je-
jichz hladina v krvi mUze byt snadno de-
tekovana a zména exprese je spojena
s ur¢itym typem nadorového onemoc-
néni. V posledni dobé se vsak diky roz-
voji citlivéjSich technologii detekce stava
také DNA cirkulujici v krevnim obéhu al-
ternativnim zdrojem informaci o nado-
rovém onemocnéni.

Prvni nalez DNA cirkulujici v lidské
krvi byl popsan jiz v roce 1948 [1] a jeji
zvy$ena hladina v krvi onkologickych
pacientd potom o 29 let pozdéji [2].
V roce 1994 se u pacientd trpicich mye-
lodysplastickym syndromem nebo
akutni myelogenni leukemii poprvé po-
darilo prokazat, ze tato DNA obsahuje
mutace typické pro nadorové buriky,
konkrétné mutovany gen N-ras [3]. DNA
vyskytujici se v krvi je souhrnné ozna-
¢ovana jako cell-free DNA (cfDNA), cir-
kulujici nadorovd DNA potom kon-
krétné ctDNA (circulating tumor DNA).
V krvi zdravych jedincl byla deteko-
vana cfDNA v primérné koncentraci
13 ng/ml, zatimco u pacientl s rdznymi
typy rakoviny dosahovala primérné
koncentrace 180 ng/ml [2]. Fragmenty
DNA detekovatelné v krvi mohou byt
velmi kratké (70-200 bp) nebo dlouhé
az 21 kb, za jejich pavodce byly proto
povazovany apoptotické ¢i nekrotické
buriky [4]. Nékteré studie navic nazna-
Cuji i moznost, ze je cfDNA burikami ak-

tivné sekretovéna [5]. Zbytky mrtvych
bunék a jejich DNA jsou bézné odstra-
novany burikami imunitniho systému,
napf. makrofagy. Presto ale v krvi z0-
stdva v mnoha ptipadech dostatecné
mnozstvi genetického materidlu umoz-
nujiciho analyzu, obzvlasté u pacientd
s rozvinutym nadorovym onemocnénim

v pozdéjsich stadiich (obr. 1). V téchto
pfipadech muze byt nddorova DNA do-
konce pfevazujicim typem DNA deteko-
vatelné v krvi. Mnozstvi detekovatelné
ctDNA se lisi také v zavislosti na typu na-
dorového onemocnéni. Jeji podil mdze
napfi. predstavovat pfiblizné 0,01-5 %
cfDNA u melanomu [6], méné nez 1 %

A TATVACA TAL GTA G

| AAA GAA Ga
AAG TAT-GAl
I pAY-rTTGAT
GALA T 1CA TIT AAT
B CCA L] | TPTATA LY
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cirkulujici
nadorovd DNA

AT i

AAD A N
SAR GAA AR TAT &L K- TAL -GTA GIY
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Obr. 1. Variabilita ctDNA detekovatelné v krvi pacient s pokrocilym nadorovym

onemocnénim.

Pfrevzato a upraveno dle [46].
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u nemetastazujicich kolorektalnich na-
dorl nebo naopak prevazujicim typem
DNA v plazmé u rozvinutych metastazu-
jicich nadort [7]. Pomér cfDNA/ctDNA
se lisi také v prabéhu lécby, jak je de-
tailné ukadzano na prikladu rakoviny Za-
ludku [8]. ctDNA se mUze stat pfesnym
diagnostickym nastrojem, protoze pfi
jeji analyze jsou urceny konkrétni gene-
tické a epigenetické zmény. Tyto zmény
zahrnuji mutace v DNA, ztratu heterozy-
gozity, integraci virovych genomd, hy-
permetylaci tumor-supresorovych gen(
¢i zmény v mitochondridlni DNA [9].
Navic je Zivotnost ctDNA v krevnim
obéhu mnohem kratdi nez u protein(
(fddové jen nékolik hodin), takZe podava
i presnéjsi obraz o momentélnim stavu
a vyvoji onemocnéni [10].

V tomto prehledovém ¢lanku shr-
neme vyhody a nevyhody diagnostiky
zalozené na detekci ctDNA, priklady,
kdy byla Uspésné vyuZita pfi monitoro-
vani nebo diagnostice nadorovych one-
mocnéni a metodiku, ktera je k detekci
ctDNA pouzivéna.

Tkanova vs. tekuta biopsie

Biopsie a histologické vysetfeni tkané
jsou ustfednim postupem pfi dia-
gnostice (nejen) naddorovych onemoc-
néni. Jeji limity ale velmi dobre ukazala
neddvna studie heterogenity nadoro-
vych tkani, konkrétné nadoru ledvin.
Po provedeni sekvenace DNA ziskané
odbérem vzorkd tkané z rznych oblasti
téhoz nadoru védci zjistili, Ze geneticka
diverzita je vétsi, nez se dosud pred-
pokladalo. Pouze tfetina mutaci byla
shodna ve viech odebranych vzorcich,
jinak se od sebe ¢asti nddoru podstatné
liSily a jeSté vétsi odlisnosti pak vykazo-
valy sekundarni nadory v jinych &astech
téla pacienta [11]. Pfi provedeni jediné
biopsie je tedy pravdépodobné, Ze vzo-
rek zdaleka nepostihne vsechny pod-
statné mutace, které mohou ovliviiovat
odpovéd na lé¢bu a prognézu onemoc-
néni. Biopsie jsou vsak invazivni a poten-
cidlné rizikové, mnohdy i obtizné prove-
ditelné v pfipadé nedostupnych nebo
kiehkych tkani, jako jsou napf. plice.
Navic opakované provadéni tkanovych
biopsii je pro pacienty naro¢né, a proto
jsou lékafi ve své diagnostice a plano-
vani lé¢by ¢asto odkazani na informace,

které rychle zastaravaji v kontextu toho,
jak se nador dale vyviji.

Nadéjnou alternativou se tedy stavaji
tzv. tekuté biopsie - odbéry krve, z niz
Ize izolovat ctDNA ¢i sekretované pro-
teiny. V klinické praxi je detekce protei-
novych markerG v krvi béZné pouzivana
pfi diagnostice rakoviny prostaty (pro-
state-specific antigen - PSA), jater (a-fe-
toprotein), stfeva (carcinoembryonic
antigen - CEA), prsu (CA 15.3, cancer an-
tigen) [12] a dalSich. V nékterych pfipa-
dech v3ak diagndza zaloZend na téchto
markerech vede k falesné pozitivnim na-
lezlim, protoze jejich hladina v krvimGze
byt zvysena i z jinych dlvodu [13]. U vét-
siny nadorl navic nejsou znamy zadné
vhodné sekretované proteinové bio-
markery, které by bylo mozno stanovo-
vat pfimo z krevnich odbér(.

U vétsiny pacientl vsak Ize v krvi de-
tekovat ctDNA a pomoci stale pfesnéj-
Sich technik zaméfenych na analyzu
DNA sestavovat dlkladnéjsi obraz mu-
tacnich zmén v nadorovych burkéch,
nez by umoznila tkanova biopsie. Pro-
toze odbér krve Ize provadét v podstaté
kdykoliv, otevird se moznost rychlého
testovani, zda je zvolend |é¢ba vhodna i
zda nedoslo v dusledku terapie k selekci
a dalsimu rustu rezistentni populace na-
dorovych bunék. Nevyhodou prozatim
z(stava to, Ze jde o metodu novou a za-
vadénou, takze dosud publikované stu-
die jsou provedeny na pomérné malém
poctu pacientld a jen u nékterych typu
nador(. Hladina ctDNA v krvi se lisi pfi-
pad od piipadu a mize byt obtizné de-
tekovatelna, obzvldst u malych nador(
v ranych stadiich. Metody pro zpfes-
néni detekce i malého mnozstvi ctDNA
se ale stdle vyvijeji a jsou ¢im dal citli-
véjsi, takZe Ize ocekavat, Ze se tento dia-
gnosticky postup ¢asem stane béznym
a pro pacienty pfinosnym.

Vyuziti ctDNA pfri diagnostice

a monitorovani nadorovych
onemocnéni

DNA obsahujici somatické mutace je
vysoce specificka po nadorové buriky,
a muze se tedy stat optimalnim mar-
kerem. V solidnich nadorech, jako jsou
napt. kolorektalni ¢i prsni tumory, bylo
zjisténo az 80 mutovanych gend, které
jsou detekovatelné prakticky v kazdé

nadorové burce, ale nejsou pfitomny
v DNA zdravych bunék [14].

Velmi obsahly vzorek pacientl byl
analyzovan skupinou dr. Diaze [7]. Tech-
nologii zaloZzenou na digitalni PCR (po-
lymerace chain reaction) zhodnotili vy-
uzitelnost ctDNA k detekci nadoru
u 640 pacientl s riznymi typy rakoviny.
Detekovatelnou hladinu ctDNA zachy-
tili u > 75 % pacientd s rozvinutou rako-
vinou hlavy a krku, mo¢ového méchyre,
slinivky, vaje¢niku, prsu, melanomu, he-
patocelularnich bunék, ale u < 50 %
pacientl s nadorem v mozku, ledvinach,
prostaté nebo thyroidnich burkach.
To ukazuje, Ze mnozstvi ctDNA neni z&-
vislé jen na stupni rozvinutosti nddoro-
vého onemocnéni, ale i na tom, v jaké
tkéni se vyskytuje. Po srovnani hladiny
ctDNA a cirkulujicich nddorovych bunék
v této studii se také mj. ukdzalo, Ze tyto
dva ukazatele jsou vzdjemné nezdvislé
a Ze cirkulujici nddorové bunky nejsou
hlavnim zdrojem ctDNA [7].

Modifikace metody zvané BEAMing
(beads,emulsion,amplificationand mag-
netics) zvysila citlivost detekce ctDNA
a umoznila studii na 18 pacientech s ra-
kovinou stieva. Hladina ctDNA byla sle-
dovana po operaci, kdy poklesla o 99 %,
ale v mnoha pfipadech nezmizela zcela.
V ptipadech, kdy zlstala ctDNA dete-
kovatelnd i po chirurgickém odstranéni
nadoru, doslo az na jednu vyjimku k re-
lapsu onemocnéni. Naopak navrat one-
mocnéni nebyl zaznamenén u zddného
pacienta, u kterého nebyla ctDNA dete-
kovana [15]. Tento vysledek ukazal, ze
ctDNA muze indikovat, zda bude pacient
po chirurgickém odstranéni nadoru po-
tfebovat i ndslednou chemoterapii.

Studie srovndvajici citlivost protei-
novych markert CEA a CA19-9 s meto-
dou zaloZzenou na analyze ctDNA byla
provedena u sedmi pacientl s kolorek-
talnim karcinomem. V DNA izolované
z krve bylo detekovano nékolik nejcas-
téji mutovanych gen( (APC, KRAS, TP53,
PIK3CA a BRAF). Hladina ctDNA byla sle-
dovana po operaci v nékolika ¢aso-
vych intervalech, vzdy uzce korelovala
s aktudlnim klinickym stavem pacienta
a projevila se jako univerzalnéjsi mar-
ker pro monitorovani klinického vy-
voje nemoci nez bézné pouzivané CEA
a CA19-9[16].
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Typ nadorového
onemocnéni

kolorektalni karcinom

karcinom slinivky

karcinom prsu

nemalobunécny
karcinom plic
melanom

karcinom vajec¢niku

karcinom prostaty

Detekovana mutace

KRAS
KRAS
APC, KRAS, TP53, PIK3CA, BRAF
TP53, APC, PIK3CA, KRAS
genomové prestavby
chromozomalni prestavby
KRAS, NRAS, BRAF, EGFR
KRAS, NRAS, BRAF, EGFR
TP53
PIK3CA
TP53, PIK3CA
TP53, PIK3CA, PTEN, AKT1, IDH2, SMAD4
PIK3CA
rlizné
EGFR
BRAF, cKIT, NRAS, TERT
PIK3CA, TP53, genomové prestavby
SNV, zmény poctu kopii, pfestavby

celogenomové SNV, prestavby, kopie

Tab. 1. Pfehled studii nadorovych onemocnéni zalozenych na analyze ctDNA.

Metodika Reference
PCR [38]
PCR [39]
PCR-DCE [16]
BEAMing [15]
PARE [40]
celogenomové sekvenovani [37]
celogenomové, cilené, exomové sekvenovani [71
celogenomové, cilené, exomové sekvenovani [7]
MAP [41]
PCR [22]
Seq [42]
NGS [23]
BEAMing [43]
CAPP-seq [24]
dPCR [44]
Seq [25]
dPCR [33]
lon-AmpliSeq [45]
celogenomové sekvenovani [36]

PCR-DCE - polymerase chain reaction — denaturing capillary electrophoresis, dPCR - digital PCR, Seq - sequencing, BEAMing —
beads, emulsion, amplification and magnetic, MAP — MIDI-activated pyrophosphorolysis, NGS — next-generation sequencing,
CAPP-Seq - capture-based sequencing, PARE - personalised analysis of rearranged ends, SNV - single nucleotide variation

Na signalni drahy KRAS, BRAF, EGFR
a TP53 je zacileno mnoho chemotera-
peutik [17,18]. Pro predikci |é¢ebné od-
povédi je tedy dllezité znat a pribézné
monitorovat pfipadny vznik mutaci
v téchto genech a sledovat tak evoluci
v genomu nadorovych bunék zplsobe-
nou selekénim tlakem chemoterapeu-
tik [19]. U kolorektalnich nadortd s ne-
mutovanym KRAS se ¢asto indikuje 1é¢ba
cilend na EGFR, ale téméf vzdy se béhem
nékolika mésicli objevi rezistence k této
terapii. Analyza ctDNA 24 pacient( uka-
zala, ze béhem 5-6 mésicl od zaha-
jeni 1écby byla u deviti pacientd, jejichz
naddorové onemocnéni bylo plvodné
wild-type KRAS, detekovdana mutace
v tomto genu, a tedy Ze Ize metodu mo-
nitorovani ctDNA vyuzit k predikci od-
povédi na lé¢bu [20]. Podobné, detekce
EGFR mutaci v ctDNA muze byt vyuZita
k pfedpovédi vyvoje onemocnéni a rezi-

stence k chemoterapii u pacientl s rako-
vinou plic. Ve studii provedené Mackem
et al byl analyzovan efekt aktivujicich
mutaci v genu pro EGFR detekovanych
v ctDNA u nemalobunéénych nador(
plic. U vsech pacient( (6 ze 49), u kterych
byl tento typ mutace detekovan, byl po-
zorovan prodlouzeny median OS [21].
Pfi analyze ctDNA u pacientek s rako-
vinou prsu, zaloZzené na detekci PIK3CA
mutace, byla tato ctDNA v krvi nale-
zena pouze u rozvinutéjsich metastatic-
kych stadii onemocnéni, ale v Zddném
z 30 vzork( s diagnostikovanym lokalizo-
vanym nadorem. Tento vysledek nazna-
Cuje, Ze ctDNA-PIK3CA detekce je vyuzi-
Podobné se analyza mutaciv genech TP53,
PIK3CA, PTEN, AKT1,IDH2 a SMAD4 v ctDNA
z plazmy osvédcila jako rovnocennd me-
toda s tkarnovou biopsii ve studii srovnava-
jici vzorky 17 pacientek s metastatickymi

karcinomy prsu [23]. Rovnéz u nemalobu-
néc¢ného karcinomu plic se metodika za-
loZzena na sekvenaci ctDNA osvédcila jako
slibnd neinvazivni metoda. Hladina ctDNA
v plazmé u 13 pacientl korelovala s veli-
kosti nadoru a ukazala se byt citlivéjsi pfi
vyhodnocovaéni brzké odpovédi na lécbu
v porovnani s konvencnim radiografic-
kym pristupem [24]. U pacient(l s meta-
statickym melanomem (studie zahrnu-
jici 12 pacient() byly v ctDNA detekovany
mutace v genech BRAF, cKIT, NRAS a TERT.
Hladina ctDNA korelovala s klinickymi
a radiologickymi vysledky a v jednom pfi-
padé jeji snizeni predchazelo pozdéjsi re-
gresi nadoru [6]. Pfehled studii deteku-
jicich ctDNA u pacientl s rdznymi typy
nador( je shrnut v tab. 1.

Metodika
Pro Sirsi vyuziti a zavedeni testovani
ctDNA do klinické praxe je potfeba na-
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stavit metodiku uchovani a zpracovani
krevnich vzorkd, stejné jako zvolit nej-
vhodnéjsi metodu pro naslednou de-
tekci a analyzu ctDNA. DNA muze byt
izolovana z plazmy nebo séra, pficemz
je potieba pfi zpracovani vzorkd za-
branit popraskani membrany krevnich
bunék a kontaminaci jejich DNA. Plazma
je preferovana pred sérem pravé diky
nizs$i pravdépodobnosti kontaminace
DNA z bilych krvinek, navic koncent-
race cfDNA v cerstvé plazmé, ac¢ nizsi
nez v séru, presnéji odpovida koncen-
traci cfDNA v krevnim obéhu [25,26].
cfDNA z ni m0ze byt izolovdna pomoci
komeréné dostupnych kith. cfDNA po-
chézejici z nadorovych i nenddorovych
bunék muize byt kvantifikovdna pomoci
PCR v redlném case (qPCR) zalozené na
amplifikaci ALU sekvenci nebo jinych
markerQ (B-globin, B-actin) [27]. Protoze
vsak, jak jiz bylo uvedeno dfive, je DNA
pochdzejici z nadorovych bunék vétsi-
nou ve vyrazné mensing, vyzvou se stava
nasledna analyza nddorové-specifickych
mutaci v ctDNA. V tab. 2 jsou uvedeny
pouzivané metody, v¢etné srovnani je-
jich senzitivity a specificity.

Pro detekci mutaci v omezeném poctu
genu se jako nejvhodnéjsi jevi rdizné va-
rianty digitalni PCR - na mikrocipech ¢i
mikrokapkdch [28,29] nejlépe v kombi-
naci s metodou BEAMing, kterd je zalo-
zena na zachyceni DNA na magnetické
kulicky a nasledné analyze pomoci di-
gitalni PCR. ctDNA muze byt s jeji po-
moci detekovéna i v pfipadech, kdy ji
DNA ze zdravych bunék precisluje v po-
méru 10 000 : 1 [30]. Technologie sekve-
novani nové generace (next-generation
sequencing — NGS) jsou aplikovatelné
na analyzu DNA v plazmé a umoznuji
podrobnéjsi detekci mutaci v rozsah-
lejSich oblastech genomu. Jako pfiklad
Ize uvést neddvnou studii provedenou
na 107 vzorcich plazmy odebranych
od pacientd s rakovinou plic. Pfi ana-
lyze DNA z primarniho nadoru bylo de-
tekovano 50 mutaci v rlznych genech,
z nichz 26 se podafilo detekovat také
v krevnich vzorcich, se senzitivitou 58 %
a specificitou 87 % [31]. Pro detailni ana-
lyzu byla NGS technologie vyuzita napf.
pfi dlouhodobém sledovani pacientky
s nddorem prsu, u které bylo analyzo-
vano 300 genl v primarnim nadoru,

-~

a pro detekci mutaci.
Pfevzato a upraveno dle [27].

Tab. 2. Piehled senzitivity a specificity metod pouzivanych pro kvantifikaci ctDNA

Metoda Senzitivita Specificita
kvantitativni analyza gPCR vysokd nizka
kvalitativni analyza Sangerovo sekvenovani velmi nizka vysoka

pyrosekvenovani nizka nizka
NGS nizka vysoka
ARMS nizka vysoka
BAEMing vysoka vysoka
digitalni PCR vysoka vysoka
TAM-sekvenovani vysoka vysokd

qPCR - quantitative polymerase chain reaction, NGS - next-generation sequencing,
ARMS - amplification refractory mutation systém, BEAMing — beads, emulsion, am-
plification and magnetic, TAM-sekvenovéni - tagged-amplicon deep sequencing

v metastazach a v ctDNA. Sekvenovani
ctDNA umoznilo sledovat vyvoj nadoro-
vych bunék pfi vznikajici rezistenci k te-
rapii a bylo vyuzito k identifikaci de novo
mutaci vznikajicich v dlsledku apliko-
vané protinadorové terapie [32].

Na sekvenovani specifickych genomo-
vych oblasti v plazmové DNA byly vyu-
Zity varianty cileného hloubkového sek-
venovani: TAM-seq (tagged-amplicon
deep sequencing) [33], Safe-Seq [34]
nebo CAPP-Seq (capture-based se-
quencing) [24]. Detekovat Ize v ctDNA
také chromozomalni pfestavby, jako jsou
translokace nebo ztrata ¢i ziskani chro-
mozomalnich regiond, coz pfedstavuje
vysoce specifickou a senzitivni metodu
pro detekci nadorové DNA [35].V nékte-
rych ptipadech byla metoda celogeno-
mového sekvenovani aplikovéna pfimo
na analyzu DNA obsaZené v plazmé
a poskytla informace o somatickych mu-
tacich a zméndch v poctu kopii cilovych
genl v ramci celého genomu [36,37].

S dal$im zvySovanim citlivosti metod
zaloZzenych na analyze celého genomu
budou technologie NGS hrat zifejmé kli-
¢ovou roli v analyze ctDNA a jejim vyuzi-
tim v klinické praxi.

Zavér

Analyzy nadorového onemocnéni za-
lozené na tkanové biopsii a zobrazova-
cich metodéch by mohly byt v dohledné

dobé vhodné doplhovéany také analyzou
ctDNA. Tato metoda pfindsi fadu vyhod,
napf. moznost ¢astého odbéru vzorkd,
detekce mutaci v bunikdch pochdazeji-
cich z rliznych oblasti primarniho nddoru
i metastaz, monitorovani vyvoje a pre-
dikce odpovédi na lécbu. Pied jejim za-
vedenim do klinické praxe vsak musi byt
jesté optimalizovany a zavedeny stan-
dardizované postupy odbéru a ucho-
vani krevnich vzork(, stejné tak zvoleny
nejvhodnéjsi metody pro izolaci ctDNA
a analyzu vyskytujicich se mutaci. Zinten-
zivnéni vyzkumu a rostouci pocet pub-
likaci v poslednich letech naznacuje, ze
je tato metoda povaZovana za nadéjnou
a pfinosnou, a snad se tedy stane dal-
$im ndstrojem zvysujicim Sance pacient(
v boji proti nadorovému onemocnéni.
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Suhrn

Tento ¢lanok je zamerany na génovu terapiu, Specidlne na adenovirusové vektory a ich vztah
k imunitnej odpovedi. Adenovirusové vektory patria k najviac vyuzivanym nosicom genetic-
kého materidlu pri génovej terapii, studiu expresie génov ¢i imunoterapii. DéleZitou otazkou
pri in vivo pouzivani je ich vplyv na organizmus. Stidium ich imunomodula¢nych vlastnosti je
preto velmi vyznamna oblast vyskumu, vdaka ktorej je mozné adenovirusové vektory progre-
sivne upravovat a tak zefektivnit ich potencial pre vyuzitie v praxi.

Klucové slova
génova terapia - adenoviridae — imunitny systém

Summary

This review is focused on gene therapy, especially adenovirus vectors and their relationship
with the immune system response. Adenovirus vectors belong to the most used gene delivery
vehicles in gene therapy, study of gene expression or immunotherapy. One of the most impor-
tant questions concerning their use is their influence on organism in vivo. Study of immunomo-
dulating properties of the adenovirus vectors opens a way for further manipulation and their
more effective practical use.
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gene therapy - adenoviridae - immune system
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Uvod
Génova terapia ako horizontalny pre-
nos génov bola prvykrat skoncipovana
v 70. rokoch minulého storocia s nastu-
pom technologickych moznosti vna-
$ania genetického materidlu do euka-
ryotickych buniek [1]. ,Prisna” génova
terapia je zaloZzena na koncepte nahra-
denia defektného génu vnesenim a in-
tegraciou jeho funkénej verzie. Z tohto
doévodu bola génova terapia vyvijana
hlavne voci genetickym chorobam spo-
sobenym deficienciou jedného génu [2],
ako napr. recesivne enzymatické po-
ruchy. Avsak v désledku mnohych ge-
netickych abnormalit, simultannych
poruch viacerych génov pri vzniku tu-
morov nie je mozné aplikovat prisnu
génovu terapiu pri liecbe rakovinovych
ochoreni. Preto sa génova terapia rako-
vinovych ochoreni sustreduje najma na
vnesenie genetického materidlu s tera-
peutickymi G¢inkami do tumoru, na zni-
Cenie rakovinovych buniek a posilnenie
imunitnej odpovede voci nim [3]. Hlav-
nymi Studovanymi pristupmi v géno-
vej terapii uréenej na lie¢bu nddorovych
ochoreni su:
1.Vnesenie ,samovrazedného génu” na
konvertovanie pro-lie¢iva v tumore na
lie¢ivo a nasledné usmrtenie nadoro-
vych buniek. V klinickych studiach sa

testuje napr. tymidin kindza herpes
simplex virusu (HSV-tk), ktord fosfory-
luje gancyklovir, ¢o vedie k termindcii
DNA syntézy [4].

2.Vnesenie imunomodulatorov, cytoki-
novych génov na pritiahnutie a akti-
véaciu imunitnych buniek. Prikladom
je adenovirusovy vektor nesuci TNF-a,
pod kontrolou chemoradia¢ne induci-
bilného prométora, ktory je sticastou
klinickych studii [5].

3.Vnesenie tumor-supresorovych génov
na naprogramovanie apoptézy v tu-
morovych bunkach, ako napr. adeno-
virusovy vektor nesuci gén TP53, ktory
sa testuje v klinickych studidch (po-
krocild rakovina ustnej dutiny) [6].

4.Vnesenie onkolytickych virusov Speci-
ficky lyzujucich tumorové bunky. V kli-
nickych studiach Il. fazy bol na liecbu
metastatického maligneho mela-
nému pouzity OncoVex — onkolyticky
herpes simplex virus kédujuci stimu-
lujuci faktor pre granulocyty/makro-
fagy (GM-CSF) [7].

5.Vnesenie microRNA (miRNA), sluzia-
cej na umlcanie cielovych génov, napr.
onkogénov [3,8]. V suvislosti s vylep-
Sovanim onkolytickych virusov sa ex-
perimentélne testuje aj miRNA, ktora
sa pouziva na prevenciu replikacie vi-
rusu v zdravych bunkéch [9].

adenovirus (n =438)

retrovirus (n = 370)
Cistd/plazmidova DNA (n = 345)
virus vakcinie (n = 148)
lipofekcia (n = 111)

poxvirus (n =95)
adeno-asociovany virus (n = 92)
herpes simplex virus (n = 59)
lentivirus (n =55)

iné kategorie (n = 105)

nezname (n = 64)

N

~
233 %
19,7 %

18,3 %

J

Graf 1. Vektory pouzivané v klinickych Studiach s génovou terapiou do roku 2012

podla Ginn et al.

Prevzaté z [10].

Typy vektorov

Efektivita génovej terapie v znacnej
miere zavisi od volby vektora. Vo vse-
obecnosti mézeme vektory pouzivané
pri génovej terapii rozdelit na dve hlavné
skupiny: virusové a nevirusové. Virusy si
evoluciou vyvinuli efektivny sposob in-
fikovania buniek, narusenia bunkovej
obrany a expresie ich génov v bunkach.
Tieto ich prirodzené vlastnosti boli vy-
uzité a upravené genetickym inZinier-
stvom na velmi vykonné systémy na
vnesenie cudzorodych génov pomo-
cou virusov do buniek, tzv. transdukciu
buniek. Nevirusové vektory su atraktiv-
nou alternativou k virusovym vektorom
vdaka ich bezpecnosti, univerzalnosti
a lahkej priprave. Mézeme ich rozdelit
na Styri hlavné skupiny: ¢ista DNA, lipo-
zémy, syntetické polyméry a nanocas-
tice. Hlavnou nevyhodou vsetkych sty-
roch skupin je vdak velmi nizka efektivita
transfekcie in vivo. V tomto ¢lanku sa
budeme venovat virusovym vektorom,
hlavne adenovirusovym vektorom, ktoré
boli podla Ginn et al (2012) celosvetovo
najviac vyuzivanymi génovymi vektormi
v klinickych studiach (graf 1) [10].

Virusové vektory

Virusové vektory sa podla mechanizmu
ich pésobenia rozdeluju na onkolytické
virusy a replika¢no-deficientné virusové
vektory.

Onkolytické virusy

Onkolytické virusy su replika¢no-kom-
petentné, ¢o znamena, Ze gény zodpo-
vedné za ich replikaciu su zachované, ¢o
je hlavny rozdiel oproti replika¢no-de-
ficientnym virusovym vektorom. Tera-
peutické vyuzitie onkolytickych viru-
sov je zaloZené na selektivnej efektivite
ich replikacie v nddorovych bunkach.
Kazdy virus ma Specificky bunkovy tro-
pizmus, ktory determinuje, aky typ
buniek bude dany virus infikovat (ra-
bies — infikuje a ni¢i neurdny, hepati-
tida B - hepatocyty). Mnohé virusy maju
preferen¢ny, aviak nie exkluzivny tro-
pizmus k nadorovym bunkam. Pravde-
podobne je to dosledok tumorovej bio-
I6gie, kedZe mnoho tumorov sa vyhyba
detekcii a destrukcii imunitnym sys-
témom a maju tiez porusené apopto-
tické mechanizmy a transla¢nu supre-
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siu, ¢o su klucové odpovede, ktoré
vyuzivaju zdravé bunky na potlacenie
virusovej infekcie. Onkolytické virusy
moézu taktiez vyuzivat zmeny v meta-
bolizme a bunkovom cykle tumorovych
buniek [11]. Schopnost onkolytickych
virusov usmrtit nadorové bunky sa na-
zyva virusova onkolyza. Onkolytické vi-
rusy mozu znicit infikované nadorové
bunky mnohymi spésobmi - od pria-
mej virusovo-sprostredkovanej cy-
totoxicity az po mnozstvo indukova-
nych imunitnych mechanizmov. Hlavné
typy onkolytickych virusov su: podmie-
necne replikativne adenovirusy, herpes
simplex virus 1, 2 (HSV-1, HSV-2) a va-
riant virusu osypok [8]. Daldim pouziva-
nym vektorom je virus vakcinie, pricom
je zaujimavé, ze niektoré jeho kmene
maju prirodzeny tropizmus k tumoro-
vym bunkdm (1 000-10 000-krat vyssia
expresia virusu nez v inych tkanivéch).
V tejto suvislosti sa tiez Studuju Sindi-
bis virus, reovirusy, parvovirusy a myxo-
mavirusy [12]. Replika¢no-kompetentné
virusy mozu byt dalej modifikované
a exprimovat transgén tzv. armed on-
colytic viruses. Prikladom je OncoVex,
onkolyticky herpes simplex virus koé-
dujuci stimulujuci faktor pre granulo-
cyty/makrofagy (GM-CSF) [7]. Niektoré
onkolytické virusy (napr. onkolytické
formy atenuovaného virusu vakci-
nie, onkolyticky herpes simplex virus
oHSV G474, adenovirus ONYX-015)
sa vyuzivaju aj v kombindcii s tradi¢-
nou radioterapiou a chemoterapiou,
kde bolo preukdzané ich synergické
posobenie [13-15].

Replikacno-deficientné virusové vektory
Pri replika¢no-deficientnych virusovych
vektoroch su gény zodpovedné za ich
replikdciu odstrdnené, resp. vymenené
za transgén, ¢o znameng, Ze su schopné
replikacie iba v Specializovanych po-
mocnych bunkovych linidch, ktoré tieto
gény obsahuju. Medzi najviac vyuzivané
virusové vektory patria replika¢no-de-
ficientné adenovirusové vektory, retro-
virusové vektory a adeno-asociované
virusové vektory, zavislé na adenovi-
ruse alebo herpes simplex viruse, ktory
umozni dokoncit ich zivotny cyklus. Tak-
tieZ sa pouzivaju vektory odvodené od
HSV-1 a simian virusu 40 (SV40) [8].

Replika¢no-deficientné
adenovirusové vektory

Adenovirus je neobaleny virus ikosaéd-
rového tvaru s priemerom 60-90 nm
a linedrnou dvojvldknovou DNA o vel-
kosti 30-40 kb [16,17]. Pri transkripcii
sa ako prvy exprimuje gén ETA koédu-
juci transaktivator pre transkripciu sko-
rych génov E1B, E2A, E2B, E3 a E4, rov-
nako spolu s E1B posobi pri bunkovej
transformdcii (obr. 1). Gendmovy regién
E2 kéduje proteiny potrebné pre DNA
replikdciu: DNA polymerazu, DNA-via-
zUci protein a prekurzor terminalneho
proteinu. Genémovy regién E3 kdéduje
produkty na moduldciu bunkovych re-
ceptorov. Gendmovy regién E4 ma re-
gula¢nu funkciu, blokuje skort a spusta
neskoru transkripciu. Taktiez obsahuje
gény, ktoré su zodpovedné za aktivova-
nie imunomodulatorov. Jadrové a kap-
sidové proteiny a cysteinové protedzy
potrebné na proteolytické zostrihnu-
tie terminalneho proteinu ako aj dal-
Sie Strukturne proteiny su exprimované
zo spolo¢ného hlavného neskorého
prométoru [18].

Spomedzi viac nez 50 réznych séro-
typov ludskych adenovirusov je pre gé-
novu terapiu najviac vyuzivany sérotyp 5
(Ad5). Pre ¢loveka je mélo patogénny,
spdsobuje napr. mierne akutne respi-
ra¢né infekcie. Aj napriek tomu maju
Ad vektory dobry bezpecnostny pro-
fil a mézu byt produkované vo velkych
mnozstvach, neintegruju sa do bunko-
vého gendmu, maju vysoku transduk-
tivitu in vivo a transdukuju deliace i ne-
deliace sa bunky [8,18]. V suvislosti s ich
vyvojom rozoznavame tri hlavné sku-
piny: tzv. adenovirusové vektory prvej
a druhej generacie a ,gutless” vek-
tory. Adenovirusové vektory prvej ge-
neracie su zalozené na principe de-
lécie E1 a E3 regionu. KedZe funkcia
E1 regidénu je pre replikaciu virusu ne-
vyhnutna, musi byt zastipena v bun-
kovych linidch, napr. fudskych embryo-
nalnych bunkdch obli¢iek 293 (human
embryonic kidney — HEK 293) alebo fud-
skych embryonalnych retinoblastov
911 (human embryonic retinoblasts —
HER 911). Adenovirusové vektory dru-
hej generacie obsahuju dalSie delécie
E2 a/alebo E4 regiénu, ¢im znizuju alebo
eliminuju expresiu virusovych protei-

nov, zlepsuju stalost expresie transgénu
a podla niektorych $tudii znizuju imu-
nitnt odpoved organizmu [17]. Gut-
less vektory dokdzu niest az 36 kb DNA.
Su zbavené vietkych kédujucich regio-
nov (okrem 5" a 3’ ITRs a zbalovacieho
signdlu ¥) a na dokon¢éenie svojho re-
plika¢ného cyklu potrebuju pomocny
adenovirus, ktory nesie vietky kédujuce
regiény. Preto su nazyvané aj helper-de-
pendent adenoviruses. Zbalovaci signal
pomocného adenovirusu je odstraneny
(napr. pomocou Cre loxP systému), ¢im
sa zabrani vytvoreniu pomocnych ade-
novirusovych castic [19].

Adenovirusovy vektor prvej genera-
cie pJM17 bol vyvinuty Frankom Gra-
hamom v roku 1988 [20]. Ma velkost
40,3 kb a obsahuje celu Ad5 DNA mole-
kulu a pBRX inzert nesuci ampicilinovu
a tetracyklinovu rezistenciu. Transgén sa
vélefiuje do E1 regiénu. Rekombinantné
viriény sa vytvaraju homolégnou rekom-
bindciou po kotransfekcii tohto plaz-
midu s pomocnym plazmidom obsahuj-
ucim E1 region v bunkach HEK 293 [20].

Velkym prelomom v manipuldcii
Ad vektorov bol systém AdEasy1. Je za-
loZzeny na umelom bakteridlnom chro-
mozéme (BAC), odvodeny od Ad5 s de-
léciou E1 a E3 regidénov. Na vclenenie
transgénu sa vyuziva homoldgna re-
kombinacia s pomocnym plazmidom
nesucim transgén v baktériach E. coli.
Velkost transgénu je do 10 kb, pricom je
mozné produkovat viacero transgénov
z jedného vektora. Pritomnost génu pre
rezistenciu na antibiotikum kanamycin
zabezpecuje lahku identifikaciu rekom-
binantov (BAC s transgénom). Rekom-
binantné BAC su linearizované prida-
nim enzymu Pmel a nasledne vnesené
do adenovirusovych pomocnych buniek
HER 911 alebo HEK 293, ktoré obsahuju
E1 regién umoznujuci replikaciu virusu.
Vektor moze obsahovat zeleny fluo-
rescencny protein (green fluorescent
protein — GFP), ¢o dovoluje priamu kont-
rolu efektivity infekcie [21].

Ovela jednoduchsi a modernejsi je
adenovirusovy systém AdZ (Ad with
zero clonning steps - adenovirusovy
vektor bez klonovacich krokov). Bol vy-
vinuty neskor nez AdEasy1 a v porov-
nani's tymto systémom obsahuje viacero
vylepseni. AdZ je vektor odvodeny od
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Obr. 1. Mapa genému adenovirusu (sérotyp 5) a r6znych generacii adenovirusovych vektorov.

Skoré transkripty su zndzornené ako E1-E4 regidny a neskoré transkripty ako L1-L5 regidny.
MLP - hlavny neskory prométor, { — zbalovaci signal

Prevzaté z [19].

Ad5 s deléciou E1 a E3 regiénov, vlozeny
v umelom jednoképiovom BAC v bakté-
riach E. coli (kmen SW102), ¢o umoznuje
priame vlozZenie transgénu (ako PCR
fragment) do buniek E. coli, teda bez po-
mocného plazmidu. Rekombindcia pre-
bieha na zdklade teplotne-kontrolova-
ného A fagového systému. Tento systém
obsahuje endonukleazu I-Scel, ktord za-
bezpecuje jeho linearizaciu po trans-
fekcii do pomocnych buniek. Transgény
mozu byt exprimované v nativnej forme
alebo so streptavidinovym V5 alebo GFP
tagom. AdZ obsahuje aj tetracyklinovy

operator, vdaka ktorému je mozné uml-
Cat expresiu transgénu [22].

Imunitna odpoved'na
adenovirusové vektory
Mechanizmy prirodzenej imunity odpo-
vedaju na virusovu infekciu ako prvé.
Adenovirusovy kapsid interaguje so
zlozkami klasickej, alternativnej a lekti-
novej komplementovej drahy, o ma za
nasledok aktivaciu komplementu v pri-
tomnosti uz existujucich anti-adenoviru-
sovych protilatok (po prekonanej infekcii
sposobenej adenovirusom), ako aj bez

nich. U Ad séropozitivnych pacientoyv,
ktori prijimaju vysoké davky Ad vektora,
tak vznika riziko silnej komplemento-
vej aktivacie, ktord moéze viest az k zivot
ohrozujucej systémovej odpovedi [23].
V skorej odpovedi prirodzenej imunity
na infekciu zohravaju dolezitt Glohu toll
like receptory (TLR) pritomné na povr-
chu mnohych imunitnych buniek, vra-
tane dendritickych buniek a makro-
fagov. Tieto molekuly rozpoznavaju
vysoko konzervované mikrobidlne Struk-
tury pathogen-associated molecular pa-
tterns (PAMPs), ako napr. peptidoglykan
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a lipopolisacharid. Adenovirusovo-aso-
ciované molekuldrne motivy rozozna-
vaju receptory TLR2 a TLR9. Ich stimula-
ciainiciuje signalne drahy MAPK a NF-kB
veduce k indukcii prozédpalovej cytoki-
novej a chemokinovej odpovede. Medzi
cytokiny a chemokiny exprimovené po
podani Ad vektorov patria interleukin
(IL)-6, IL-8, IL-12, TNF-q, interferény aA,
interferén inducibilny protein 10, mak-
rofdgovy zapalovy protein (MIP) 13
a MIP2 [24,25].

Infekcia buniek virusmi, ale aj viruso-
vymi vektormi spusta signdlne drahy
indukujuce produkciu molekul, ktoré
aktivuju imunitny systém. Bunkové roz-
pozndavanie adenovirusu cez kapsidové
komponenty je regulované pomocou
tychto molekul: coxackie-adenovirus re-
ceptor (CAR), membranovy kofaktorovy
protein (membrane cofactor protein)
CD46, integriny a heparan sulfat — obsa-
hujuce proteoglykany. Antivirusova vro-
dena imunitna odpoved iniciovana infi-
kovanou bunkou aktivuje interferénovu
odpoved na zablokovanie virusovej re-
plikacie, pricom simultdanne produkuje
chemokiny na pritiahnutie neutrofilov
a NK buniek [26].

Heterogénna populdcia NK buniek
je schopna rozoznat a usmrtit predo-
vsetkym nadorové a virusmi infikované
bunky. NK bunka na svojom povrchu ex-
primuje mozaiku inhibi¢nych a aktivu-
jucich receptorov. Prikladom je receptor
NKG2D, ktory rozoznava min. 7 ligan-
dov (pribuzné polypeptidové sekven-
cie k MHC triedy I). Tieto ligandy mézu
byt nadexprimované u buniek vystave-
nych stresu, napr. infekcii (virusova, bak-
teridlna), tepelnému Soku alebo posko-
deniu DNA [27]. Po ich rozpoznani NK
bunka spusta destrukciu cielovej bunky
pomocou proteinov ako perforiny
a granzymy, ktoré su pritomné v granu-
lach v jej cytoplazme. Obsah granul sa
vyleje do priestoru synapsie medzi NK
bunkou a cielovou bunkou. Perforiny vy-
tvaraju pory v membrane cielovej bunky
agranzymy prechadzaju do vnutra cielo-
vej bunky, kde indukciou kaspdz iniciuju
apoptoticky proces. Tento jav bol popi-
sany aj v pripade infekcie adenoviruso-
vymi vektormi AdEasy1, kde bolo zis-
tené zvysenie expresie MICA antigénov
(ligand pre NKG2D, pribuznd polypepti-

dova sekvencia k MHC triedy 1) [27].V pri-
pade génovej terapie, ktorej cielom je
expresia transgénu, moze byt takyto sce-
nar neziaduci. Na zamedzenie tohto pro-
cesu su vo vyvoji adenovirusové vektory
s dalsimi modifikaciami, ktorych Glohou
je predist aktivacii signalnych drah ve-
ducich k aktivacii imunitného systému.
Jednou z moznosti modifikacii je mani-
pulovanie regionom E4 namiesto jeho
Uplnej delécie, ktord sposobuje tazkosti
pri priprave vektorov druhej generacie
a gutless vektorov, a tym obmedzuje
ich pouzitie v praxi. Naopak manipula-
cia E4 regidnom ma znizit aktivaciu imu-
nitného systému, pricom vitalita virusu
zostava zachovana.

Adaptivna imunitna odpoved na vi-
rusovu infekciu je spojend s T a B bun-
kami imunitného systému. Adenovi-
rusovo specifické T cytotoxické bunky
(CD8+, CTLs) rozoznavaju virusovy an-
tigén v komplexe s molekulou MHC
class | na povrchu infikovanej bunky, ¢o
vedie k uvolneniu perforinu a naslednej
lyze infikovanej bunky. CD4+ pomocné
T bunky su aktivované virusovym anti-
génom v komplexe s molekulou MHC
class Il na povrchu antigén prezentuju-
cich buniek. Po aktivacii za¢nu produ-
kovat cytokiny a stimulovat proliferaciu
B buniek [28].

B bunky zabezpecuji humoralnu od-
poved, ¢o je jeden z kluc¢ovych kom-
ponentov imunitnej odpovede. Pro-
dukcia protildtok zavisi od schopnosti
B buniek rozpoznat specificky epitop
na cudzom antigéne. V suvislosti s hu-
mordalnou imunitnou odpovedou je po-
trebné spomenit, Ze ludska populacia je
vystavend adenovirusom a adeno-aso-
ciovanym virusom a vacsina ludi ma
k tymto virusom protilatky. Ich pritom-
nost moze negativne ovplyvnit Uspes-
nost génovej terapie zaloZenej na ade-
novirusoch a adeno-asociovanych
virusoch. Jednym zo spdsobov, ako sa
vyhnut uz pritomnym anti-adenoviru-
sovym protildtkam, je vyuzitie alterna-
tivnych sérotypov virusu (namiesto sé-
rotypu 5), ako napr. adenovirus 2 a 7.
Taktiez sa vyvijaju vektorové systémy
s vyuzitim zvieracich (psich, prasacich,
Simpanzich) adenovirusov [29,30]. Tieto
pristupy tiez riesia problém s pamato-
vymi B bunkami, u ktorych sa produkcia

anti-adenovirusovych protilatok neda
zablokovat.

Adenovirusové vektory

v klinickych stadiach

V roku 1993 podstupil génovu tera-
piu pomocou Ad vektora prvy pacient.
Odvtedy do roku 2012 bolo uskuto¢ne-
nych dokopy 438 klinickych studii, v kto-
rych sa pouZzili rézne typy adenoviruso-
vych vektorov a 92 klinickych studii, pri
ktorych boli vyuzité adeno-asociované
vektory [10,18].

Adenovirusové vektory mozu byt apli-
kované systémovo alebo lokdlne v za-
vislosti od ucelu terapie. Podavané su
intravendézne, subkutanne alebo in-
tradermélne, intramusklarne a tiez re-
spira¢nou cestou [31]. Pri klinickych
studiach je tato terapia celkovo dobre
tolerovand, medzi vedlajsie ucinky pou-
zitia Ad vektorov patria mierna horucka,
lokalna bolest, triaska a zimnica [32].
Avsak v roku 1999 18-ro¢ny pacient
s Ciastocnou deficienciou ornitintrans-
kerbamylazy (OTC) zomrel po podani
velmi vysokej davky (3,8 x 10 ¢astic)
Ad vektora druhej generacie, ktory nie-
sol funkcny OTC gén. Pricinou jeho smrti
bola Ad vektorom indukovana prirod-
zend imunita, ktord sposobila akutne
uvolnenie zapalovych mediatorov, ¢o
viedlo k systémovému zdpalu a multior-
ganovému zlyhaniu [33]. Tato udalost
mala za nasledok reevaluaciu protoko-
lov a sprisnenie podmienok na pouziva-
nie Ad vektorov.

Podla U.S. National Institutes of
Health [34] je k 1. 3. 2015 v |. faze kli-
nickych testov ukoncenych 49 studii
s pouzitim adenovirusovych vektorov,
z ktorych 14 je zameranych na lie¢bu
nadorovych ochoreni. V II. faze je ukon-
¢enych 18 studii, z ktorych devat sa za-
oberd lie¢bou rakovinovych ochoreni.
V Ill. faze je ukoncend jedna studia za-
oberajuca sa exprimovanim TNF-a, ktory
je pod kontrolou chemoradia¢ne induci-
bilného prométora, v tkanivach vystave-
nych radidcii pri rakovine pankreasu [5].
Novozacdinajucich studii (so statusom
prijimajuci/este neprijimajuci dobrovol-
nikov) 1. fazy je 19, z ¢oho v Siestich pri-
padoch sa jedna o génovu terapiu ur-
¢enu na lie¢bu nadorovych ochoreni,
novozacinajucich studii Il. fazy je devat,
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pricom v piatich pripadoch ide o proti-
nadorovu terapiu a v lll. faze je jedna no-
vozacinajuca $tudia zamerana na liecbu
nadorového ochorenia. Okrem vyuzitia
adenovirusovych vektorov na lie¢bu na-
dorovych ochoreni su vo vyvoji a klinic-
kych skuskach aj adenovirusové vakciny
proti réznym infekénym ochoreniam
(HIV, ebola, malaria, chripka, tuberku-
[6za ai.) [34].

Zaver

Génova terapia ponuka mnozstvo moz-
nosti na lie¢bu naddorovych ochoreni.
VyuZitie virusovych ako aj nevirusovych
systémov je efektivny spdsob na vnese-
nie genetického materidlu do buniek.
Dalsie $tudium vplyvov génovej tera-
pie na organizmus a imunitny systém,
najma v pripade virusovych vekto-
rov, nam dava priestor na optimalizo-
vanie jej ucinkov a na dalsie vylepse-
nia, vdaka ktorym by mohla byt rutinne
pouzivand v klinickej praxi. V tejto suvis-
losti je nutné Studovat vplyv vektorov na
vnutrobunkové mechanizmy a nasledne
zabezpecit ich Upravu tak, aby sa mini-
malizovala imunitna odpoved' organi-
zmu. U adenovirusovych vektorov sa zda
byt slubnym postupom manipulcia re-
gionom E4, ktory hra délezitd ulohu pri
aktivacii imunomodulatorov. Idedlnym
vysledkom tejto manipulacie by mal byt
vektor, ktory pri pouZiti vyvolava mini-
malnu imunitni odpoved organizmu
a mohol by byt bezne pouzivany in vivo.
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Nadory u adolescentu
Cancer in Adolescents

Bajciova V., Ondercova Z., Kodytkova D.
Klinika détské onkologie LF MU a FN Brno

Souhrn

Zhoubné nadory u adolescentt (15-19 let) predstavuji v soucasnosti zavazny medicinsky, psy-
chologicky, eticky a ekonomicky problém. Skupina pacientd ve véku dospivani byla dlouho na
pokraji zajmu détské onkologie a téméf zcela mimo zajem onkologie dospélého véku. Spekt-
rum nador a jejich biologické vlastnosti i klinické chovani jsou vékové specifické a odlisné od
nador( jinych vékovych skupin. Incidence malignit v obdobi adolescence ma trvale stoupajici
trend. Vysledky [é¢by nadorli u adolescentt jsou horsi nez vysledky [é¢by u déti mladsich 15 let.

Klicova slova
adolescenti — nadory - vékové specifické rozdily — diagnostické problémy — Ié¢ebné moznosti

Summary

Cancer in adolescents (15 to 19 years) appears to be a serious medical, psychologic, ethical
and economical problem as well. This group of patients has been languishing in the shadow of
pediatric oncology and out of interest of adult oncology. Spectrum of types of tumors and their
biologal characteristics are age-specific and different from all other age groups. The overall
incidence of cancer in adolescents is continuously increasing. Treatment results and outcome
of adolescent cancer are worse compared with outcome in children with cancer younger than
15 years.

Key words
adolescents — cancer — age-specific differences — diagnostic challenges - therapeutic options
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Uvod

| kdyz dle demografickych udaji popu-
lace v CR starne, je pocet dospivajicich
ve véku 15-19 let v CR kolem 670 000,
tedy asi 7 % z celkové populace. Vic nez
v minulosti je u dnesni generace ado-
lescent(l vyhrocen stiet a nepomér mezi
biologickou zralosti a zralosti psychickou
a socidlni, coz pfindsi radu rizik a pro-
blémU moderniho svéta - antisocialni

chovani mladych lidi (abuzus alkoholu,
koufeni, drogy, gemblerstvi, sexudlni
promiskuitu). Alarmujicim tempem
stoupd u mladych lidi pocet sebevrazd.

Kromé téchto problém jsou dospivajici
ohrozeni celou fadou zavaZnych onemoc-
néni. Vice nez 12 % adolescentni populace
Zije s chronickym onemocnénim. Do sku-
piny chronickych nemocnych se dnes fadi
i pacienti s nddorovym onemocnénim.

-~

I. leukemie —

lIl. CNS nadory —

IV. nddory sympatiku .

V. retinoblastom — |

VI. nddory ledvin —
VIl. nddory jater —
VIIl. nddory kosti —

[X.STS —
X. germinalni nddory —-

XIl. jiné/nespecifikované
déti
(0-14 let)

o

— 100 %

Xl. epitelidini/MM 7-_(@—%/_——— XIl. jiné/nespecifikované

STS - sarkomy mékkych tkani, MM - maligni melanom

— |. leukemie

— IIl. CNS nadory

IV. nddory sympatiku
/- V. retinoblastom
iVI. nadory ledvin

VII. nddory jater

" VIII. nddory kosti

— IX.STS

— X. germindlni nddory

— XI. epitelidIni/MM

adolescenti
(15-19 let)

J

Graf 1. Relativni frekvence (%) 12 diagnostickych skupin dle ICCC (International Classi-
fication of Childhood Cancer) u déti a adolescentti v Evropé.

Zdroj: [26].

Charakteristika a specifika obdobi
dospivani
Obdobi dospivani je obdobi pfechodu
z véku détského do véku dospélého,
které neni jednozna¢né ohraniceno.
Zacétek dospivani je biologicky a medi-
cinsky dan zac¢atkem pohlavniho zrani
(objeveni se sekundérnich pohlavnich
znak). Obdobi pohlavniho dozravani
(puberta) zacind v nasich zemépisnych
sitkach u divek mezi 11. a 12. rokem,
u chlapc mezi 13. a 14. rokem. Konec
dospivani je v CR uréen legislativné do-
sazenim 18. roku zivota. V mediciné pod
pojmem adolescentni vék rozumime
vék 12-15 let (mladsi adolescentni vék)
a 15-19 let (starsi adolescentni vék) [1,2].
V onkologii rozliSujeme onkologii dét-
ského véku (tedy od narozeni do 15 let
véku) a onkologii dospélého véku, tedy
od 18 let vyse. Je vice jak zfejmé, Ze ob-
dobi dospivani mezi 15.a 18.(19.) rokem
véku je nékde ,ztracené” mezi détmi
a dospélymi. Pod pojmem nédory ado-
lescentd hodnotime nadory u onkolo-
gickych pacientli ve véku 15-19 let [2,3].
Obdobi dospivani je velmi slozité vy-
vojové obdobi charakterizované nejen
zménami télesnymi, ale i metabolic-
kymi, psychickymi a emo¢nimi se sna-
hou o osamostatnéni. Pro adolescenta
je velmi vyznamny fakt autonomie a ne-
zévislosti s typickym nerespektova-
nim autorit, fadd a norem. O to vétsi sok
znamend v tomto citlivém obdobi dia-
gnoéza maligniho onemocnéni. Psycho-
socidlni stranka péce o adolescenta (izo-
lace od prétel a rodiny, zmény télesného
vzhledu, uvédoméni si akutniho ohro-
Zeni zivota a strach ze smrti) je stejné da-
leZitd jako samotna protinddorova lécba.
Psychicky stav pacienta vyrazné ovliv-
nuje pribéh a celkovou toleranci 1écby.
Fyziologické télesné zmény v prabéhu
puberty (zmény metabolizmu v dobé
pubertalniho ristu, hormondlni aktivita,
rdstova aktivita, zmény body mass in-
dexu, zmény objemové distribuce tukové
tkdné) mohou ovlivnit efekt a toxicitu on-
kologické |é¢by (zmény farmakokinetiky
a biofarmakologické tolerance) [1,2,4-6].

Epidemiologie nadorti

u dospivajicich

V Evropé jsou udaje o incidenci na-
dorl u déti do 15 let véku a rozdily v in-
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cidenci dle jednotlivych region a statd
dobie dokumentovény. Ve srovnani s tim
je podstatné méné informaci o incidenci
nador( a celkové preziti (overall survival -
0S) u adolescentll a mladych dospélych.
V celé Evropé ze viech invazivnich zhoub-
nych nador( v populaci méné nez 0,3 %
vyrdsta u dospivajicich ve véku 15-19 let.
Vyskyt nadorovych nemoci u ado-
lescentdl mé neustéle stoupajici trend, ktery
v poslednich letech predstihl incidenci na-
dor( v détské populaci. Incidence malig-
nich onemocnéni u dospivajicich je dvakrat
vy3si nez u 5-9letych déti a az o 2/3 vyssi
nez u 10-14letych déti. S postupujicim
vékem se incidence nadord zvysuje. Cel-
kovy vzestup meziro¢ni incidence zhoub-
nych nadord je kolem 1 % za rok, s vyjim-
kou maligniho melanomu a nadord varlat
u dospivajicich, u kterych je meziro¢ni vze-
stup incidence kolem 2-3,5 % za rok.
Vékové specifickd incidence je za-
lozena na faktu, zZe incidence nadort

roste exponencialné s vékem. Ado-
lescenti maji vys3si riziko rozvoje nadoru
nez déti do 15 let na zdkladé predpo-
kladu delsi karcinogenni expozice fak-
tord zevniho prostredi, starnuti bunék
a s tim spojenych nitrobunécnych a ge-
netickych zmén. Faktory zevniho pro-
stiedi hraji pouze ¢aste¢nou roli v etiolo-
gii a patogenezi nador( u adolescentd,
protoze u dospivajicich pfevazuji nadory
tzv. détského typu.

Incidence nadorl u dospivajicich ve
véku 15-19 let v CR se pohybuje kolem
15/100 000/rok. Celkem tedy v CR
onemocni malignim nadorem rocné
kolem 350-400 mladych lidi ve véku
15-20 let [1-9].

Dalsim dllezitym demografickym uka-
zatelem je rozbor pfic¢in tmrti u dospiva-
jicich. Nadory jsou v této vékové skupiné
na ¢tvrtém misté hned za Urazy, sebe-
vrazdami a vrazdami a jsou tedy nejcas-
t&jSim onemocnénim vedoucim k smrti

u adolescentd [10]. OS adolescentl
s malignim onemocnénim v CR je srov-
natelné s OS v jinych statech Evropy [9].

Specifika nadori

u dospivajicich

Spektrum nadord u dospivajicich a je-
jich biologické vlastnosti jsou vékové
specifické a vyznamné se lisi od spek-
tra nddord déti mladsich 15 let nebo
od nadorl dospélé a starsi populace.
Epitelidlni nadory (karcinomy), typické
pro onkologii dospélych a starsi vék,
tvofi méné nez 12 % ze vsech nadorl
u adolescentl (graf 1, 2). Etiopatoge-
neze karcinomU u dospivajicich a spek-
trum patogenetickych zmén se s vékem
méni [2,4,5,7,11].

Nadory embryonalniho pavodu ty-
pické pro détsky vék (neuroblastom,
nefroblastom, hepatoblastom, retino-
blastom atd.) jsou u adolescentu spise
raritni, a pokud se vyskytnou, maji vy-

4 N
i — 100 % — — 100 % —
jiné karcinomy .
maligni melanom .\
karcinom stitné Zlazy . —8Q% — — 80% —
gonadalni karcinom g jiné karcinomy
germindlni nddory I\
sarkom mékkych tkani l 60 % — %
kostni nddory .
B jine
CNS I
— 40 40 M maligni melanom
. karcinom stitné zlazy
Il gonadalni karcinom
\- germinalni nadory
lymfomy \- sarkom mékkych tkani
— 20% — — 20% — ‘
\ Kaposiho syndrom
T——— s
\ lymfom
leukemie I .\ - \I y y
0% — - 0o — I leukemie
15-19 20-24 25-29 30-34 35-39
_ J
Graf 2. Distribuce typud nadort dle véku v USA [10].
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Graf 3. Incidence zhoubnych nadora u dospivajicich (15-19 let) v obdobi 2000-2010 v CR.

razné agresivnéjsi klinické chovani
a $patnou prognoézu.

U dospivajicich prevazuji maligni
lymfomy (predevsim Hodgkinlv lym-
fom) s pfevahou u divek, nddory var-
lat u chlapcd a germinalni nadory ova-
rii u divek. Vrchol vyskytu je u sarkomu
kosti (osteosarkom, Ewingliv sarkom),
casté jsou rovnéz sarkomy mékkych
tkani (s prevahou rabdomyosarkomu)
a nadory CNS. V poslednich letech velmi
prudce stoupd vyskyt maligniho mela-
nomu (predevsim kozni formy) s pre-
vahou u divek (graf 3). Z karcinom je

nejcastéjsi karcinom Stitné zlazy u do-
spivajicich divek. Karcinomy plic ve srov-
nani s dospélou populaci jsou u dospi-
vajicich extrémné raritni. Na etiologii
kolorektalniho karcinomu u dospivaji-
cich se ve vy3si mife podileji predispo-
zi¢ni hereditarni syndromy spise nez die-
tetické navyky.

Srovnani klinickych, epidemiologic-
kych, molekuldrnich a Iécebnych za-
vér(l jasné prokazuji rozdily u nejcastéj-
Sich zhoubnych nadorl u adolescentd.
Klinické vyzkumy dochézeji k zavéru, ze
biologie nadord u adolescentl je roz-

dilnd ve srovnani s jinymi vékovymi sku-
pinami, i kdyZ se dle histopatologie jednd
o stejny typ naddoru. Rozdilné vékové spe-
cifické cytogenetické a molekularné ge-
netické studie davaji prostor k Uvahdam
o rozdilné patogenezi, kterd se liSi podle
véku nositele. Jestli pfijmeme hypotézu,
Ze biologie malignich nador( u ado-
lescentd se lisi dle véku pacienta, pak se
zifejmé bude lisit i optimalni lécebna stra-
tegie, specialné v soucasnosti pfi rozvoji
cilené biologické lé¢by [2,6,8,11,12].
Kromé biologie nadoru hraje svou roli
i vékové specificka biologie hostitele.
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Obr. 1. Délka OS a PFS u Ewingova sarkomu dle rozsahu nemoci.

Zdroj: Klinika détské onkologie, FN Brno. OS - celkové preziti, PFS - preZiti bez progrese

Dospivajici jedinci jsou obvykle zdravi,
na rozdil od star$i populace netrpi
témér zadnymi komorbiditami. Dilezité
jsou rovnéz fyziologické zmény organi-
zmu v rdmci puberty. Rlstovy spurt, vliv
pohlavnich hormond, zrychleny meta-
bolizmus mohou ménit farmakokine-
tiku (jaterni a rendlni funkce, clearence
cytostatik) a biofarmakologickou to-
leranci, a tedy mohou mit vliv na efekt
a toxicitu aplikované protinddorové
|éCby. VSeobecné Ize fict, ze dospiva-
jici toleruji onkologickou lé¢bu hif nez
déti, ale Iépe nez starsi pacienti. Ve srov-
nani s détmi trpi adolescenti ¢astéji pe-
riferni polyneuropatii, intoleranci glu-
kozy u kortikoidli, maji vys$si riziko
vzniku osteonekrézy. Ve srovnani s do-
spélymi a starsimi pacienty maji dospi-
vajici nizsi organovou toxicitu, farma-
kokinetické procesy jsou efektivnéjsi.
Lécebné strategie, které by byly ci-
leny na vékové specifickou skupinu se
specifickymi biologickymi charakte-
ristikami nddoru a hostitele, by v bu-
doucnu mohly vyrazné zlepsit vysledky
a prognoézu dospivajicich s malignim
nadorem [2,4,11,13].

Aktuadlni specifické problémy

v onkologii dospivajicich

V soucasnosti se v onkologii dospiva-
jicich setkavame predevsim se ctyrmi
hlavnimi a palc¢ivymi problémy.

1. Problém pozdni diagnézy

a oddaleni lé¢by nadort

u adolescenti

Velké procento dospivajicich ma lokdlné
pokrocilou nebo metastatickou nemoc
v Case diagndzy. Inicidlni rozsah nadoru
patii mezi nejdulezitéjsi faktory ovliv-
Aujici progndzu, a pozdni diagndza se
tak vyraznou mirou podili na horSim OS
u adolescentt (obr. 1). Pri¢in pozdni dia-
gnoézy nadorl u dospivajicich je néko-
lik, a to na vsech urovnich - od pacienta
samotného pres rodinu a rodice az po
lékare [2,14,15].

Ze strany pacienta hraje roli pravé
vék - obdobi psychického dozravani
a formovani osobnosti. Protoze nador
jako takovy obvykle neboli, nevénuje
dospivajici inicidlnim pfiznakdim obvykle
pozornost, navic mlady organizmus do-
kaze kompenzovat pomérné dlouho na-
rdst nddoru (napf. utlak plic nddorovou

masou bez dyspnoe ¢i tachypnoe). Ado-
lescenti vétdinou ani netusi, Ze by ve
svém véku mohli onemocnét zhoubnym
nadorem [2,15].

Rodina a predevsim rodice se obvykle
zaméruji zvlasté na socialni stranku a pro-
blémy dospivajiciho (Skola a prospéch,
daldi vzdélavani a pracovni uplatnéni,
kamaradi atd.). Casto bagatelizuji ini-
cidlni zdravotni problémy a stiznosti ado-
lescenta, protoze jiz vyrostl z détského
véku, kdy se bali o jeho zdravi a kazdou
Jbolistku” fesili ndvitévou lékare (,déti jiz
vyrostly, jsou mladi, nemohou byt tedy
vazné nemocni...”). Je to dano i faktem,
Ze pfiznaky zplsobené nadorem u mla-
dych lidi jsou vétsinou nespecifické a dét-
ské typy nador( obvykle nemaiji pfiznaky,
které jsou v povédomi populace spjaty
s rozvojem nadoru [2,14,15].

Ze strany poskytovatell zdravotni
péce (lékard primarniho kontaktu,
ale i kolegli z rliznych oddéleni ¢i kli-
nik vseobecnych nemocnic) rovnéz do-
chazi k mnoha omyldm. Stale se bohu-
zel i dnes setkavdme s mladymi lidmi,
u kterych byly inicidIni ptiznaky nadoru
i nékolik mésicd podcenovany nebo
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Obr. 2. Synovialni sarkom stehna diseminovany (délka anamnézy osm mésict).

Zdroj: Klinika détské onkologie, FN Brno.

byly hodnoceny nespravné, ¢asto se na
moznost nadoru jako vyvolavajici pfi-
¢iny viibec nemyslelo (obr. 2). Tento fakt
muze byt dan vzacnym vyskytem nador(
u mladych lidi. Ovsem v populaci pocet
preventivnich prohlidek s vékem kles3,
a co je mozna horsi, mnohdy probéhnou
pouze formdlné. | mezi zdravotniky se se-
tkdvame s nazorem, ze mlady ¢lovék ne-
muze byt vazné nemocen a je automa-
ticky zdravy z titulu svého mladi [14-18].

2. Misto lécby dospivajicich

s malignitou

V CR vieobecné pé¢i o dospivajici
pacienty do dovrseni 18 [19] roku véku
zabezpecuje lékaf priméarniho kon-
taktu — pediatr. Situace se v jednotlivych
krajindch Evropy lisi [12]. V soucasnosti
neni v CR vytvoFeno vékové specifické
centrum pro lé¢bu nadorl u dospiva-
jicich. Dospivajici pacient se mlze do-
stat na pracovisté dospélé onkologie
nebo na pracovisté détské onkologie.
Vétsina dospivajicich je l1écena na pra-
covistich détské onkologie, ale v sou-

¢asném systému zdravotni péce exis-
tuje riziko, Ze se dle typu nadoru (napf.
plicni nadory ¢i lozZiska, gynekologické
nadory, sarkomy) muize adolescent ocit-
nout sice na specializovaném pracovisti,
které ale nema dostatek zkusenosti ani
znalosti o specifickych problémech juve-
nilnich typ0 nadord. Neni zaveden jed-
notny systém reference dospivajiciho
onkologického pacienta. Centralizace
v onkologickych vékové specifickych
centrech se tak stdva pro pacienta Zzi-
votné duleZitou v case, kdy histologicky
nalez a klinické stadium jiz zdaleka ne-
staci k presnému uréeni diagnozy, urceni
individudlni miry rizika a tim adekvatni
|écby a progndzy. Diagnostika a 1é¢ba
juvenilnich typd nadorl je velmi slo-
Zitd a vyzaduje dlouholetou zkusenost
a uzkou spolupraci specializovaného
tymu odbornik( [2,4,5,7,8,11,18].

Kromé casto rozdilné strategie léceb-
ného pfistupu u dospélé a détské onko-
logie je dllezity predevsim faktor zku-
Senosti s [é¢bou agresivnich juvenilnich
typU nadoru. Pokud onkolog pro do-

spélé pouziva stejnou davkovou inten-
zitu a modifikace 1é¢by u dospivajicich
jako u starsi generace pacientd, je vice
nez pravdépodobné, Ze adolescent bude
vzhledem k agresivnimu typu nadoru
a vysoké mife biofarmakologické tole-
rance relativné podlécen a jeho nador
nebude zvladnut a lIécen Uspésné [13].
IdedIni postup je spole¢nd péce dét-
ského onkologa i onkologa dospélého
véku o dospivajiciho pacienta s malig-
nim nadorem, ktera bude reflektovat typ
nadoru, jeho biologické a cytogenetické
charakteristiky, klinické chovani a stejné
tak i vékové specifickou biologii pacienta.
Ve Velké Britanii, kde se nejdéle vénuji pro-
blematice dospivajicich onkologickych
pacientq, je v rdmci National Health Servi-
ces Trust nemocnic vytvoreno 28 speciali-
zovanych jednotek pro adolescenty.

3. Moznosti prevence a ¢asné
diagnostiky nadora u dospivajicich -
osvéta

Moznosti, zpUsoby a formy prevence na-
dorud u dospivajicich se zdsadné nelisi od
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socialni interakce
chronické symptomy
body image

karcinogeneze
rekurentni priméarni nddor
sekundarni malignita

rist a vyvoj
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Schéma 1. Rizika pozdnich nasledki u byvalych détskych onkologickych pacienta.

prevence v jinych vékovych skupinach.
Plati pfedevsim dodrzovani zésad zdra-
vého Zivotniho stylu. U dospivajicich je
tento bod o to dllezitéjsi, Ze pravé v ob-
dobi dospivani se fixuji zivotni navyky
a zivotni styl.

Primarni prevence je u adolescentl
obtizné definovatelnd. Aktivni vyhle-
davani, tj. screening nadord, se rutinné
neprovadi z nékolika divodd — nadory
u dospivajicich patii mezi vzacna one-
mocnéni, chybi specifické indikatory na-
dorové nemoci, etiologie neni zndma
(resp. je multifaktoridlni souhrou ge-
netickych faktor( a vlivd vnéjsiho pro-
stfedi) a tedy nelze definovat rizikovou
skupinu mladych lidi [4].

| tu vSak existuje vyjimka, a to u dospi-
vajicich s genetickymi k nddortim predis-
ponujicimi syndromy (napf. Li-Fraumeni
syndrom, syndrom familiarni adenoma-
toézni polypdzy, neurofibromatéza typu
I a ll, GardnerGv syndrom, LynchQv syn-
drom, tuberdzni skleréza atd.). Genetic-
kych predispozi¢nich nddorovych syn-
drom( je popsano v literatuie kolem
200. Pacienti do 19 let véku, u kterych
byl nadorovy predispozi¢ni syndrom
prokazan genetickym vysetfenim nebo
maji vysokou pravdépodobnost jeho vy-
skytu vzhledem k rodinné anamnéze, by

méli byt dispenzarizovani a pravidelné
sledovani na odborném pracovisti dét-
ské onkologie [19,20].

U dospivajicich divek je moznosti pre-
vence rozvoje karcinomu délozniho
¢ipku v pozdéjsim véku ockovani vakci-
nou proti HPV, a to pfed zahajenim aktiv-
niho pohlavniho Zivota (vakcina hrazena
do véku 14 let).

Casna diagnostika a zkraceni doby od
prvnich pfiznakd ke stanoveni diagnézy
a zahajeni efektivni onkologické 1é¢by je
pro adolescenty klicova a tady hraje vy-
znamnou roli informovanost a osvéta —
nejenom adolescentd, ale i jejich rodicu.
Znalost moznych rizikovych a predispo-
zi¢nich faktord, zdravotni osvéta a vy-
chova mladé generace k odpovédnému
pfistupu k vlastnimu zdravi je nezbytnou
soucasti prevence nadorovych onemoc-
néniv mladém véku.V pripravé je webova
stranka www.fighttogether.cz zamérena
rech u adolescentd a mladych dospélych
véetné anonymni poradny, kterd by méla
zacit fungovat v pribéhu roku 2015.

Pouceni o samovysetieni prsu u mla-
dych divek a samovysetfeni varlat
u chlapci a mladych muzl Ize nalézt
na strankach: www.prevencenadoru.cz,
www.maskoule.cz, www.hlidackouli.cz.

V sekundarni prevenci a ¢asném za-
chytu nadorl u dospivajicich hraje mi-
moradné dalezitou roli Iékaf primarniho
kontaktu a systém peclivé provadénych
preventivnich prohlidek. Doskolovani Ié-
kar primarniho kontaktu v oblasti on-
kologie nejen dospélych, ale i déti a do-
spivajicich, je nutnosti [16-18]. Lékafi
i laici najdou informace na www.linkos.
¢z, na nichz funguje i bezplatna poradna
stran prevence a ¢asné diagnostiky na-
dorl, dale www.mojemedicina.cz, na
webovych strankach Kliniky détské on-
kologie FN Brno a Kliniky détské onko-
logie a hematologie FN v Motole, Praha.
Ze zahranic¢nich stranek jsou vseo-
becné uzite¢né informace pro pacienty
na www.cancer.gov (adolescents and
young adults).

Jiz po nékolikaté probiha doskolovaci
vzdélavaci akce pro Iékare primarniho
kontaktu v rdmci Brnénskych onkologic-
kych dni.

Dalsim zdrojem informaci jsou ¢lanky
zabyvajici se touto tematikou v odbor-
nych ¢asopisech a dvé monografie ci-
lené na tuto vékovou skupinu pacient(
(Nadory adolescentti a mladych dospé-
lych, Grada 2011 a Vybrané kazuistiky
nadorl u adolescent(l a mladych dospé-
lych, Mlada fronta 2012).
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Graf 4. Typ sekundarnich nadori dle primarniho nadoru u déti.

Modifikovany graf dle [21].

4. Dlouhodobé prezivajici détsti
onkologicti pacienti (childhood
cancer survivors), problémy
pfechodu z détské onkologie

do péce mediciny dospélého véku
(tzv. transitional care)

Specifickou skupinou v onkologii jsou
mladi dospéli, ktefi byli 1éceni pro ma-
ligni nddorové onemocnéni v détském
véku a dlouhodobé prezivaji bez pfitom-
nosti nddoru. Jejich pocet v populaci na-
rlsta, v soucasnosti je jeden z 850 lidi
do 35 let véku pfrezivajici détsky onko-
logicky pacient; 25 % z nich je mladsich
20 let véku, 75 % je mladsich 40 let véku.
Tito pacienti by méli byt dlouhodobé,
idedlné celozivotné, sledovani na spe-
cializovaném pracovisti. Velké procento
z nich jiz dosahlo dospélého véku a je
ohrozeno vznikem pozdnich nasledkd
protinadorové 1écby (poruchy rastu, kar-
diotoxicita, neurotoxicita, hormonalni
poruchy, poruchy fertility, neurokogni-
tivni zmény atd.). Nejvaznéjsim z nich je
vyssi riziko vzniku sekundarniho nadoru
(schéma 1) [2,4,12,21]. Mira rizika roz-

voje sekundarniho nadoru a typu sekun-

dérniho nadoru zavisi na typu primar-

niho nadoru a typu protinddorové 1é¢by,
riziko zvysuje rovnéz pfitomnost gene-
tické zatéze (napf. mutace Rb7 genu).

Pro lékafe, ktery pacienta dlouhodobé

sleduje, je dullezité znat miru rizika

a predpokladany typ sekundarni ma-

lignity (graf 4). O vyznamu této proble-

matiky svédc¢i mimo jiné fakt, ze pro-
blémy adolescentl a ,childhood cancer
survivors” prekrocily hranice détské on-
kologie a byly tématem specidlni sekce

v ramci kongresu ESMO 2014 v Madridu.
V redlné klinické praxi je ¢asto velmi

problematicky prechod z pracovisté dét-

ské onkologie na pracovisté dospélé me-

diciny (tzv. transitional care) [11,22-25].

Ve svété existuje nékolik modell na-

sledné péce:

1. Pacienta sleduje praktik nebo rodinny
IékaF, onkolog (a vétsinou jiz ne dét-
sky onkolog, ktery pacienta Iécil) je
konzultovan pouze v pfipadé potizi.
Nevyhodou je, Ze osetfujici Iékaf nema
zpétnou vazbu a nevi nic o dlouho-

dobych problémech svého byvalého
pacienta a nemuze tak korigovat sou-
¢asnou lécbu.

2. Pacient je sledovan u svého praktic-
kého |ékafe, ktery odesila vysledky
vsech vysetfeni a z4pis o kontrole on-
kologovi dospélého véku — kontinuita
informaci o pacientovi zalezi na spo-
lupraci a domluvé zainteresovanych
|ékara.

3. Pacient je sledovédn onkologem do-
spélého véku, ktery ¢asto pro nedo-
statek casu a jinych faktord nekomu-
nikuje s détskym onkologem a ten
opét nema informace o dalsim vyvoji
zdravotniho stavu svého byvalého
pacienta.

4. Pacient je sledovan onkologem do-
spélého véku ve spolupraci s détskym
onkologem. Tento stav se jevi jako
idedlni.

Méfitkem lécebného Uspéchu je v sou-
¢asné onkologii kromé délky samotného
OS zejména kvalita Zivota, schopnost
mladych lidi zaradit se zpét do vzdélava-
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ciho ¢i pracovniho procesu, schopnost
najit si partnera a zalozit si rodinu a Zit pl-
nohodnotny Zivot. Proto je dlouhodobé
sledovani prezivajicich mladych onkolo-
gickych pacientd mezioborovy multidis-
ciplinadrni proces (onkologové, psycho-
logové, kardiologové, gynekologové, ale
také socidlni pracovnici, tzv. poradci pro
Skolu a praci atd.). Je to v podstaté zrca-
dlo a zplUsob hodnoceni kvality prace
détského onkologa.

Subjektivni vnimani dobré kvality Zivota
u vylécenych mladych lidi zavisi také
na adekvatnim chovani a dostate¢ném
pochopeni ze strany jeho okoli. Proto
je nevyhnutnd osvéta Siroké populace
i vtomto sméru.

Vlastni zkusenosti s Ié¢bou
adolescenttl

Na Klinice détské onkologie FN Brno
jsme v 10letém obdobi 2004-2014 |é-
¢ili 358 pacientl starsich 15 let se Siro-
kym spektrem diagnéz. Pocet pacientl
v jednotlivych letech byl stacionarni
s minimalnimi odchylkami v rozmezi
26-36 pacientll za rok. Spektrum dia-
gn6z zahrnovalo viechny typy na-
dorl a hematologickych malignit ty-
pickych pro tuto vékovou skupinu
s pfevahou malignich lymfomu, sar-
kom0 kosti a mékkych tkani, gonadal-
nich germindlnich nadord. V poslednich
letech pozorujeme narast kozniho ma-
ligniho melanomu. Z karcinomd, i kdyz
vzacnych, byl nejcastéjsi hepatocelu-
larni karcinom, renalni karcinom a kar-
cinom stfeva na podkladé genetické
zatéze (familiarni adenomatézni poly-
pdza, Lynchiv syndrom atd.). Zemfelo
celkem 57 pacientli (16 %), z nich 95 %
na progresi maligniho nadoru, pouze
5 % pacientll zemielo na komplikace
[é¢by nebo komplikace v souvislosti se
zdkladnim onemocnénim. Pfezivé 84 %
pacient, délka OS se lisi dle typu na-
doru (graf 5).

Zaveér

Zhoubné nadory u dospivajicich a mla-
dych dospélych patfi v ramci oboru on-
kologie mezi onemocnéni vzacna. Nizky
vyskyt je snad pficinou, pro¢ byla tato
skupina pacientd dlouhé obdobi mimo
centra zadjmu onkologl dospélého véku
i détskych onkologt. | kdyZ jsou juvenilni
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ES/PNET - Ewingl{v sar-
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todermalni nador
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WT - Wilmstv tumor
LCH - histiocytéza z Lan-
gerhansovych bunék

OS - osteosarkom

NLCH - non-Langerhans
bunécna histiocytdza

Graf 5. Kfivka OS dle diagndz.

nadory potencialné vylécitelné, OS ado-
lescent(i nedosahuje Gspéchy dosazené
v détské onkologii.

Pfi srovnani poctu klinickych studii,
usili a nemalych financ¢nich nakladd,
které jsou vénovény nadorim dospé-
Iého véku s velmi $patnou prognézou,
kde se za Uspéch povazuje prodlouzeni
Zivota o nékolik malo mésicd, je nasi mo-
ralni povinnosti vénovat alespon stejnou
pozornost mladé generaci s onkologic-
kym onemocnénim, kterd ma navic pod-
statné lepsi Sance na dlouhodobé vylé-
ceni. VyuZit tuto Sanci a pomoct mladym
lidem zvlddnout jejich ndro¢ny boj s ma-
lignim nadorem ve slozitém obdobi do-
spivani se da pouze sirokou spolupraci
jednotlivych medicinskych specializaci
a vytvofenim jednotnych a vSeobecné
akceptovanych podminek pro viechny
mladé lidi.
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Bioinformatika a sekvenovani nové generace

Bioinformatics and Next-generation Sequencing

Krejci A., Miller P, Vojtések B.

Regionalni centrum aplikované molekularni onkologie, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno

Souhrn

Technologie sekvenovani DNA nové generace maji v soucasné dobé nezastupitelné misto ve
vyzkumu a postupné nachazeji cestu i do oblasti klinické praxe. Sekvenacni piistroje produkuji
velké mnozstvi dat, jejichz analyza metodami bioinformatiky je nezbytna k ziskani relevant-
nich vysledkd. Sekvenovani se tak bez pokrocilého vypocetniho zpracovani specializovanymi
algoritmy naprosto neobejde. V tomto prehledu jsou predstaveny zékladni koncepty vypocet-
niho zpracovani sekvenacnich dat s prihlédnutim ke specifickym aspektim oblasti onkologie.
Rovnéz jsou uvedeny nejcastéjsi problémy a prekazky komplikujici zpracovani a biologickou
interpretaci vysledka.

Klicova slova
bioinformatika — technologie masivné paralelniho sekvenovani — mutace - onkologicky vy-
zkum - klinicka aplikace

Summary

Next-generation sequencing technologies are currently well-established in the research
field and progressively find their way towards clinical applications. Sequencers produce vast
amounts of data and therefore bioinformatics methods are needed for processing. Without
computational methods, sequencing would not be able to produce relevant biological infor-
mation. In this review, we introduce the basics of common NGS-related bioinformatics meth-
ods used in oncological research. We also state some of the common problems complicating
data processing and interpretation of the results.

Key words
bioinformatics - high-throughput nucleotide sequencing - mutations — cancer research - cli-
nical application
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BIOINFORMATIKA A SEKVENOVANI NOVE GENERACE

Uvod

Objevem funkce DNA v roce 1944 [1] za-
cala snaha o precteni a rozlusténi dé-
di¢né informace. Objev struktury DNA
v roce 1953 [2] objasnil princip, jakym je
informace uchovavana a prendsena do
daldich generaci. Prvni metody umoz-
nujici relativné Gcinné ¢teni dédicné in-
formace, neboli sekvenovani DNA, se
viak objevily az koncem 70. let 20. sto-
leti [3,4]. Vyvoj téchto metod umoz-
nil v 90. letech 20. stoleti zapocit sek-
venovani lidského genomu [5], v té
dobé extrémné naroc¢ny projekt tézko
predstavitelného rozsahu. Po roce
2000 se zacaly objevovat prvni me-
tody masivné paralelniho sekvenovani,
oznacované jako sekvenovani nové
generace (next-generation sequenc-
ing — NGS) [6]. Ty se vyvijeji dodnes
a v soucasné dobé koexistuji se zcela
novymi pfistupy ke cteni DNA, nékdy
oznacovanymi jako sekvenovani treti
generace [7].

Bioinformatika jako obor zabyva-
jici se zpracovanim rozsahlych moleku-
larnébiologickych dat véetné sekvenci
DNA byla nezbytna jiz od pocatkl sek-
venovani. Dllezitost vypocetnich pfi-
stupl dobfe ilustruji pocatecni nedspé-
chy védca pfi snaze sestavit kompletni
genomy i velmi jednoduchych orga-
nizmd, zplsobené pravé neexistenci
vhodnych pocitacovych programu.
Teprve v roce 1995, pét let po zahdjeni
projektu s cilem sestavit lidsky genom,
se podafilo sestavit prvni kompletni
genom volné Zijictho organizmu, bak-
terie Haemofilus influenzae [8]. Skupina
Craiga Ventera tehdy vyvinula program
TIGR assembler [9], ktery dokazal sesta-
vit 24 000 fragmentl sekvence bakte-
ridlni DNA ve spravném poradi a zkom-
pletovat tak cely 1,8 miliond bazi dlouhy
chromozom. Zminéna c¢isla ukazuji,
Ze i pii praci s jednoduchymi organi-
zmy rucni zpracovani dat nepfipada
v Uvahu a ze sekvenovani DNA se bez
bioinformatiky neobejde.

V dnedni dobé jsou pokrocilé metody
sekvenovani hojné vyuzivany ve vy-
zkumu a své misto si postupné nacha-
zeji i v klinické praxi [10]. Pfistroje jsou
schopné vyprodukovat enormni mnoz-
stvi dat, kterd jsou vsak bez pokrocilého
bioinformatického zpracovani bezcenna.

Principy sekvenovani nové
generace

Zakladni myslenkou metod NGS je tzv.
masivné paralelni sekvenovani. Jde o po-
stup, pfi kterém je béhem jednoho ex-
perimentu v jednom okamziku zaroven
sekvenovéno velké mnozstvi samostat-
nych molekul. Vstupni DNA (genomicka
nebo cDNA ziskana reverzni transkripci)
je fragmentovana na Useky o délce ty-
picky nékolika desitek az stovek part
bazi a v ptipadé potteby amplifikovana
pomoci polymerdzové fetézové reakce
(polymerase chain reaction - PCR). Tyto
kratké fragmenty jsou poté ¢teny a zpra-
covavany paralelné. Spole¢nym znakem
téchto metod je ¢teni velkého mnozstvi
(v fadu jednotek miliont az jednotek mi-
liard) fragmentud - ,readd” (pojem nékdy
téz preklddany jako ,Cteni”), které jsou
vsak relativné kratké (typicky v fadu sto-
vek bazi). Takto vysoka mira paralelizace
je hlavni rozdil mezi NGS a klasickym
Sangerovym sekvenovanim, pfi kterém
je zaroven cteno typicky max. 96 mole-
kul DNA.

Princip samotného urcovani bazi DNA
dnes spocivda nejcastéji v tzv. sekveno-
vani syntézou. Vétsina metod vyuziva
DNA polymerdzu postupné syntetizu-
jici vlakno komplementarni k jednovlak-
novému templatu sekvenovaného frag-
mentu. Pouzité chemické slouceniny
zajisti, ze tésné po zaclenéni kazdé nové
baze do fetézce DNA je pfimo z mista
zaclenéni uvolnén urcity druh signalu,
ktery je nasledné zachycen technickym
vybavenim pfistroje. Nejpouzivanéjsi
podobou signdlu je svétlo, existuji viak
i technologie vyuzivajici detekci uvol-
nénych protond H* [11]. Zminény prin-
cip v riznych obménach implementuji
viechny v praxi pouzivané technolo-
gie - pfistroje znacky lllumina (v dnesni
dobé jednoznacné nejpouzivanéjsi), lon
Proton firmy Life Technologies, Roche
454 (v soucasnosti se jiz prestava pouzi-
vat), ABI SOLID (misto syntézy komple-
mentarniho vldkna vyuziva ligaci krat-
kych fragmentd) ¢i pfistroj RS Il firmy
Pacific Biosciences. Ve fazi vyvoje jsou
i pristroje vyuzivajici k urceni sekvence
DNA zcela odlidné pristupy, oviem k je-
jich rutinnimu nasazeni v praxi zatim
stdle nedoslo (asi nejslibnéjsi novou
technologii disponuje firma Oxford Na-

nopore — sekvenovani je zaloZzeno na de-
tekci zmén v elektrickém proudu pro-
chazejicim pres mikroskopické pory,
kterymi jsou translokovany molekuly
DNA).

Pfi NGS experimentech je dulezité
urcit pozadovanou tzv. hloubku (depth,
nékdy oznacovéno také jako pokryti -
coverage, ¢i hloubka pokryti — depth of
coverage). Jedna se o pradmérny pocet
kopii vzorku DNA, které sekvenovanim
ziskame. Naptiklad pfi hloubce 30krat
by se mél s nejvétsi pravdépodobnosti
kazdy usek sekvenované DNA vysky-
tovat v 30 rGznych readech, tedy infor-
maci o tom, jaka baze se na konkrétnim
misté nachdzi, dostaneme v 30 kopiich.
Vétsi pokryti jednak zajisti eliminaci
chyb pfistrojl, které se vzdy nevyhnu-
telné vyskytuji, jednak zvysi citlivost
metody - pokud sekvenujeme DNA
ze smési geneticky odlisSnych bunék,
je mozno vyssim pokrytim dosahnout
detekce vzacnych variant, které se vy-
skytuji pouze ve zlomku zkoumanych
bunék. Na rozdil od idedlni predstavy
ovsem pokryti v praxi nebyva ani zda-
leka rovhomérné. Pii primérném po-
kryti 30krat budou pravdépodobné
stéle existovat Useky, o nichz nebu-
deme mit zadné nebo téméf zadné in-
formace, sekvence jinych oblasti bude
naopak obsaZena ve stovkach readd.
Tato nevyvazenost muze byt zplsobena
mnoha rlznymi faktory, jako jsou roz-
dilnd mira amplifikace pomoci PCR, roz-
dily v uc¢innosti hybridiza¢nich sond pfi
cileném sekvenovani ¢i vliv repetitivnich
oblasti.

Nejcastéjsi aplikace

sekvenovani

Prvni sekvenalni projekty mély za cil se-
stavit do té doby nezndmé genomy r{iz-
nych organizm. Takovy pfistup nazy-
vame de novo sekvenovani genomu.
V ptipadé, Ze referencni sekvence ge-
nomu zkoumaného organizmu byla
jiz drive sestavena, hovofime o resek-
venovani. Referen¢ni sekvence jsou
dnes k dispozici pro mnoho organi-
zm( vcetné clovéka, coZz umoznuje Si-
roké vyuziti resekvenovani. Cilem celo-
genomového resekvenovani je hledani
kratkych variant v kédujicich oblastech
genl i v téch nekddujicich, napt. pro-
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motorovych a regula¢nich oblastech,
pfipadné detekce rozsdhlych chromo-
zomovych prestaveb a hledani struk-
turnich variaci typu CNV (copy number
variations).

Dalsi castou podobu experimentu
predstavuje exomové sekvenovani, pfi
kterém je sekvenovana pouze DNA koé-
dujicich Usekd - exonl. Sekvenacni
knihovna je v tomto pfipadé vytvorena
separovanim fragmentl genomové
DNA pomoci hybridizace s fragmenty
obsahujicimi sekvence komplementarni
k exonové DNA. Tato metoda tedy slouzi
primarné k detekci somatickych mu-
taci a polymorfizmi v kédujicich oblas-
tech gent. Vyhodou metody je znacna
Uspora kapacity i ceny oproti sekveno-
vani celého genomu.

V nékterych pfipadech je tfeba urcit
sekvenci pouze nékolika malo genut ¢i
jejich ¢&asti. V takovych situacich je pou-
Zito tzv. cilené (targeted) sekvenovani,
pfi kterém je izolovana, amplifikovéna
a osekvenovéana pouze DNA z pfesné de-
finovanych oblasti. Cilené sekvenovani
ma dulezité klinické aplikace v onkolo-
gické diagnostice. Mensi pocet presné
definovanych Usekl je totiz mozno za
relativné nizkou cenu osekvenovat do
velké hloubky, bézna je i hloubka vice
nez 1 000krét. Lze tak detekovat i so-
matické mutace v komplexnim bio-
logickém vzorku, jakym je vzorek nddoru
obsahujici smés zdravych a nadorovych
bunék. Citlivost této metody umoz-
nuje detekovat mutace s frekvenci cet-
nosti pod 1 %, coz je citlivost, které kla-
sické Sangerovo sekvenovani zdaleka
nedosahuje.

Velmi rozsitend aplikace NGS je i sek-
venovani RNA, které se vyuziva pro kvan-
titativni i kvalitativni analyzu mRNA,
miRNA nebo cilenou sekvenaci variabil-
nich oblasti ribozomalni RNA. V tomto
experimentu je izolovana bud cel-
kovd RNA, nebo pomoci hybridizac-
nich metod specifickda bunécna RNA
(napf. miRNA nebo mRNA). Pomoci re-
verzni transkripce je RNA pfepsana do
cDNA, kterd je nasledné osekvenovana.
Metoda je vyuzivana predevsim k mé-
feniintenzity exprese jednotlivych gend,
k detekci sestfihovych variant a geno-
vych fuzi. Teoreticky je mozno transkrip-
tomovym sekvenovanim detekovat

i germindlni a somatické mutace. Tato
moznost se viak pfili§ nevyuziva, jelikoz
sekvenovani DNA je pro tento ucel vzdy
presnégjsi [12].

Bioinformatické pristupy

v sekvenovani

Bioinformatika je nezbytnd soucast
vsech fazi vyhodnoceni sekvenacnich
dat, od zpracovani signdlu v pfistroji po
finalni studium vysledka.

Zpracovani dat experimentu
resekvenovani

At jde o celogenomové, exomové ¢i ci-
lené resekvenovani, zakladni postup
zpracovani dat je vzdy stejny. Nejdfiv
je tfeba mapovat viechny ready na re-
ferencni genom, tedy najit pokazdé tu
¢ast referencni sekvence, kterd odpo-
vida sekvenci fragmentu. V dalsim kroku
je potreba nalézt a spocitat véechny od-
lisnosti nasekvenované DNA od refe-
ren¢ni sekvence ¢i rozdily mezi jednot-
livymi ready mapovanymi na stejnou
oblast genomu. Na zakladé pokrocilych
statistickych vypoctl je urcena pravdé-
podobnost, s jakou se na pozicich vy-
skytuji skutec¢né polymorfizmy a s jakou
pravdépodobnosti jde jen o chyby v sek-
venaci ¢i v mapovani readl. V pfipadé
cileného sekvenovani v diagnostice je
pozadovanym vystupem casto pouze in-
formace o pfitomnosti ¢i nepfitomnosti
znamych variant, ve vyzkumu jsou data
o variantach dale zpracovavana dalsimi
metodami, napt. se snahou odlisit fidici
(driver) od naslednych (passenger) mu-
taci v nadorovych burkach.

Referen¢ni genom

Prestoze se na referen¢nim lidském ge-
nomu pracujejizod roku 1990, kompletni
a presna sekvence stale neniznama. Pro-
blém je predevsim s uréenim spravného
poctu kopii ve vysoce repetitivnich ob-
lastech, napt. v okoli centromer chromo-
zomuU. DGvodem je nedostate¢nd délka
sekvenacnich readu - v pfipadé mnoho-
nasobného opakovani kratkého useku
DNA, kdy je vysledna repetice podstatné
delsi nez ready, které umi pfistroje vy-
tvofit, je sice mozné ziskat ready zacina-
jici levou hranici repetitivni oblasti a jiné
ready koncici jeji pravou hranici, viechny
ready mezi témito oblastmi vak budou

vzhledem k repetitivni povaze oblasti
témérf nebo zcela totozné. Pocet readl
Ize k uréeni délky repetice vyuzit jen
velmi omezené, takze jedina informace,
kterou takto ziskame, bude fakt, Ze re-
petitivni oblast je vice nez dvakrat delsi
nez jeden read. Dal3i problémy nasta-
vaji u vétsich skupin sekvencné velmi
podobnych genli a pseudogen, jako
jsou napf. geny cichovych receptord.
Pokud jsou napt. rozdily v sekvenci gend
tak vzacné, Ze jeden sekvenacni read
nese pouze jeden (bodovy) rozdil, neni
mozné skladanim readd urcit, do kte-
rého z gen( ktery rozdil patfi.

Diky pokrokdm v technologii sek-
venovani se délka readU i jejich pres-
nost neustale zvétsuji, a proto se i sek-
vence referen¢niho genomu neustéle
vyviji. Prvni verze referen¢niho genomu
obsahovala 150 000 regionl s nezna-
mou sekvenci. Devatendctd verze z roku
2009 uz obsahovala pouze 357 takovych
mezer. Nejnovéjsi verze, znama jako
hg38 nebo GRCh38, pochazi z prosince
roku 2013 a mimo jiné jako prvni obsa-
huje i pfiblizné odhady poctu centrome-
rickych repetic [13].

Mapovani na referen¢ni genom

Hledani pozice na referencni sekvenci,
ktera pfislusi sekvenci readu, je obtizné.
Nejjednodussi zpUsob, jak k nému pfi-
stoupit, je porovnat read postupné se
vsemi pozicemi v genomu. Takovy pfi-
stup by pro genom délky a a read délky b
vyzadoval pfiblizné a x b porovnani bazi.
Situace je oviem jesté slozitéjsi, protoze
jednoduchym porovnanim vsech moz-
nych pozic nebereme v tvahu moznost
existence mezer — pokud by read obsa-
hoval malou deleci ¢i inerci, jeho sprav-
nou pozici bychom timto zplsobem
vibec nenasli. Existuji oviem algoritmy,
které dokazou najit optimalni zarovnani
sekvenci v¢etné mezer taktéz s pouzitim
a x b kroku. Problém mapovani na refe-
rencni genom je ovsem tak rozséhly, ze
ani tyto algoritmy nelze jednoduse vyu-
zit. Pokud bychom napf. provedli resek-
venovani lidského genomu s hloubkou
20krat, ziskali bychom zhruba 600 mi-
lionl read(l o délce 100 bp. Pro nama-
povani kazdého z nich by bylo potfeba
asi 3 x 10" krokl, dohromady, tedy
1,8 X 10% porovnéni nukleotid(. Sou-
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¢asné procesory pracuji s frekvenci
okolo 4 GHz, tudiz provedou 4 x 10° tikt
za sekundu. Kdyby procesor zvladl v jed-
nom tiku vykonat jedno porovnani nuk-
leotidd, trvalo by mapovani genomu
4,5 x 10" sekund, tedy 1 427 let.

Proto se pfi mapovani pouziva néko-
lik technik vyrazné zkracujicich potfebny
¢as. Hlavni technika je indexovani. Nad
sekvenci genomu je vytvoren index cili
rejstfik. Ten je potom vyuzit pfi prohle-
davani genomu velmi podobnym zptso-
bem, jakym ¢lovék vyuziva rejstiik v kni-
hach. Tvorba indexu je naro¢nj, ale staci
jej pro kazdy genom vytvorit jednou
a poté je mozno jej pouzit pro viechna
budouci mapovani. V soucasnosti nej-
pouzivanéjsi technikou tvorby rejstfiku
je tzv. Burrowsova-Wheelerova transfor-
mace, kterd je vyuzivdna mimo jiné také
v kompresi dat. Dalsi urychleni je dosa-
Zeno snizenim pozadavkd na pfesnost
zarovnani genomu a readu — nehleda
se vzdy optimalni zarovnani, coz postup
velmi urychli, oviem za cenu moznosti
vyskytu malého mnozstvi chybné nama-
povanych readd [14].

Urcovani variant

Ve chvili, kdy jsou ready namapovany na
referen¢ni genom, je mozno urcit pres-
nou sekvenci DNA celého vzorku. V nej-
jednodussim pfipadé bodového po-
lymorfizmu v podobé substituce by
(u heterozygotniho organizmu) mély
v misté homozygotniho genotypu obsa-
hovat vSechny ready namapované k da-
nému Useku genomu stejny nukleotid,
v misté heterozygotniho by polovina
readll méla obsahovat jednu variantu
a polovina druhou. Situaci vsak kompli-
kuje fakt, ze sekvenacni pristroje pro-
dukuji nezanedbatelné mnozstvi chyb
a jak jiz bylo zminéno, nékteré ready
mohou byt chybné zarovnany. V di-
sledku téchto faktord tak mohou byt
urceny fale$né pozitivni varianty v mis-
tech, kde se ve skutec¢nosti nevysky-
tuji. Aby byla pravdépodobnost chyby
snizena, vyuziva se pokrocilé statistiky
(v pfipadé bodovych mutaci jde typicky
o bayesovské metody) k urceni pravdé-
podobnosti vyskytu skute¢né varianty
a chyby [15]. Ke zpFesnéni vysledkl
muze také poslouzit analyza vice vzork(
zaroven — mUze napt. existovat varianta,

kterd je vzadcnd nebo se vyskytuje v ob-
lasti s typicky nizkou hloubkou pokryti,
a proto se v kazdém vzorku jevi spise
jako chyba pfistroje. Vyskyt ve vice neza-
vislych vzorcich oviem potvrzuje, ze se
jedna o skute¢nou variantu, jelikoz prav-
dépodobnost opakovéni stejné chyby je
mala [16].

V pfipadé nadorovych vzorkd je si-
tuace komplikovanéjsi, protoze DNA
Casto pochdzi z komplexni smési gene-
ticky odlisnych bunék. Je proto treba
vyuzit sekvenovani s velkou hloubkou
a upravit parametry statistickych metod,
protoze i bodové rozdily v malé ¢&asti
readd mohou znamenat skute¢nou mu-
taci, ktera by jinak mohla byt nespravné
povazovana za chybu sekvenacniho pfi-
stroje. Pro odlideni somatickych mutaci
od zarodecnych variant je vhodné sek-
venovat kromé nadorové tkané i zdra-
vou, kterd poslouzi jako negativni
kontrola.

Urc¢ovani kratkych deleci a inzerci je
naro¢néjsi problém nez uréovani bo-
dovych substituci, protoze v mistech,
kde se vzorek lisi délkou od referenc-
niho genomu, je vétsi pravdépodobnost
chybné namapovanych readd. Situace
se casto resi lokalnim provedenim ca-
sové naro¢néjsiho a presnéjsiho zarov-
nani readll pouze v mistech moznych
deleci a inzerci. U nadorovych vzorkd
je situace opét komplikovanéjsi, ze stej-
nych davodu jako v pfipadé bodovych
substituci.

Nejndrocnéjsi ukol je detekce roz-
sahlejsich strukturnich variaci, jako
jsou delece, zmény poctu kopii (CNV)
¢i translokace. 1zolovanou udalost vét-
$iho rozsahu je mozno v dobfe defino-
vaném vzorku detekovat na zakladé po-
rovndani teoretické a skute¢né hloubky
pokryti v postizené oblasti. Pokud je
k nékteré casti referen¢niho genomu
namapovano nezvykle mnoho read(,
mohl byt tento Usek ve vzorku amplifi-
kovan. Je-li naopak napf. hloubka po-
kryti nékterého chromozomu polovi¢ni
nez u ostatnich, mlze se jednat o mo-
noploidii. Dalsi moznost je vyuzit in-
formace ziskané specialnim protoko-
lem sekvenovani (techniky nazyvané
paired-end a mate-pair sequencing).
Tento postup vyuziva technickych
moznosti nékterych sekvenacnich pfi-

stroju, které jsou schopny kazdy frag-
ment DNA ¢ist z obou stran. Pokud napf.
fragmentujeme sekvenovanou DNA
na Useky dlouhé 1 000 bazi, pfistroj
bude schopen precist 100 bazi z kaz-
dého konce fragmentu. Ready pocha-
zejici z jednoho fragmentu potom vy-
tvofi par. Jelikoz délka fragment(i DNA
byla 1 000 bazi, mizeme predpokladat,
Z7e mezi koncem prvniho a zac¢atkem
druhého readu z jednoho péru by vzdy
mélo leZzet 800 bazi. Najdeme-li po na-
mapovani na referenéni genom ready
zjednoho paru v neobvyklé vzdalenosti,
muizeme urdit, Ze v oblasti 800 bazi
mezi konci readd doslo ke strukturni
zméné [17].

V nékterych situacich mohla urcitd
¢ast sekvenovaného genomu projit to-
lika strukturnimi zménami, ze ready,
které z ni pochazeji, neni vlilbec mozno
namapovat na referenéni genom, pro-
toZe rozdil skute¢né sekvence proti re-
ferencni je pfilis velky. V téchto pfipa-
dech je Casto jedinou 3anci pokusit se
takové znacné degenerované oblasti
vzorku sestavit z readl de novo, tedy
pouzit metody, které se bézné pouzivaji
k prvotnimu urceni sekvence genomu
nezndmého organizmu.

Obecné lze fici, Zze ur¢ovani variant
v genomech, které se pfilis nelisi od refe-
rencni sekvence, je v soucasné dobé po-
mérné dobfe zvladnuty problém. Situace
je oviem odlisna v pfipadé rakovinnych
bunék, které jsou casto geneticky ne-
stabilni a jejich genomy podléhaji vel-
kému mnozstvi rozsdhlych zmén. Urceni
spravné sekvence u takovych vzork( je
obecné velmi obtizné a cesta k jeho fe-
$eni zatim neni u konce. Aplikace v on-
kologické praxi se omezuji predevsim na
hledani predem zndmych anotovanych
mutaci v Uzké skupiné genli pomoci ci-
leného sekvenovani s velkou hloubkou.
Existuji komercné dostupné tzv. panely
pro testovani nejbéznéjsich mutaci v né-
kolika genech, z nichz nékteré jsou do-
davany i s bioinformatickym fesenim
$itym na miru konkrétnimu problému.
Zacinaji tak byt k dispozici metodiky za-
loZené na NGS, které jsou presné defi-
nované od sbéru vzorku po zpracovani
dat, a maji tak Sanci konkurovat jinym,
v klinické praxi uz dobfe ukotvenym
metodam.
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Zpracovani experimentu
sekvenovani transkriptomu

Pfi zpracovani dat ze sekvenovani mRNA
je opét prvni nutny krok mapovani readd
na referenéni genom, které je ovéem slo-
Dlvodem je sestfih transkriptu. RNA
je izolovédna a sekvenovéna az po se-
stiihu, tim padem se v jednom readu
mohou vyskytnout vedle sebe oblasti,
které jsou v genomu oddéleny dlou-
hym intronem. Mapovani mRNA proto
umoznuje vloZeni mezery reprezentu-
jici intron do libovolného mista readu
a kromé sofistikovanych algoritm( pro
hledani spravného rozdéleni readi mezi
exony vyuziva i anotovany referencni
transkriptom. Situaci nadale komplikuje
moznost alternativniho sestfihu RNA —
v transkriptu maze dojit napf. k vystii-
Zeni jednoho exonu spole¢né se sou-
sednimi introny. Césti read sahajici pres
hranici sestfihu je potom tfeba namapo-
vat na dva exony, které spolu v genomu
nesousedi [18].

Pokud je cilem experimentu hle-
dat genové fuze, situace se dale kom-
plikuje. V disledku flize se totiz do jed-
noho readu mohly dostat oblasti, které
nejsou v genomu oddéleny pouze krat-
$imi oblastmi intrond - mUze se jed-
nat i o velmi vzdalené regiony, nebo
dokonce o oblasti z riznych chromo-
zomU. P¥i fazich navic mlze dojit k in-
verzim, které zméni orientaci jedné ze
spojenych sekvenci. Algoritmy hleda-
jici genové fuze proto nejdfive identifi-
kuji ready, které neni mozno namapovat
béZnym zplsobem. Ty potom rozdéli na
kratsi fragmenty a snazi se namapovat
tyto fragmenty nezdvisle, bez omezeni
jejich vzajemnych pozic. Opétovnym
spojenim fragment se ziska informace
o moznych fazich. Cim vic readd je na-
mapovano obdobnym zpldsobem do
dvou oblasti genomu, tim vétsi je prav-
dépodobnost, Zze zde doslo ke genové
fuzi. Na zavér je jesté tieba odfiltro-
vat vSechny potencialné falesné nalezy
fuze sekven¢né podobnych oblasti -
ready mohly byt namapovany z ¢asti na
jednu, z ¢asti na jinou oblast genomu,
ale pokud jsou toto napf. oblasti dvou
sekvenc¢né velmi podobnych gend, je

povani a ready ve skute¢nosti pochazi

celé bud z jednoho, nebo z druhého
genu [19].

NejcastéjSim cilem sekvenovani tran-
skriptomu je uréeni miry exprese jed-
notlivych gend. Po namapovani soft-
ware spocitd, kolik readd se mapovalo
na ktery gen a tuto hodnotu norma-
lizuje na délku genu a celkovy pocet
readl. Vysledkem je hodnota oznaco-
vand jako RPKM (reads per kilobase per
million), popt. FPKM (fragments per ki-
lobase per million, tato hodnota se pou-
Ziva u paired-end sekvenoviéni). Jednd
se o Cislo vypoctené nezavisle pro kazdy
gen, které urcuje miru jeho exprese.
V pfipadé sekvenovéni bunécnych linif
nebo laboratorné péstovanych organi-
zm( to mUze byt dostacujici vysledek,
ovsem v pfipadé experimentud s klinic-
kymi vzorky lidskych tkani byva vétSinou
cilem spise porovnani hladiny exprese
mezi dvéma tkdnémi, napf. zdravou a na-
dorovou [20]. Je proto potreba provést
a zpracovat dva experimenty, kazdy pro
jeden druh tkané a vysledky porovnat.
Situaci komplikuje potencidlné vysoka
mira variability mezi klinickymi vzorky.
Problém je zpUsoben tim, Zze hladina ex-
prese nékterych genl je pfirozené silné
variabilni, zatimco u jinych gen( je velmi
pfisné regulovéana. Velky rozdil v hla-
diné exprese jednoho genu tak muze
byt biologicky méné vyznamny nez r3-
dové mensi rozdil v hladiné exprese ji-
ného genu [21]. Re$eni spocivé ve sbéru
vice dat a v pokrocilé statistice. Experi-
ment je potreba replikovat - zpracovat
nékolik nezavislych vzorkl z obou tkani.
Na zakladé rozdild mezi hodnotami ex-
prese v ramci vzorkl z jednoho druhu
tkdné je potom stanovena Uroven va-
riability exprese kazdého genu a teprve
poté jsou porovnany hodnoty mezi tka-
némi a vysledna vyznamnost rozdilG
v expresi je urena s pfihlédnutim k na-
mérené variabilité [22,23]. Pfestoze re-
plikovani experimentu znacné zvysuje
jeho cenu, je to nejspis jediny pouzi-
telny pfistup, protoze na vysledky expe-
rimentl bez dostate¢né miry replikace
se nelze spolehnout [24].

Zaveér

NGS je v soucasné dobé hojné vyuzi-
vano ve vyzkumu a postupné si nachazi
cestu i do klinické praxe. Aplikace v kli-

nické molekuldrni onkologii jsou zatim
pfes slibné prognézy pomérné ome-
zené, mimo jiné z dlvodu nedostatku
pfenositelnych a dobfe validovanych
protokold a metod zpracovani sekve-
nacnich dat. Sestavovani a interpre-
tace genetické informace nadorovych
bunék patii k viibec nejslozitéjsim uko-
[Gm moderni genomiky a vyvoj novych
bioinformatickych metod v této oblasti
tak bude pro jejich uplatnéni v klinické
praxi naprosto nezbytny.
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TISKOVA ZPRAVA

IntegRECAMO: Uspésna realizace projektu OP VK

IntegRECAMO: Intellectual Anchor je
projekt Regiondlniho centra apliko-
vané molekularni onkologie (RECAMO)
Masarykova onkologického ustavu
(MOU) financovany z prostfedkd Ev-
ropského socidlniho fondu prostied-
nictvim Opera¢niho Programu Vzdé-
lavani pro konkurenceschopnost
(reg. ¢. CZ.1.07/2.3.00/20.0097). Pro-
jekt byl feSen v obdobi od 1. 7.2013 do
30.6.2015.

Projekt IntegRECAMO byl realizo-
van v rdmci centra RECAMO MOU, které
vzniklo za podpory OP VaVpl (CZ.1.05/
/2.1.00/03.0101) v roce 2010 a od roku
2015 je spolufinancovano projektem
RECAMO2020 (LO1413) NPU | MSMT.
Hlavnim cilem centra RECAMO je tUzka
spoluprace védcl zabyvajicich se za-
kladnim vyzkumem v oblasti nadorové
biologie s Iékafskymi specialisty a rychla
aplikace novych poznatkd zakladniho
vyzkumu do klinické praxe. Klicovym as-
pektem celkové strategie projektu je pak
zefektivnit vyuZziti ziskanych vysledk vy-
zkumu véasnym zahdajenim spoluprace
s aplika¢ni sférou. Kone¢nym cilem pro-
jektu je pfenést poznatky zékladniho vy-
zkumu do podoby klinicky pouzitelnych
markerd, které mohou prispét ke zlep-
Seni péce o pacienta.

Partnerem projektu IntegRECAMO byla
Masarykova univerzita (MU), resp. jeji pra-
covisté vénujici se problematice spojené
s nadorovou biologii na Lékarské a Priro-
dovédecké fakulté. Spoluprace s MU je for-
malné ustanovena i ve statutu MOU, které
je Skolicim pracovistém pro pregradualni
i postgradudlni studenty MU v oblasti me-
diciny a pfirodnich véd; zaméstnanci MOU

se podili na vyuce na Lékarské a Pfirodo-
védecké fakulté MU a jsou skoliteli a ve-
doucimi diplomovych a dizertac¢nich praci.

Projekt IntegRECAMO podpofil inte-
graci Spi¢kovych tuzemskych a zahranic-
nich vyzkumnych pracovnikd do tymu
RECAMO, preneseni jejich zkusenosti na
mladé ceské védce a vytvoreni podminek
pro interakce v oboru na mezinarodni
urovni. Projekt IntegRECAMO umoznil za-
pojeni studentl a akademickych pracov-
nikd do vyzkumu centra RECAMO a posi-
lil vzajemnou spoluprdci organizaci stazi
¢lend tymu a studentd MU na zahranic¢-
nich pracovistich. Od zacatku projektu
bylo realizovano 20 kratkodobych a dlou-
hodobych stézi pracovnikli na prednich
evropskych pracovistich zabyvajicich se
problematikou onkologického vyzkumu.
Stdze umoznily edukaci pracovnikd v ob-
lasti novych technologii, pfipadné jejich
zavedeni na pracovisté RECAMO a nové
ziskané vysledky spole¢ného vyzkumu
budou zékladem publikaci v renomova-
nych védeckych casopisech.

Projekt IntegRECAMO byl déle zamé-
fen na pfimou edukaci pracovnikd MOU
a MU v oblastech souvisejicich s onkolo-
gickym vyzkumem i v oblastech podpo-
rujicich vyzkum a vyvoj (VaV).V rdmci In-
tegRECAMO bylo celkem zorganizovano
30 odbornych workshopd zaméfenych
na konkrétni oblast nddorové biologie,
na nichz prednaseli domaci i zahranic¢ni
specialisté v oboru. V rdmci dvou ,Dna
otevienych dvefi” se odbornd i laicka
vefejnost mohla sezndmit s vyzkumem
v RECAMO a prohlédnout si prostory la-
boratofi RECAMO v nové rekonstruova-
ném Moravkové pavilonu MOU.

Pfedevsim pro mladé védecké pracov-
niky a studenty byly organizovany dvé
LLetni Skoly IntegRECAMO” s Ustfednimi
tématy ,Metody zdkladniho a aplikova-
ného vyzkumu v onkologii” a ,Aplikovany
a klinicky onkologicky vyzkum”. Napln
téchto tydennich intenzivnich kurzl tvo-
fily prednasky z konkrétnich oblasti na-
dorové biologie, kurz biostatistické ana-
lyzy s moznosti praktického hodnoceni
vlastnich naméfenych biologickych
dat i exkurze na pracovisté aplika¢ni
sféry zabyvajici se oblasti spojené s bio-
technologii a vyzkumem. O odborné na-
plni Letni Skoly IntegRECAMO 2013 in-
formuje prace s nazvem ,Knowledge
transfer at the RECAMO Summer School
of 2013” autor(i M. Sheard a L. Zdrazilova
Dubskd publikovana v ¢asopisu Klinicka
onkologie v roce 2014.

Pod zastitou IntegRECAMO byly orga-
nizovany tfi ro¢niky (2013, 2014, 2015)
sympozia s mezinarodni ucasti,RECAMO
joint meeting — Through Cancer towards
Applied Molecular Oncology”. Pracovisté
RECAMO konferenci tradi¢né pofada jiz
od roku 2010 a je urcena pfedevsim pro
mladé zacinajici védce zabyvajici se pro-
blematikou molekuldrni onkologie, ktefi
tak kromé prezentace vysledk(i svého
vyzkumu maji pfileZitost navazat spolu-
praci s ostatnimi pracovisti.

V roce 2015 projekt podpofil organi-
zaci konference,Laboratorni diagnostika
v onkologii 2015", pofadanou jiz tradi¢né
MOU spole¢né s Lékafskou fakultou MU
pod zastitou Ceské asociace sester. Kon-
ference je primarné urcena pro zdravotni
laboranty a dalsi pracovniky v klinickych
laboratofich. Setkani je zaméfeno na on-
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kologickou diagnostiku a specifické as-
pekty laboratorni diagnostiky u onkolo-
gického pacienta napfi¢ specializacemi
laboratorni mediciny.

Kromé pofadani odbornych seminafd
zaméfenych na konkrétni problematiku
z oblasti nadorové biologie se projekt
IntegRECAMO vénoval i dalsimu vzdé-
l[dvani pracovnikll vyzkumu a vyvoje
organizaci 19 workshopl na témata fi-
zeni projektd VaV véetné managementu

kvality ve vyzkumnych laboratofich, $i-
feni vysledkd védy a vyzkumu do praxe,
transferu technologii a osvojovani si zna-
losti o ochrané, ohodnocovani a sprave
dusevniho vlastnictvi.

Projekt IntegRECAMO: Intellectual An-
chor maximalné naplnil primérni vyty-
¢ené cile spocivajici v zapojeni expertd
do vyzkumnych aktivit RECAMO, déle ve
smyslu Siroké védecké spoluprace pro-

stfednictvim studijnich pobyt( a také ve
smyslu pokryti dosud nerealizovanych
edukacnich aktivit v oblasti VaV v onko-
logii. V Uspésnych aktivitach projektu In-
tegRECAMO budeme nadale pokracovat
(www.recamo.cz).

RNDr. Lenka Zdrazilovd Dubskd, Ph.D.
garant projektu IntegRECAMO

VBrné12.7.2015

2598

Klin Onkol 2015; 28 (Suppl 2): 25972598




TIRAZ

KLINICKA ONKOLOGIE

Casopis Ceské onkologické spole¢nosti a Slovenskej onkologickej spolo¢nosti
The Journal of the Czech and Slovak Oncological Societies

REDAKCNi RADA

Vykonna redakéni rada (Brno)

vedouci redaktor vykonny redaktor

doc. MUDr. Vuk Fait, CSc. doc. MUDr. Marek Svoboda, Ph.D.

MUDr. Petr Coupek MUDr. Ivo Kocék, Ph.D. doc. RNDr. Ondfrej Slaby, Ph.D.
doc. MUDr. Lenka Foretova, Ph.D. MUDr. Jifi Novak RNDr. Sabina Seveikovd, Ph.D.
doc. MUDr. Martin Klabusay, Ph.D. prof. MUDr. Ales Rejthar, CSc. prof. MUDr. Jan Zaloudik, CSc.

Sirsi redakéni rada

prof. MUDr. Zdenék Adam, CSc,, Brno assoc. prof. Jeong Eon Lee, M.D,, Ph.D,, Seoul doc. MUDr. Igor Puzanov, Nashville

MUDr. Otakar Bednafik, Brno doc. MUDr. Jozef Mardiak, CSc., Bratislava prof. MUDr. Lukas Rob, CSc., Praha

doc. MUDr. Tomés Biichler, Ph.D.,, Praha prof. MUDTr. Jiff Mayer, CSc,, Brno prof. MUDr. Miroslav Ryska, CSc., Praha
prof. MUDr. David Cibula, CSc,, Praha doc. MUDr. Michal Mego, Ph.D,, Bratislava prof. MUDr. Ales Ryska, Ph.D., Hradec Krélové
MUDr. Karel Cwiertka, Ph.D., Olomouc prof. MUDr. Bohuslav Melichar, Ph.D., Olomouc prof. MUDr. Jana Skfickové, CSc., Brno
doc. MUDr. Ladislav Dusek, Ph.D., Brno doc. MUDr. Beata Mladosievic¢ova, CSc,, Bratislava  prof. MUDr. Martin Smrcka, Ph.D., Brno
prof. MUDr. Tomés Eckschlager, CSc., Praha MUDr. Rudolf Nenutil, CSc., Brno MUDr. Tomas Svoboda, Ph.D,, Plzen

doc. MUDr. David Feltl, Ph.D., Ostrava doc. MUDr. Jan Novotny, Ph.D.,, Praha MUDr. Tomés Sélek, Bratislava

doc. MUDr. Marian Hajduch, Ph.D., Olomouc prof. MUDr. Dalibor Ondrus, DrSc., Bratislava prof. MUDr. Jaroslav Stérba, Ph.D,, Brno
prof. MUDr. Roman Hajek, CSc,, Ostrava doc. RNDr. Martina Ondrusova, Ph.D., Bratislava doc. MUDr. Dalibor Valik, Ph.D., Brno

prof. MUDr. Ludovit Jurga, DrSc, Trnava prof. Yeon Hee Park, M.D., Ph.D., Seoul prof. MUDr. Anna Vaskd, CSc, Brno

doc. MUDr. Juraj Kausitz, CSc,, Bratislava prof. MUDr. Lubos Petruzelka, CSc., Praha prof. MUDT. Jifi Vorlicek, CSc,, dr. h. ¢, Brno
prof. MUDr. Pavel Klener, DrSc.,, Praha prof. RNDr. Sarka Pospisilova, Ph.D, Brno prof. MUDr. Rostislav Viyzula, CSc., Brno
prof. MUDr. Ivan Koza, DrSc,, Bratislava doc. MUDr. Ludék Pour, Ph.D., Brno doc. MUDr. Méria Wagnerova, CSc,, Kosice

Cestni ¢élenové redakéni rady

prof. MUDr. Josef Bilder, CSc,, Brno prof. MUDT. Josef Koutecky, DrSc., Praha MUDr. Jaroslav Némec, CSc., Brno
prof. Séndor Eckhardt, Budapest prof. RNDr. Jan Kovafik, DrSc,, Brno doc. MUDr. Ivan Plesko, DrSc,, Bratislava
prof. Jan Klastersky, Brusel prof. MUDr. Zdenék Mechl, CSc., Brno MUDr. Viliam Ujhazy, DrSc,, Bratislava

© Ceské ékafska spolecnost Jana Evangelisty Purkyné, Praha 2015

KLINICKA ONKOLOGIE

Vydéava Ceska lékaiska spolecnost J. E. Purkyné.

Registra¢ni znacka MK CR 5158.ISSN 0862-495X. ISSN pro on-line pfistup 1802-5307.
On-line verze je pfistupna na adrese www.linkos.cz nebo www.klinickaonkologie.cz.

Casopis Klinicka onkologie je uveden na Seznamu recenzovanych neimpaktovanych periodik vydavanych v CR,
schvéleném Radou pro vyzkum a vyvoj viady CR.

Nakladatel: Ambit Media, a.s., Klicperova 604/8, 150 00 Praha 5-Smichov, tel./fax: +420 222 352 573/572.

Odpovédna redaktorka: Mgr. Simona Novakova, e-mail: simona.novakova@ambitmedia.cz.
Adresa redakce: Ambit Media, a.s., Media Hall, Bidlaky 20, 639 00 Brno.
Grafickd Uprava: Karel Zlevor. Jazykova korektura: Mgr. Alena Smidova.

Vychazi 6krat rocné. Predplatné na rok 2015 ¢ini 540 K¢ (22 eur).
Informace o predplatném podévé a objednavky predplatiteld pfijima: e-mail: predplatne@ambitmedia.cz.

Informace o podminkéch inzerce poskytuje a objednavky pfijimé: Mgr. Blanka Turinovéd, e-mail: blanka.turinova@ambitmedia.cz, tel.: +420 724 811 983.

Rukopisy vkladejte do redakeniho systému: http://redakce.ambitmedia.cz/ko; pfipadné dotazy sméfujte na e-mail klinickaonkologie@mou.cz
Redakce ¢asopisu Klinické onkologie, Masaryk(iv onkologicky Ustav, Zluty kopec 7, 656 53 Brno, e-mail: klinickaonkologie@mou.cz.

Pokyny pro autory naleznete na www.linkos.cz v sekci ¢asopisu nebo na www.klinickaonkologie.cz.
Toto ¢islo vychdzi 15. 9. 2015.

Klin Onkol 2015; 28 (Suppl 2) 2599







