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ULOHA SIGNALNI DRAHY INDUKOVANE TRANSFORMACNIM RUSTOVYM
FAKTOREM BETA PRI VZNIKU NADORU

THE ROLE OF TRANSFORMING GROWTH FACTOR BETA SIGNALING
PATHWAY CANCER

FUCHS O.
USTAV HEMATOLOGIE A KREVNI TRANSFUZE, PRAHA

Souhrn: Transforma¢ni ristovy faktor beta reguluje proliferaci a diferenciaci riiznych typi bun€k. Hraje diileZitou dlohu v
embryonélnim vyvoji a pfi homeostase tkini v dospélosti. Transformadni riistovy faktor beta se vaZe ke specifickym trans-
membranovym receptoriim na povrchu bunék. Receptory maji aktivitu kinas fosforylujicich serin a threonin a pfenéseji signél
pfes proteiny Smad. Proteiny Smad se pfemisti po stimulaci ligandem do jéddra bun€k, kde funguji jako sloZky transkripénich
komplexi a ovliviiuji expresi cilovych genti. Nadorové buiiky €asto nereaguji na antiprolifera¢ni vliv transformac¢niho rasto-
vého faktoru beta v diisledku mutaci nebo chybné regulace exprese genil pro sloZky uvedené signdlni drahy. Mutace v genech
pro receptory typu Ia Il pro transforma&ni riistovy faktor beta a v genech pro proteiny Smad jsou nejast&jsi pfi¢inou ztrity cit-
livosti bun€k na antiprolifera¢ni vliv ristového transformacniho faktoru beta. Celd fada dalSich proteinii a signdlnich drah ovliv-
fiuje pfenos signilu transformac¢niho riistového faktoru beta. Ditkladné poznani signélni dréhy riistového transformac¢niho fak-
toru beta miiZe pfispét k prevenci a 1é€eni celé fady nddort.

Kli¢ov4 slova: transformacni riistovy faktor beta (TGFB), receptory typu I a II pro TGFp, proteiny Smad, nadory

Summary: Transforming growth factor beta regulates proliferation and differentiation of various types of cells. It plays an
important role in embryo development and in homeostasis of adult tissues. The transforming growth factor beta binds to specific
transmembrane receptors on the cell surface. The receptors have a serin/threonin kinase activity and transduce signal through
Smad proteins. Upon ligand stimulation, Smad proteins translocate into the nucleus where they function as components of
transcription complexes and affect the expression of target genes. Tumor cells often escape from the antiproliferative effect of
the transforming growth factor beta as a result of mutational inactivation or dysregulated expression of genes for components
of its signaling pathway. Mutations in the genes for type I and II transforming growth factor beta receptors and in the genes for
Smad proteins dominate in the loss of the cells sensitivity to the antiproliferative effect of the transforming growth factor beta.
Several other proteins and signaling pathways also contribute to the transforming growth factor beta signaling. The profound
understanding of the transforming growth factor beta pathway may improve cancer prevention and treatment.
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Uvod

Transformacni ristovy faktor beta (TGFf) hraje dvoji tlohu
pfi vzniku nddort (1-5). V ¢asnych stadiich se uplatiiuje anti-
proliferani i¢inek TGFB, ktery potlatuje vznik nidoru. Malig-
ni buiiky v8ak &asto ztraci svou citlivost k TGFp a stavaji se
resistentni na jeho inhibi¢ni vliv na proliferaci bun¢k. Malig-
ni buiiky produkuji a sekretuji zvy$ené mnoZstvi TGFp. TGFp
potom naopak podporuje riist nidoru. Plisobi na netransfor-
mované butiky a potladuje jejich protinddorové imunitni reak-
ce a zvySuje angiogenesu. Podporuje také vznik metastas.

TGFp a jeho povrchové bunééné receptory

TGFJ je cytokin, ktery existuje u savcit ve tfech isomernich
formach (isoformy TGFB1, TGFB2 a TGFf33). Isoformy TGFp
jsoukédovéany riznymi geny, které jsou soucasti riznych chro-
mosomi (6,7). Exprese isoforem TGFp je tkaiiové specificka
a z4visi téZ na vyvojovém stupni jedince. Pfesto &asto doché-
zi k soulasné expresi alespoti dvou isoforem TGFp (8). Iso-
formy TGF hraji tlohu v proliferaci a diferenciaci bun&k riiz-
nych tkdni a organd, v tvorbé extracelularni matrix, ve vyvoji
kosti, chrupavek a skeletu, v hojeni ran, krvetvorbg, imunitni
odpovédi a zanétu a také ve vyvoji nervové soustavy (6-10).
Cilené vyfazeni genil pro jednotlivé isoformy TGFP u embryi
mys3i (gene knockout a ziskéni homozygotni nulové mutace)
ma za nasledek smrt jeSté pfed narozenim, pfi narozeni nebo
kratce po narozeni z ditvodu defektni tvorby cév a hematopo-
esy ve Zloutkovém vaku, zanétl a malformact-organi (8).

Isoformy TGF jsou v buiikach syntetisovany ve formé pre-
kursorti a sekretovany jako latentni komplex (11,12). Uvolné-
ni biologicky aktivniho dimeru TGFp pfedchazi jeho vazb& na
povrchové bun&né receptory. Aktivace latentniho TGFp je
proces sloZeny z vice krokil, ktery probihd za tdasti throm-
bospondinu 1, plasminu nebo cathepsinu D (11,13,14).
Aktivni homodimer TGFp se vaZe na receptor typu II (TPR-
1I) na povrchu bunék (15). Tento receptor je funk€ni ve formé
homodimeru a je konstitutivni proteinkinasou fosforylujici
serinové a threoninové zbytky v sekvenci TTSGSGSG mole-
kul receptoru typu I (TPR-I). TBR-I je aktivni také ve form&
homodimeru a vaZe se do komplexu ligandu (TGFB) s TBR-1I
(obr.1). TBR-I byl dfive oznatovan ALKS5 (activin receptor -
like kinase).

Existuje fada proteini (v povrchové membring bunék zakot-
vené betaglykan a endoglin a cytoplasmaticky protein
FKBP12, pojmenovany podle schopnosti vdzat imunosupre-
sivni latku FK506 a dalSi dosud plné necharakterisované pro-
teiny), které ovliviiuji pfenos signalu TGFp na urovni recep-
tord (16).

Proteiny Smad

Nazev proteini Smad vznikl spojenim ndzvu pfibuznych genii
u niZ8ich organismil (Sma / small body size/ u Caenorhabditis
elegans a Mad /mothers against decapentaplegic/ u Drosophi-
la melanogaster).

Signélni drahou uréené nebo také receptory regulované pro-
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teiny Smad (R-Smad) jsou pfimo fosforylovéany receptory typu
I pro TGFp (TBR-I) v sekvenci Ser-Ser-X-Ser v C-koncové
MH2 oblasti proteinii R-Smad (obr.2). Transmembranovy pro-
tein SARA (Smad anchor for receptor activation) slouZi k ukot-
veni proteind Smad 2 a 3 prostfednictvim jejich domény MH2
do komplexu s receptorem typu I (TBR-I) aktivovanym fosfo-
rylaci pomoci TBR-II (17). Proteiny Smad 2 a 3 funguji jako
R-Smad pro pfenos signalu TGFf a aktivinti (18-22). Protein
Smad 4 je spole¢nym medidtorem (Co-Smad) pro viechny sig-
nalni drahy vyuZivajici proteiny Smad (obr.1). Fosforylované
R-Smad tvofi heteromerni komplex s Co-Smad. Vznikly kom-
plex se pfemisti do jadra a zde reguluje transkripci cilovych
gent (obr.1). Vedle proteini R-Smad a Co-Smad existuje jes-
t& tfeti skupina tzv. inhibi¢nich proteinii Smad, n€kdy ozna-
Zovand Anti-Smad (obr.2). Proteiny Smad 6 a 7 jsou t€mito
inhibitory pfenosu signilu rodiny cytokintt TGFp (18-23). Pro-
tein Smad 7 pfednostng inhibuje signalni drahu TGFp a akti-
vinii. Smad 6 inhibuje pfednostné& signdlni drihu kostnich mor-
fogenetickych proteini, které tvofi diileZitou skupinu rodiny
cytokini TGFp a uskuteliiuji pfenos signilu pfes proteiny
Smad 1,5 a 8 (R-Smad). Protein Smad 7 tvofi stabilni kom-
plexy s aktivovanymi receptory typu I (TBR-I) a tim brani fos-
forylaci proteinii Smad 2 a 3 (R-Smad), tvorb&

komplexu proteinii R-Smad-Co-Smad a transportu tohoto
komplexu proteindt Smad do jadra bun&k. N-koncova oblast
MHI1 (obr.2) u proteinii Smad 3 a 4 vykazuje vazebnou akti-
vitu k DNA. Smad 2 se k DNA véZe jen prostfednictvim jiné-
ho vazebného nebo transkripéniho faktoru (18-22). Na inter-
akci proteinéi R-Smad s transkripénimi faktory, koaktivétory
nebo korepresory transkripce se podili obvykle oblast MH2
proteinii R-Smad, v pfipadu interakce proteinu Smad 3 s tran-
skrip¢nimi faktory AP1, ATF2, SP1, SP3, TFE3 a s recepto-
rem pro vitamin D viak jde o oblast MH1 proteinu Smad 3
(21). Oblast MH1 proteiniit R-Smad nese i signél pro translo-
kaci do jadra a vaZe importin B, ktery pfesun do jadra zpro-
stfedkuje (24,25).

Vliv dalSich signilnich drah na pienos signilu TGFj
Pfenos signdlu TGFp prostfednictvim proteinii Smad je ovliv-
né&n dal§imi signilnimi drahami (obr.3). Signélni draha proto-
onkogenu Ras indukované ristovymi faktory EGF (epidermal
growth factor) a HGF (hepatocyte growth factor) vede k akti-
vaci ERK (extracellular signal-regulated kinase). ERK naleZi
do skupiny kinas MAPK (mitogen-activated protein kinases).
Tato kinasa fosforyluje serinové a threoninové zbytky v moti-
vech bohatych na prolinové zbytky ve spojovaci oblasti (lin-
ker) proteinu Smad 2 i proteinu Smad3 (15,21). Fosforylace
spojovaci oblasti proteinti Smad vede k akumulaci fosforylo-
vanych Smad v cytoplasmé a k neschopnosti pfejit do jadra
apodilet se na regulaci transkripce cilovych geni (15,21). Fos-
forylace spojovacich oblasti ma proto obriceny t¢inek neZ
samotn4 aktivace proteini R-Smad fosforylaci sekvence Ser-
Ser-X-Ser na C-konci proteinii R-Smad u¢inkem aktivované-
ho TRR-L.

Byl viak popsan i obraceny d¢inek kinasy JNK (c-Jun N-kon-
cové kinasa) na protein Smad 2. Fosforylaci proteinu Smad 2
pomoci této kinasy aktivované stresem se naopak podpofi
interakce Smad2-Smad4 a akumulace tohoto komplexu v jad-
" fe bunék (4,15,21).

Pfenos signalu multifunk&niho cytokinu LIF (leukemia inhi-
bitory factor) vede k aktivaci proteintyrosinkinas rodiny JAK
(Janus kinasy). Aktivované JAK potom fosforyluji transkrip&ni
faktor STAT3 (signal transducer and activator of transcripti-
on), ktery v jadfe v kooperaci s proteinem Smad1 a acetylasou
histoni stimuluje transkripci cilovych geni (21).

Interakce proteinii Smad v transkripénich komplexech
s proteiny podilejicimi se na tvorbé nadort

Jak jiZz bylo vy%e uvedeno, proteiny Smad interaguji s celou
fadou kofaktori, transkrip&nich faktort, koaktivétorti a kore-
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Obr.1: Schematické zndzornéni signalizacni drdhy cytokinu TGFP.
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Obr.2: Zndzornéni oblasti proteinit Smad a sekvence Ser-Ser-X-Ser u pro-
teinit R-Smad, kde jsou hvézdickou oznaceny serinové zbytky, které jsou
fosforylovdny receptorem typu I pro TGF 3 (TBR-I).
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Obr.3: Propojeni a vzdjemné interakce signdlni drdhy cytokinii rodiny
TGFB s celou fadou dalSich signdlnich drah. 1- fosforylace proteini R-
Smad pomoct TBR-I; 2- akumulace komplexu proteini R-Smad-Co-Smad
v jddFe buriky; 3- interakce komplexu R-Smad-Co-Smad s transkripénimi
faktoryATF-2, c-Jun a dal$imi proteiny nap¥. s VDR, receptorem pro vita-
min D (VitD); 4- interakce komplexu R-Smad-Co-Smad s koaktivdtory
transkripce, proteiny CBP a p300; 5- interakce komplexu R-Smad-Co-
Smad s transkripcnim faktorem Stat 3. PouZité zkratky: IFNB, interferon
B; LIF, faktor inhibujici leukemii, multifunkcni cytokin, ktery inhibuje pro-
liferaci mysich leukemickych myeloidnich bunék a stimuluje jejich dife-
renciaci; HPK1, hematopoetickd progenitorovd kinasa 1; Statl a 3, tran-
skripcénifaktory (signal transducers and activators of transription); ostami
zkratky vysvétleny v textu.

presorti transkripce v transkriptnich komplexech (obr.1,0br.4)
a podle toho ovliviluji expresi cilovych genil. Zde se budeme
zabyvat jen interakcemi, které souvisi nebo by mohly souvi-
set s tvorbou nadord.

Ned4vno byla popsina interakce signélni drhy proteini Wnt
(wingless-type integration site family, kandidati protoonko-
genil, jejichZ signélni dréha se podoba signalni draze proteinu
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Obr.4: Represe transkripce genii odpovidajicich na proteiny Smad 2,3 a 4
pomoci komplexu obsahujictho uvedené proteiny Smad v asociaci s kore-
presorem transkripce, proteinem c-Ski a deacetylasou histonii.

Wingless u Drosophila melanogaster) a signalni drahy TGFp
(26). Protein Smad 4 byl precipitovan spole¢né& s proteiny -
catenin a Lefl (lymphoid enhancer binding protein 1, ktery
asociuje s TCF, T-cell factor) pomoci protilatky proti B-cate-
ninu (26). Proteiny B-catenin a Lef1/TCF se podili na pteno-
su signdlu proteini Wnt (26). U Xenopus laevis jsou v pro-
motorové oblasti genu twin vazebna mista jak pro Lefl, tak
ipro Smad a oba tyto transkripéni faktory reguluji transkripci
genu twin (26). Protoonkogenni G¢inek proteini Wnt byl obje-
ven jiZ pfed 19 lety (27). Napfiklad aktivace gent pro Wnt-1,
Wnt-3 a Wnt —10b retroviralni inserci zptisobila tvorbu nado-
ri mlé¢né Z14zy u mysi (27-29). Interakce proteinti Lef1, Smad
3 aSmad 4 navzijem a s DNA byla nalezenaiu sav&ich bunék,
ale jeji vyznam je zatim nejasny (30).

Proteiny Smad také tvoli transkripéni komplexy s acetylasa-
mi a deacetylasami histoni (obr.4), které ovliviiuji strukturu
chromatinu a tim aktivuji nebo naopak inhibuji transkripci.
Acetylace histonit usnadiiuje transkripci tim, Ze rozvolituje
strukturu chromatinu a umoZiiuje transkrip&nim faktortum pii-
stup k templatu DNA (31-33). Naopak deacetylace histoni
pusobi represi transkripce, protoZe zptisobi kondensaci chro-
matinu a tim bréni transkrip&nim faktortm v pfistupu k DNA
(34-36). Acetylasy a deacetylasy histonti Casto interaguji
s transkripénimi faktory podilejicimi se na vzniku nadort (37-
40). Proteiny Smad 2 a 3 pfimo interaguji (41-43) s acetylasa-
mi histonii (CBP, cAMP response element binding protein
a p300). TGFP indukuje asociaci deacetylas histond s protei-
ny Smad, kter4 je zaji$t€na pfes dal3i kofaktory , kterymi jsou
protoonkoproteiny Ski a SnoN (44-49). Gen pro ¢-Ski je bun&¢-
nym homologem retrovirového onkogenu pta¢iho Sloan-Ket-
tering retroviru. Tento retrovirus zpiisobuje transformaci fib-
roblastd kufeciho embrya a hypertrofii svald u mysi.
Protoonkoprotein SnoN (Ski-related novel protein) je p¥ibuz-
ny protein k protoonkoproteinu Ski (45,46).

V dvouhybridnim systému na zji§fovani interakci proteinii bylo
nalezeno, Ze protoonkoprotein Ski interaguje s proteiny Smad
2, 3 pfenasejicimi signal TGFp jak bylo vy3e uvedeno. V buii-
kéch transformovanych onkogenem Ski byl v-SKi nalezen
v komplexu s proteinem Smad 3 a doslo k akumulaci uvede-
ného komplexu v jadfe bun&k bez ptidani TGFp (49). Protei-
ny Smad 2 a 3 tvofi heterooligomery se Smad 4 a pfemisti se
do jadra po G¢inku TGFp. Jaderny protoonkoprotein Ski pti-
mo interaguje s proteiny Smad a pomoci vazby dalsiho prote-
inu N-CoR (nuclear transcriptional corepressor) asociované-
ho s proteinem mSin3A a deacetylasou histonid inhibuje
transkripci cilovych gent (obr.4) odpovidajicich na uvedené
proteiny Smad aktivované G&inkem TGFB (47). Zvy$eni
exprese genu pro protein Ski a tedy zvy$ené mnoZstvi tohoto

onkoproteinu zplisobi, Ze buiiky se stanou resistentni na anti-
proliferaéni u¢inek TGFp (47).

Protoonkoprotein SnoN byl obdobné jako protoonkoprotein
Ski nalezen v jadfe bun&k v komplexu s proteiny Smad 2 a 3
as proteinem N-CoR asociovanym s deacetylasou histond. Sta-
bilita proteinu SnoN se sniZuje po ptisobeni TGFp, ale hladi-
na mRNA pro SnoN naopak stoupd. To m4 za nésledek rych-
lou degradaci SnoN ihned po pisobeni TGFp a naopak vzriist
hladiny SnoN po n&kolika hodinach u&inku TGFp (46). Pro-
toonkoprotein SnoN zpiisobi inhibici transkripce genii odpo-
vidajicich na proteiny Smad obdobné jako protoonkoprotein
Ski (45,46).

Oba uvedené protoonkoproteiny, Ski a SnoN, brani interakci
proteinfi Smad 2 a 3 s koaktivatory transkripce, kterymi jsou
vy3e uvedené proteiny CBP a p300 s aktivitou acetylasy his-
tont (44,47,50,51).

Nédory epitelidlnich a lymfoidnich tk4ni se vyznacuji resi-
stenci k antiproliferatnimu i¢inku TGFp (1-5). K uvedené
resistenci na inhibi¢ni G¢inek TGFp na proliferaci bun&k nedo-
chézi u myeloidnich leukemif (52-54). U chronické myeloid-
ni leukemie (CML) v myeloidni krizi au akutni myeloidni leu-
kemie (AML) dochazi skoro k tplnému zastaveni riistu
mononukleédrnich bun€k isolovanych z periferni krve nebo
kostni dfené po pisobeni TGFB1 (80 pM) in vitro s jistymi roz-
dily u jednotlivych pacientii a v zavislosti na pouZitém risto-
vém faktoru (54). Inhibice bunééného ristu po piisobeni
TGFB1 vzrisst4 s klonalni evoluci hematologickych malignich
chorob (54).

Byla popsina interakce proteinii Smad s dvéma transkripé-
nimi faktory (AML1 a Evi-1) a s jejich fiznimi proteiny
s dnes jiZ zndmou dlohou u akutni myeloidni leukemie (55).
Translokace mezi chromosomy 3 a 21 (t /3;21/ /q26:q22/)
spojend s blastickou krizi chronické myeloidni leukemie m4
za vysledek tvorbu chimernich transkripénich faktora
AMLI1/Evi-1 a AML1/MDS1/Evi-1. Tyto chimerni proteiny
hraji kli¢ovou tilohu v transformaci hematopoetickych bunék
(55,56), protoZe inhibuji pfenos signilu TGFP. Chromoso-
mélni translokace vedouci k expresi chimernich transkrip&-
nich faktoril jsou Casté u nadorovych bun&k. Chimerni pro-
teiny pfes svou prvni oblast s motivem Cys2His2-typu
zinkového prstu v ¢4sti Evi-1 interaguji s proteinem Smad 3
a potladuji jeho aktivitu v pfenosu signalu TGFp (55,56).
Samotny protoonkoprotein Evi-1 obsahuje deset uvedenych
motivi zinkovych prstil (57,58) ve dvou oblastech (v prvni
doméné sedm motivii zinkovych prsti a ve druhé doméng
zbyvajici tfi). P zvy$ené expresi protoonkoproteinu Evi-1
v krysich fibroblastech dochézi k jejich transformaci (59).
Zvy3en4 exprese protoonkoproteinu Evi-1 blokuje diferen-
ciaci my3i myeloidni bun&¢né linie na granulocyty (60) po
pisobeni faktoru stimulujiciho riist kolonii granulocyta (G-
CSF). Exprese protoonkoproteinu Evi-1 je vé&tsinou nedete-
kovatelnd v normdlnich hematopoetickych buiikach (55).
U leukemii dochézi k ¢etnym zm&nam uspofadani chromo-
somi (translokacim a inversim). Lidsky gen pro protoon-
koprotein Evi-1 je umistén na chromosomu 3q26 a zmé&ny
uspofadéni této oblasti t (3;21), t (3;12), t (3;3) ainv (3) &as-
to aktivuji expresi Evi-1 u myeloidnich leukemii a myelo-
dysplasii (56,57,61). Chimerni protein AML1/Evi-1 potla-
Cuje transaktivaci samotnym protoonkoproteinem AML1 ato
vede k bloku diferenciace myeloidnich bunék (61). Kom-
plementarni (antisense) oligonukleotidy k mRNA pro Evi-1
zpisobily ¢4steCné obnoveni citlivosti linie lidskych myelo-
idnich leukemickych bun€k na TGFp (55).
Protoonkoprotein Evi-1 interaguje vedle proteinu Smad 3 také
s korepresorem CtBP (C-terminal binding protein) a tato inter-
akce je nezbytnd pro ti¢innou inhibici pfenosu signilu TGFB
proteinem Smad 3 (62). Zatim neni znamo jak CtBP piisobi
jako korepresor. Byly navrieny dva modely pro tuto funkci
CtBP. V prvém modelu CtBP véaZe deacetylasy histond a ve
druhém ulinkuje jako mistek mezi specifickymi represoro-
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vymi proteiny a uvedenym komplexem Smad 3 - Evi-1 - CtBP
azpisobi kondensaci chromatinu i bez deacetylas histoni (62).
Fysiologicky antagonista protoonkoproteinu Evi-1 je fizni pro-
tein MDS 1/Evi-1, ktery naopak je$t€ zvySuje antiproliferatni
uinek TGFB (56). Chimerni protein AML1/Evi-1 v3ak nao-
pak potlaCuje inhibi¢ni a¢inek TGFp na proliferaci leukemic-
kych bun&k (55). Onkoprotein CBF (core binding factor) obsa-
huje subjednotky AML1 a CBFJ (63). Onkoprotein CBF (63)
interaguje také s oblasti enhanceru polyomaviru nebo viru,
zpusobujiciho leukemii u my3i (Moloney virus). Onkoprote-
in CBF je proto také oznatovan PEBP2 (polyoma enhancer
binding protein 2). Onkoprotein AML1 je tedy podjednotkou
B onkoproteinu CBF a nese proto také pojmenovéani CBFp2,
CBFA2, PEBP2fB nebo Runx-1 (63). Gen AML1 na chro-
mosomu 21g22 je jednim z nejvice mutovanych geni souvi-
sejicich s lidskou leukémii. Odpovidajici podjednotka 3 onko-
proteinu CBF obsahuje vazebné misto k DNA (doména Runt)
a transaktiva¥ni oblast (64). Podjednotka B zvySuje vazebnou
aktivitu podjednotky o k DNA (63). Onkoprotein CBF zvy-
Suje naptiklad transkripci z promotoru genu pro thymidinki-
nasu v myeloidnich bufikch asi t¥ikrat (63). Onkoprotein CBF
ma schopnost interagovat (63) s dal¥imi transkrip¢nimi fakto-
ry (napfiklad Ets-1, PU 1, c-myb) a s koaktivétory transkrip-
ce (napfiklad p300 s aktivitou acetylasy histoni). K expresi
onkoproteinu AML1 dochézi v primitivnich hematopoetic-
kych buiik4ch, ale neni syntetisovan ve zralé kostni dfeni (63).
Druh4 podjednotka, onkoprotein CBF, je syntetisovén ve
viech buiikich. Embrya mys§i postradajici funkeni geny pro
podjednotky CBF ¢asné umiraji v dasledku zablokované hema-
topoesy alymfopoesy (65,66). Vedle podjednotky AML1 exi-
stuji je3t& podjednotky AML2 a AML3, které téZ asociuji se
stejnou podjednotkou B onkoproteinu CBF (63). VSechny tfi
onkoproteiny AML, zv14§t€ pokud jsou syntetisoviny ve zvy-
Sené mife, mohou byt imunoprecipitovany spolené s protei-
ny R-Smad. Onkoproteiny AML1 a AML2 kooperuji s prote-
iny Smad na indukci pfesmyku imunoglobulinu A (IgA) ve
slezinnych buiikdch B aktivaci promotoru gentl IgA1 a IgA2
pfes enhancer If (67,68). Enhancer I obsahuje vazebn4 mis-
ta pro AML1 a AML2 a pro protein Smad3 (67,68).
Kone¢nym vysiedkem chromosomélni transiokace t (8 ; 21)
u AML je vznik chimemiho transkrip&niho faktoru AML1/ETO.
N-koncov4 &ast proteinu AML1, kterd ziistdvéa zachovana v pro-
teinu AML1/ETO, obsahuje vazebnou oblast pro proteiny Smad
(Smad2,Smad3). Tato oblast je homologni k proteinu FAST
(forkhead activin signal transducer), ktery se viZe k DNA a sou-
Zasng interaguje s proteiny Smad (69). Gen ETO se nachazi na
chromosomu 8. Vysledkem jeho exprese je jaderny fosfoprote-
in ETO obsahujici motiv zinkovych prsti, ktery je schopen inter-
agovat s jadernymi korepresory N-CoR a Sin3A a deacetylasa-
mi histonii (69). Funk¢nim disledkem vzniku fusniho proteinu
AMLI1/ETO je tedy pfemé&na (69) aktivatoru transkripce AML 1
(interaguje s transkripénimi faktory a acetylasami histoni) na
represor transkripce AML1/ETO (interaguje skorepresory tran-
skripce a deacetylasami histont).

Podobné a zatim je¥t& nepopsané interakce mohou hrét dile-
Zitou Glohu v diferenciaci myeloidnich bunék. Jist€ budou obje-
veny i dali fazni proteiny vzniklé zatim nepopsanymi trans-
lokacemi u myeloidni a lymfoblastické leukémie.

TGFP ve funkei supresoru nadord

Inaktivujici mutace ve ¢lenech signalni drahy TGFp byly obje-
veny u riznych druhii nddori. Obvykle souvisi spiSe s progresi
maligniho procesu neZ s jeho iniciaci. Mutace v receptoru typu
I pro TGF (TBR-II) mohou ovlivnit oblast kinasy nebo oblast
mikrosatelitnich opakujicich se sekvenci v mimobun&né ¢4s-
ti TBR-II (70-81). Zpravidla se jednd o somatické mutace, ale
byl popsan i pfipad vrozené mutace v syndromu HNPCC se
zvylenou disposici k tvorb& dédi¢ného (hereditarniho) nepo-
lyposniho kolorektdlniho karcinomu (82). Polymorfismus
genu pro receptor typu I pro TGFB (TBR-I) je spojen se zvy-
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Senym rizikem tvorby nador( (83,84). Somatickd mutace
v kinasové oblasti TBR-I u metastasujicich karcinomt prsu
byla také popséna (85), ale nebyla potvrzena v jiné laboratofi
(86). Mutace v genu pro TBR-I byla nalezena také u nékterych
karcinomil prostaty (87) a u asi 31 % karcinomi vejcovoda
(88), kde byl nalezen i polymorfismus v genu pro TBR-II (88).
Hladina receptort typu I a II pro TGFB (TBR-I a TBR-II) je
také regulovana na transkrip¢ni a postranskripéni Grovni u riz-
nych typt nadort (77, 89-93). Pokles hladiny receptori pro
TGFp miZe souviset s hor¥i prognosou pfeZiti pacienta (94).
Methylace promotorové oblasti gent pro receptory TGFP nebo
jejich mutace miZe byt odpov&dn4 za sniZenou expresi geni
pro TBR-T1a TPR-1I (95,96). SniZena transkripce genu pro TBR-
II byla popséna u Ewingova sarkomu a pfibuznych primitiv-
nich neuroektodermélnich nadorti (97). Chromosomalni trans-
lokace spoji gen pro oblast I Ewingova sarkomu (22q-12)
s genem pro transkrip&ni faktor ETS (FLI-1, Friend leukemia
virus integration 1) a vznikne chimerni transkripéni faktor
EWSRI1/FLI-1 (97), typicky pro &etné nadory jak jiz bylo vyse
uvedeno v pfipadu myeloidnich leukemii. Vznikly chimerni
transkrip&ni faktor brani aktivaci promotoru genu pro TBR-II
pomoci transkripniho faktoru Fli-1 (97).

Protein Smad 4 (Co-Smad viz obr. 1 a obr.2) byl prvnim nale-
zenym proteinem Smad u savcl. Byl nalezen pfi detekci kan-
didatniho genu pro nidorovy supresor u karcinomu slinivky
bfigni. V oblasti chromosomu 18q21.1 s ¢astymi delecemi nebo
mutacemi u malignich bun&k slinivky bfidni byl nalezen gen
DPC4 (deleted in pancreatic carcinoma, locus 4). Tento gen
(98) byl homologni s geny pro Sma a Mad a byl pozdé&ji pojme-
novin SMAD 4. Gen SMAD 4 je somaticky inaktivovan asi
u 50% karcinom slinivky bfini, 20% karcinom tlustého stie-
va, 10% karcinomu plic (98-104), ale je jen vzicn€ inaktivo-
van u ostatnich druhti nadort (105,106). Vrozené mutace genu
pro protein Smad 4 jsou zodpovédné za nékteré ptipady dédic-
né juvenilni polyposni choroby, autosomaln€ dominantniho
onemocnéni se zvy$enym rizikem vzniku gastrointestinalnich
karcinomi (107-109). Mutace v genu pro protein Smad4 ziej-
mé nejsou pfi¢inou dédi¢né formy karcinomu slinivky bfisni
(110). Dosud objevené mutace (zm&na Eteciho rdémce v disled-
ku mutaci viz horni $ipky na obr.5 a nesmyslné mutace /bez
smyslw/, napf. zavedeni stop kodonu a delece viz dolni Sipky
na obr.5) proteinu Smad 4 se vyskytuji v oblasti MH1, spojo-
vaci oblasti i v oblasti MH2 (123). Pfesny popis t&chto muta-
ci a deleci je uveden v tabulce &.1.

Gen pro protein Smad2 je umistén také na chromosomu
18q21.1, tedy v oblasti Casté ztraty alely u riznych nadori
(105). Mutace genu pro pro protein Smad2 byly popsdny u malé
&asti karcinomi tlustého stfeva a plic (111,112) a jsou sche-
maticky zndzorn&ny na obr.5 (vyznam Sipek je stejny jako
u mutaci a deleci u proteinu Smad4). Pfesny popis t€chto muta-
ci a deleci je uveden v tabulce €.2.

Smad?2 - || MH1 . . linker I MH2 .

i i

Smad4 MH1

linker MH2
Pt

Obr.5: Mutace v genech pro proteiny Smad2 a Smad 4 u karcinomii (viz
text). Horni Sipky u pfislusného genu znaci mutace zpusobujici zménu Cte-
ciho rdmce a dolni Sipky u pFisluiného genu zndzorfiuji mutace bez smys-
lu (nesmysiné mutace), nap¥. zavedeni stop -kodonu a delece. Pfesny popis
mutaci je uveden v tabulkdch &1 a 2.



Tabulka ¢.1: Mutace v genu pro protein Smad 4

Kodon Mutace Odpovidajici zm&na Umist&ni
aminokyseliny nédoru
43 TTGna TCG Leu na Ser slinivka bfiSni
100 AGGna ACG Arg na Thr slinivka bfi3ni
115 TGT na CGT Cys na Arg tlusté stfevo
130 GTCna GAC Pro na Ser tlusté stfevo
162 delece 2 bp zavedeni stop-kodonu slinivka bfi$ni
168 GGA naTGA Gly na stop-kodon tlusté stfevo
195 TACAnaTAA  Tyr nastop-kodon slinivka bfisni
202-203 delece 4 bp zavedeni stop-kodonu plice
269-270 ACTna ACTT  zavedeni stop-kodonu tlusté stfevo
336-338 delece 2bp (GA) zavedeni stop-kodonu tlusté stfevo
339-343 delece 15bp posun ¢tectho ramce tlusté stfevo
343 TCAnaTGA Ser na stop-kodon slinivka bfi$ni
343 delece 2 bp zavedeni stop-kodonu slinivka bfi¥ni
351 GAT na CAT Asp na His slinivka bfiSni
358 GGA naTGA Gly na stop-kodon tlusté stfevo,
slinivka bfi¥ni
361 CGCnaTGC ArgnaCys tlusté stfevo
361 CGCnaCAC Arg na His tlusté stfevo
363 TGT na AGT Cys na Ser tlusté stfevo
369 AAT na GAT Asn na Asp slinivka bfi$ni
370 GTCna GAC Val na Asp tlusté stfevo
406 GCGna ACG . AlanaThr slinivka bfi$ni
412 TAC naTAG Tyr na stop-kodon slinivka bfi$ni
415-416 delece 4 bp zavedent stop-kodonu tlusté sttevo
420 CGT na CAT Arg na His plice
441 CGT na CCT Arg na Pro ) plice
442 CAGnaTAG Gln na stop-kodon tlusté stfevo
445 CGAnaTGA Arg na stop-kodon tlusté stfevo
447-455 delece 25 bp zavedeni stop-kodonu tlusté stfevo
450-459 delece 28 bp zavedent stop-kodonu tlusté stfevo
457 GCAnaTCA Alana Ser slinivka bfi¥ni
483 AGT na AAT zmé&na sestfihu pre-mRNA  slinivka bfi$ni
493 GAT na CAT Asp na His slinivka bfi$ni
497 CGCnaCAC Arg na His tlusté stfevo
507 - AAAnaCAA Lys na Gln tlusté stfevo
515 AGA na GGA Argna Gln tlusté stievo
515 AGAnaTGA Arg na stop-kodon slinivka bfiSni
516 CAGnaTAG Gln na stop-kodon tlusté stfevo
516-518 delece 8 bp zavedent stop-kodonu slinivka bfisni
525 ATT na GTT Ile na Val nosohltan
526 GAAnaTAA Glu na stop-kodon nosohltan
528/529 delece 4 bp zavedeni stop-kodonu slinivka bfi$ni
540-542  delece 7 bp zavedeni stop-kodonu tlusté stfevo
Tabulka &. 2: Mutace v genu pro protein Smad 2
Kodon Mutace Odpovidajici zména Umist&ni
aminokyseliny nédoru
133 CGCna TGC Argna Cys tlusté stfevo
345-358  delece 45 bp posun ¢teciho rAmcee tlusté stfevo
346 TTT na GTT Fen na Val tlusté stfevo
431-454  delece 9 bp posun ¢teciho rAmcee plice
440 CTT na CGT Leuna Arg tlusté stfevo
- | 445 CCT na CAT Pro na His tlusté stfevo
450 GAC na GAG Asp na Glu tlusté stfevo
450 GACnaCAG Asp na His plice

Mutace genu pro protein Smad 3 nebyly zatim nalezeny, pfes-
toZe je tento gen umistén na chromosomu 15¢21-22 v oblasti
Casté ztraty alely u riznych typi nddort (100,102,113). U mysi
s homozygotni deleci genu pro Smad 3 dochazi ke vzniku agre-
sivnich metastasujicich kolorektélnich karcinomi (114).
Mutace v genech pro inhibi¢ni proteiny Smad (proteiny Smad
6 a Smad 7) nebyly zatim nalezeny. Gen pro protein Smad 6
je umistén na chromosomu 15q21-22 a gen pro protein Smad
7 na chromosomu 18q21.1 (115,116). Oba tyto geny leZi
v oblasti asté ztraty alely u nddor(. Zvy3ena exprese inhibi¢-
nich proteinit Smad 6 a 7 byla pozorovéna u karcinomt sli-
nivky bfisnf (117,118).

Mechanismus, jakym mutace v genech pro proteiny Smad
ovliviiuji pfenos signalu TGFp, je zatim v&t§inou neznamy.
Mutace konzervativniho argininového zbytku v oblasti MH1

proteinii Smad?2 a Smad4 sniZuji stabilitu t€chto proteinti Smad
(119). V uvedeném pfipadu se jednalo o zimé&nu argininu za
cystein v poloze 133 proteinu Smad 2 a tato mutace byla nale-
zena u karcinomu tlustého stfeva a o zimé&nu argininu za thre-
onin v poloze 100 proteinu Smad 4, kter4 byla nalezena u kar-
cinomu slinivky bfisni (119). Oba proteiny Smad se stavaji
nasledkem uvedenych mutaci pfedurceny k rychié degradaci
proteasomy po pfedchozi ubikvitinaci (119). Mutace v prote-
inech R-Smad nalezené u karcinom@i mohou také branit fos-
forylaci a tim aktivaci proteinti R-Smad i¢inkem kinasové akti-
vity proteinu TBR-I (111), ovliviiovat oligomerizaci proteinii
Smad a tvorbu funkéniho komplexu R-Smad-Co-Smad (120),
stabilizovat intramolekuldrni interakce mezi doménami MH1
a MH2 proteinii Smad a tim drZet proteiny Smad v neaktivni
formé& (121) nebo ovliviiovat vazbu proteind Smad k DNA
a interakce s dal$imi transkrip&nimi faktory nebo koaktivéto-
ry ¢&i korepresory transkripce (122,123).

TGFp a bunéény cyklus

Inhibi¢ni u¢inek TGFp na proliferaci bunék spodiva v pro-
dlouZeni faze G1 bun&&ného cyklu (2, 124). Produkt exprese
genu pro nadorovy supresor retinoblastomu (pRB) inhibuje
pfechod bun&k z faze G1 do faze S pokud neni fosforylovany.
Protein RB piisobi pfes vazbu s transkrip&nimi regultory (fak-
tor E2F a dali). Fosforylaci pRB je zruSena interakce s
faktorem E2F a dojde k aktivaci transkripce fady gend, jejichZ
produkty exprese jsou nutné pro vstup bunék do faze S bunéc-
ného cyklu (2,125,126). Uinek TGFJ drZi pRB v nefosfory-
lované form& tim, Ze ovliviiuje expresi cyklind ve fézi G1, na
cyklinu zavislych kinas (cdk) a inhibitorl cdk fadou tran-
skripénich, translaénich a postransla¢nich mechanismi (2).
TGFp blokuje expresi cyklinu A a cyklinu E ve fazi G1 buné¢-
ného cyklu, inhibuje aktivaci cdk2 a potlacuje syntézu cdk4,
tedy hlavnich katalytickych podjednotek cyklinii A,E a D, kte-
ré fosforyluji pRB a stimuluji pfechod do faze S bunétného
cyklu (126). Inhibi¢ni 4¢inek TGFp na proliferaci bun€k zesi-
Tuji inhibitory cdk. TGFp stimuluje expresi (124) té€chto inhi-
bitori cdk (p21 /WAF1, CAP20, CIPV, p27XiPl, p57Kip2,
pl 51nk4B) .

TGFp a apoptosa

Zvy$end koncentrace TGFf vyvolava apoptosu (programova-
nou buné¢nou smrt) u celé fady bunek. Buiiky nddoru s poru-
chou pfenosu signdlu TGFp jsou resistentni k apoptotickému
u¢inku TGFP. Reaktivni formy kysliku a kaspasy hraji hlavni
tilohu v apoptose indukované pomoci TGFp (127-129). Ulo-
ha dal3ich proapoptotickych nebo antiapoptotickych molekul
je viak jiZ zdvisla na druhu bun&k (130-135). Proapoptoticky
vliv TGFP je nezavisly na p53 (134) i kdyZ zvySend exprese
p53 po a¢inku TGFp byla téZ popséna (130). Po piisobeni
TGFp1 byla ukdzana sniZena exprese proteinti Bcl-2 a Bel-X; ,
které inhibuji apoptosu (131-134). Byla v§ak popsina i nezmé-
né&n4 exprese téchto proteinil z rodiny Bcl-2 po piisobeni TGFB
(135). Exprese proteinii Bax a Bak ze stejné rodiny Bcl-2, kte-
ré viak stimuluji apoptosu, nebyla po piisobeni TGFB zmé&né-
na (133,135). Pfi apoptose vyvolané ufinkem TGFP1 docha-
zi ke zvySeni prichodnosti mitochondridlnich membran
ucinkem reaktivnich forem kysliku (128). Cytochrom ¢ jeuvol-
nén z mitochondrii do cytoplasmy a zde indukuje faktor akti-
vujici apoptotické proteasy (Apaf-1), ktery oligomerisuje atvo-
i s kaspasou 9 proteinovy komplex o velikosti 700 kDa.
Komplex se nazyva apoptosom a aktivuje kaskadu dalich
kaspas (129,136). Kaspasy jsou cytoplasmatické cysteinové
proteasy $tépici proteiny za zbytkem kyseliny asparagové.
Kaspasy $t&pi tzv. substraty smrti (,,death substrates*), ke kte-
rym patfi napf. aktin, poly(ADPribosa)polymerasa aj.

TGFp a angiogenesa

Soustava trubic (cév a Zil) vystlanych endothelem zaji¥tuje
priitok krve podle potfeb organismu, jednotlivych tkani a orga-

@\\5‘“ /(‘}&a CKA ONKOLOGEE 15 12002 11




ni. Kardiovaskularni systém je prvnim vyvinutym a funk&nim
systémem b&hem embryogenese. Za tvorbu cév a Zil jsou odpo-
v&dné dva procesy: vaskulogenesa a angiogenesa. Vaskulo-
genesa je omezena na ¢asny vyvoj embrya a zahrnuje diferen-
ciaci mesodermalnich prekursorti na endothelilni butiky.
Angiogenesa mizZe probihat i po narozeni jedince a v dospé-
losti a pfedstavuje tvorbu novych kapilar z jichZ existujicich
kapildr.

Nédory si vytvafeji vlastni endogenni mikrocirkulaci. Angio-
genesa hraje duleZitou dlohu pfi ristu nddorti. Folkman (137)
jiZ vroce 1971 ukézal, Ze u nadort vétsich neZ 2-3 mm docha-
zik angiogenese z diivodi nedostatedné difuse kysliku a Zivin.
Dnes je jiZ jasné, Ze angiogenesa neni jen nezbytnd pro rist
nédoru, ale také souvisi s pfemé&nou premaligniho nadoru na
zhoubny nédor s tvorbou metastdz (138,139). ZvySena expre-
se cytokinu VEGF (vascular endothelial growth factor), ktery
hraje hlavni Glohu v angiogenese, souvisi s ristem nidoru
a3patnou prognosou na pfeZiti pacientll. Celé fada dal$ich cyto-
kind vedle VEGF ovliviiuje angiogenni aktivitu. Patfi sem
ristovy faktor fibroblastli, endothelidlni riistovy faktor desti-
ek, angiogenin a TGFp (138,139).

TGFp1 indukuje angiogenesu in vitro (140-142) a in vivo
(143,144). Ned4avno bylo uk4zano na souboru pacientu s ade-
nokarcinomem plic, Y¢ TGFB1 positivn& ovliviiuje angioge-
nesu nadoru a hladina TGFp1 je dileZitym prognostickym fak-
torem pro tyto pacienty (145). Hladina TGFB1 méfena
imunohistochemickou analyzou byla zna&né zvySena u paci-
entl s metastasou do lymfatickych uzlin au pokrocilejsich sta-
dii adenokarcinom! plic a byla podstatné vy3&i neZ v normal-
ni kéni plic (145).

Ulohu TGFp ve vaskulogenese potvrdily pokusy na mysich
s cilené vyfazenym genem pro TGFB1 (146) nebo pro TBR-II
(147). Tyto mutace jsou letilni v embryonalnim vyvoji
v diisledku poruchy tvorby Zloutkového vaku a hematopoesy.

TGFp a imunitni systém

TGFp potlacuje aktivaci, proliferaci a funkci lymfocytd in vivo
(148,149). Tyto nélezy byly potvrzeny pokusy na mySich
homozygotnich na nulovou mutaci TGFp1 (TGFB1 gene
knockout). Tyto my$i umiraji v prenatdlnim obdobi jak bylo
vy3e uvedeno nebo n€kolik tydnil po narozeni na zanéty zpl-
sobené masivni proliferaci lymfocyta (150).

Aktivni exogenni TGFB je schopen potla¢it ur¢ité imunitni
odpovédi in vivo (151) a zabranit autoimunitnim onemocné&-
nim (152,153). Nadory sekretujici TGFP nebo nadory sti-
mulujici sekreci latentniho TGFf hostitelskymi buiikami
v sousedstvi nadori rychleji rostou (154). Rostouci nddory
stimuluji B lymfocyty k sekreci IgG a IgG-TGF proti epi-
topiim k jejichZ expresi dochazi u niadorovych bunék
(155,156). IgG-TGFp se vaZe na Fc receptory na mononuk-
learnich butikdch ,,Veto* kostni dfené&. Tyto buiiky interagu-
ji s nddorové specifickymi cytolytickymi T lymfocyty, akti-
vuji TGFP a tim zabrani aktivaci a proliferaci cytolytickych
T lymfocytd (155,156). Aktivované cytolytické T lymfocy-
ty jsou nezbytné pro eliminaci nebo kontrolu ristu vétsiny
nadort.

TGFB je dileZity pro homeostasu riiznych systémi a proto
inhibice TGFP pomoci neutraliza¥ni protilatky proti aktivni-
mu TGFJ se nezda nejlepiim p¥istupem i kdyZ byla pokusné
pouZita in vivo (156). Lep¥im pfistupem k zabrin&éni TGFf
v potlaeni imunitni odpovédi na nddorové buiiky se zda byt
bliZ3i charakterisace bun¢k ,,Veto* a nalezeni zplsobu jak
zabrénit jejich negativni funkci na cytolytické T lymfocyty
(156).

Utinek TGFB v riiznych stadiich tvorby nadori

Rada modelovych systémii in vitro a in vivo ukazala, e TGFp
inhibuje proliferaci bun&k v ranych stadiich tvorby nadoru.
Cilené vyfazeni genu pro TGFB1 vedlo k rychlému maligni-
mu procesu u tvoficich se my$ich karcinomii kiiZze a tlustého

12 KLINICKA ONKOLOGIE 15 112002

stfeva (157,158). Naopak jiZ vytvofené nadory se €asto stanou
resistentnimi na a¢inek TGFp i kdy? sekretuji velkd mnoZstvi
tohoto cytokinu (1-5). Zvy$en4 hladina TGFp je potom nega-
tivnim prognostickym faktorem u v&tSiny typl nadori. Nado-
rovy supresor (von Hippel-Lindau) sniZuje poloas Zivotnos-
ti mRNA pro TGFp1 a sekreci cytokinu TGFp (159). Bylo to
zji§t€no transfekci nemutovaného genu pro uvedeny nadoro-
vy supresor do linie bun€k karcinomu ledviny defektnich na
tento néddorovy supresor (159). Protilatka proti TGFp sniZila
angiogenesu a redukovala objem nadoru u imunodeficitnich
mys3i s inokulovanou linif bunék karcinomu ledviny defekt-
nich nauvedeny nadorovy supresor (159). SniZenim endogenni
produkce TGFp1 v linii krysich bun&k karcinomu prostaty vne-
senim tzv. antisense DNA pro TGFB1 dochazi k obnoveni imu-
nogenicity nadorovych bunék (160).

Obdobna strategie sniZeni hladiny TGFP pomoci antisense
RNA nebo antisense oligonukleotidii byla pouZita i pfi expe-
rimentdlni indukci regrese fady dalSich nadort (161-163). Nao-
pak experimentalné vyvolana zvy$ena exprese TGFP1 v linii
lidskych bunék karcinomu prostaty zvySila angiogenesu
a schopnost metastasovat po inokulaci do imunodeficitnich
mysi (164).

Transmembranovy protein BAMBI (BMP and activin mem-
brane-bound inhibitor) tvoii heterodimery s receptory typu
I (TBR-I) a tim br4ni jejich aktivaci pomoci TBR-II (165)
a zeslabuje pfenos signilu TGFf. Exprese proteinu BAMBI
Jje sniZena v liniich bun¢k melanomu i v primarnich nadorech
asouvisi s potencidlem bun¢k metastasovat (166). To op&t uka-
zuje, Ze zvySeny pfenos signalu u jiZ vytvofenych nadori sou-
visi s jejich metastasujicim fenotypem. ZvySena exprese ziej-
me funkénich TPR-II u lidskych karcinomi slinivky bfi3ni je
spojena se sniZenou dobou pfeZiti takto postiZzenych pacient
(167). Naopak sniZen4 hladina mRNA pro TBR-1i TBR-II byla
nalezena u vét3iny kolorektdlnich karcinomi (93). Hladina
mRNA pro TGFB1 i hladina proteinu TGFB1 byla naopak zvy-
$ena u té&chto kolorektalnich karcinom (93).

Farmakologické a experimentalni ovlivnéni hladiny TGFf
a pienosu signalu TGFp v buiikach

Jak jiZ bylo vy3e uvedeno, TGFP je v polatetni fizi vzniku
nédord G¢innym inhibitorem tohoto procesu. Chemopreven-
tivni a¢inky retinoidii a tamoxifenu jsou zfejmé zprostfedko-
vény pfes TGFB. Kyselina retinov4 (vitamin A) indukuje sekre-
ciaaktivaci TGFP1 a TGFpB2 v endothelidlnich a epithelislnich
buiiké4ch hornich cest dychacich, kiiZze, d€loZniho ¢ipku a pro-
staty in vitro a in vivo (168-172). Retinoidy silné sniZuji opa-
kovany vyskyt primarnich nddori u pacientt s vylé¢enym kar-
cinomem nosohltanu (1). Nedavné klinické studie ukézaly, Ze
tamoxifen indukuje produkci TGFf (173-175). Poddvani tamo-
xifenu Zendm v silné rizikové skuping na vyskyt karcinomu
prsu miiZe zabranit vzniku karcinomu prsu (176-178). Che-
moprevence pomoci retinoidd a tamoxifenu tedy souvisi
s indukci TGFf, i kdyZ mechanismus zodpov&dny za u€inek
t&chto farmak je zatim nejasny.

U pokrocilych nadort, obvykle jiZ resistentnich na u&inek
TGFB, je naopak zapotfebi sniZit hladinu TGFp. Jak jiZ bylo
vy3e uvedeno, 1ze toho docilit vnesenim antisense DNA pro
TGFp, kter4 je transkribovana v butikdch karcinomu na anti-
sense RNA pro TGFp a ta potom blokuje syntézu TGFp. U¢in-
né je i vneseni antisense oligonukleotidi, zvla§té modifikova-
nych pro ziskéni vétsi stability v butikdch karcinomu. Dal3i
metodou je pouZiti protilatek proti TGFP. Lze té% pod4vat pro-
tein dekorin, ktery viZe TGFf (179,180). Tyto metody jsou
zatim pouZivany jen experimentalné.

Hladina funk¢éniho proteinu Smad 4 je vétSinou silng sniZena
u karcinomi slinivky bfi$ni a proto transfekce plasmidovou
DNA se zabudovanym genem pro Smad 4 za G¢innym pro-
motorem by mohla zpusobit potlaeni nddoru. Experimental-
né bylo zjist€no (181), Ze opravdu dochazi k supresi nadorii
v pokusech, kdy byly takto zpracované lidské buiiky adeno-




karcinomu Hs766T injikovany do imunodeficitnich nahych
mysi . NeoCekavane se viak zjistilo, Z¢ mechanismus G¢inku
zvySené hladiny Smad4 neni v obnoveni citlivosti nidoru na
uginek TGFp, ale pravdépodobng ve sniZené expresi VEGF
(vascular endothelial growth factor) a ve zvy3ené expresi inhi-
bitoru angiogenesy, thrombospondinu 1 (181).

Aplikace antisense DNA nebo antisense oligonukleotidil cile-
nych na inhibici syntézy inhibi¢niho proteinu Smad 7 by moh-
lo zvyfit pfenos signdlu TGFp napf. u nadort slinivky bfi3ni,
kde protein Smad 7 urychluje rist karcinomu (118). Nedavno
bylo ukazano, Ze protein Smad 7 asociuje s proteinem Smurf
2, E3 ubikvitinligasou, ktera se podili na degradaci proteinu
Smad 2 v jadfe buné€k (182,183). Komplex proteinii Smad 7-
Smurf 2 se vaZe k aktivovanému TPR-1a pteduréuje ho k rychlé
degradaci proteasomy (182).

Bé&hem poslednich let se dosdhlo vyznamného pokroku
v poznéni signilni drahy TGFp. Zaroveii byla uké4zana dile-
Zitost signélni dréhy cytokinii rodiny TGFp nejen v procesu
vzniku nddord, ale i vembryonélnim vyvoji, angiogenese, fib-
rotickych onemocnéni ledvin, jater a plic, hojent ran, athero-
sklerose a selhani ledvin spojeném s diabetem mellitus typu I
(3,123, 184-186).

Tento piehledny referat vznikl v ramci feSeni vizkum-
ného grantového projektu NC 5535-3 IGA MZ CR
(Geneticka analyza kandidatnich gendi u akutni myelo-
idni leukemie a myelodysplastického syndromu). Déku-
ji sleéné Olze Kubrové za pomoc s piipravou obrazkia
a MUDr. J.Jelinkovi,CSc. za piecteni rukopisu a cenné
pripominky.
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