VYZNAM ALTERACI ADHEZIVNICH MOLEKUL CD44 V MALIGNIM
CHOVANI NADORU

SIGNIFICANCE OF CD44 ADHESION MOLECULES ALTERATIONS
IN THE MALIGNANT BEHAVIOUR OF TUMOURS

KUNCOVA J., MANDYS V., HERACEK J., LUKES M., ZACHOVAL R., URBAN M.

UROLOGICKA KLINIKA A USTAV PATOLOGIE 3. LF UK A FNKV PRAHA
USTAV EXPERIMENTALNI MEDICINY AV CR PRAHA

Souhrn: V progresi malignich nddort hraji vyznamnou tlohu zmény mezibuné¢nych interakci, jeZ jsou mimo jiné zajistova-
ny adhezivnimi molekulami. Proteiny CD44 skupiny jsou buné¢né adhezivni molekuly, ubikviterné exprimované na bunéc-
nych membranach mnoha tkéani organizmu. Standardni forma i variantni izoformy CD44 jsou kédovéany jednim genem a pfi
jejich vzniku se zasadnim zpisobem uplatiiuje mechanizmus variabilniho sestfihu. CD44 proteiny zajistuji mezibunécnou adhe-
zi v embryogenezi, hraji dileZitou roli v procesu myelopoeze, lymfopoeze a angiogeneze, v aktivaci a ,,homingu* lymfocyta
a ucastni se napf. i degradace hyalurondtu. V malignich naddorech neni vyznam alteraci proteini skupiny CD44 zcela piesné
objasnén, ale jejich exprese a zastoupeni variantnich izoforem v malignich tkdnich jsou nepochybné odli$né od tkani nenado-
rovych. V rtiznych typech epitelovych nadorti byl kromé up- a down-regulace popsin i zménény vzorec exprese variantnich
izoforem. Predkladana prace shrnuje soucasné poznatky o expresi CD44 molekul v nddorové tkani a uvadi piehled exprese
CD44 v karcinomu mocového méchyte, ovaria, mlééné 7lazy, Zaludku, v rendlnim a v hepatoceluldrnim karcinomu, v dlazdi-
cobunécném karcinomu hlavy a krku a v nemalobuné¢nych karcinomech plic.
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Summary: Changes of intracelullar interactions which are also mediated by the cell adhesion molecules play an important role
in the progresion of malignant tumours. Proteins of the CD44 family are cell adhesion molecules, which are ubiquitously
expressed on cell membranes of a wide range of tissues. The standard form and it’s variant isoforms are encoded by a single
gene. The mechanism of alternative splicing is crucial for formation of different isoforms. CD44 proteins are responsible for
maintenance of the cell adhesion during embryogenesis, they play an important role at the process of myelopoesis,
lymphopoesis and angiogenesis, in lymhocyte activation and homing and also in hyaluronate degradation. Although the
expression and occurence of variant CD44 isoforms in malignant tissues differs obviously from their expression in non-
malignant tissues, the significance of alterations of these proteins in malignant tumours has not been clearly established yet.
Apart from the up- and down-regulation, changing patterns of variantisoforms expression has been also described in the diverse
types of malignant epithelial tumours. This article summarizes recent findings on the expression of CD44 molecules in
malignant tissues and reviews CD44 expression in carcinomas of urinary bladder, ovarium, mammary gland and stomach, in

renal and hepatocellular carcinoma, squamous carcinoma of head and neck and in non-small cell lung carcinomas.
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Uvod

V pribéhu poslednich desetileti byly dosaZzeny vyznamné
pokroky v poznani molekuldrnich mechanizmti niddorové
transformace bunék. V nadorech byly charakterizovéany alte-
race fady genil, Gcastnicich se regulaci zakladnich bunécnych
funkci, jako jsou déleni, produkce regulacnich a strukturalnich
proteinli a regulovand buné¢na smrt. Podle teorie vicestuptio-
vého priibéhu kancerogeneze je nahromadéni poruch téchto
genll zakladni podminkou pro vznik primarniho nadoru. Kro-
mé lokdlniho piisobeni primarnich nddorti ma pro osud nemoc-
nych podstatny vyznam i progrese nddoru, charakterizovani
jeho prortstanim do okolnich tkdni a zakldddnim sekundar-
nich loZisek - metastaz. Progrese nadort, tj. infiltrativni rast
a metastazovani, jsou hlavnimi definujicimi znaky nadora
malignich. Ve srovnani se §ifi poznatki o mechanizmech nado-
rové transformace buiiky vedouci ke vzniku primarnich nado-
rt jsou informace o molekuldrnich alteracich, které jsou pod-
kladem progrese nddort, dosud zna¢n€ omezené. Z tohoto
divodu se znacné ¢ast onkologického vyzkumu soustieduje
prave na tuto oblast. V soucasné dobé je zfejmé, Ze v progre-
sinddort hraji - kromé vlastnosti nddorovych bunék - vyznam-
nou roli poruchy bunéénych interakci a ptisobeni niddorovych
bunék na extracelularni stromalni struktury. Tyto procesy jsou
zprostfedkovany zejména plisobenim protedz produkovanych

nadorovymi buiikami (1) a kvantitativnimi a kvalitativnimi
zménami adhezivnich molekul, lokalizovanych na povrchu
bunék (2).

Skupina CD44 molekul

Adhezivni molekuly patfici do skupiny CD44 jsou struktury
glykoproteinové povahy, exprimované ubikviterné na povr-
chu bunék. Podileji se na zaji$téni adhezi mezi burikami a extra-
celularni matrix i mezi buitkami navzajem. Poprvé byly tyto
glykoproteiny identifikovany na lymfocytech jako molekuly
funk¢né vyznamné v procesu bunécéné adheze a ,homingu®
lymfocytl. S postupujicim vyzkumem CD44 molekul byla
popséna exprese riznych forem CD44 v jednotlivych typech
tkani a bylo rozpozndno mnoho jejich dal$ich forem a funkci,
vyznamnych mimo jiné i v procesu maligniho bujeni (3-5).

Struktura

Skupinu CD44 tvoii jednak standardni izoforma molekuly -
CD44s, jednak variabilni izoformy, jeZ jsou povSechné ozna-
¢ovany CD44v. CD44 protein je kddovan genem obsahujicim
2 skupiny exond, lokalizovanym na 11. chromozomu v lokusu
11p13 (6). Skupina tzv. standardnich exont zahrnuje exony
1-5 a 16-20, které podléhaji spole¢nému sestiihu, ¢imz vznika
transkript, ktery nasledné€ koduje standardni izoformu CD44s.
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Obr. 1: Schéma exonu genu CD 44.

CD44 standardni forma (exony 1-5 a 16-20)

BT [i8] wian

Variantni exony (6-15) jsou pfi alternativnim sestfihu vkladany
mezi exony standardni formy v riznych kombinacich.

Skupina variabilnich exont je sloZena z exonil 6-15, oznaco-
vanych také jako v1-v10 (7-9). Vznik variabilnich izoforem je
zprostfedkovan transkripci, sestfihem a naslednou inzerci téch-
to variabilnich exonil mezi standardni exony (Obr. 1). Sestiih
variabilnich exont do vysledné mRNA je také oznacovén jako
alternativni sestfih. Podle typu zafazeného exonu jsou varia-
bilni izoformy znaceny ¢islem, napt. CD44v3, CD44v6, atd.
Mechanizmus kontroly alternativniho sestfihu neni dosud
znadm, uvazuje se napiiklad o regulaci CD44 promotoru onko-
genem Ras (10,11). Pozoruhodné je, Ze jednotlivé buiiky prav-
dépodobné vykazuji jistou schopnost zménit spektrum expre-
se CD44 podle svych potieb.

Nejrozsifenéjsi formou CD44 glykoproteini je standardni izo-
forma, CD44s, kterd je tvofena 363 aminokyselinami. Mole-
kulovd hmotnost jejiho proteinového jadra (protein core) je 37
kDa. V disledku vazby glykosaminoglykanovych fetézct
(napt. chondroitinsulfitu ¢i heparansulfitu) na toto jadro je
vysledna molekulovd hmotnost CD44s ptiblizné 80 kDa (12).
Zakladni struktura v§ech molekul CD44 je shodnd. Je tvofena
tfemi doménami - cytoplazmatickou, transmembranovou
a extracelularni. Cytoplazmatickd doména tvoii tzv. C-termi-
nalni konec molekuly. Je vysoce konzervativni a je sloZena ze
72 aminokyselin. Druhd, transmembranova, doména sestava
z 21 aminokyselin, u sav¢ich druhi je 100% konzervativni.
Nejvétsi ¢ast molekuly CD44 predstavuje extraceluldrni domé-
na (tzv. N - termindlni konec) tvofend 270 aminokyselinami
s konzervativnimi i variabilnimi oblastmi. C terminalni konec
je kédovan exonem 19 ¢i 20, transmembrdnovy segment exo-
nem 18. Variabilni ¢ast extracelularni domény je dle typu
CD44v kédovana variantnimi exony 6-15 (13). Zmény struk-
tury i funkce molekul CD44 jsou mimo jiné vyznamné ovliv-
fovény Sirokym spektrem posttranslacnich tprav, predev§im
N- a O- glykosylaci, kterd modifikuje vazebné charakteristi-
ky riznych izoforem CD44 (13). Rizné izoformy CD44 vyka-
zuji rozdilné vzorce glykosylace. Skute¢nost, Ze nékteré izo-
formy se vyskytuji v glykosylované i neglykosylované podobé
nasvédCuje tomu, Ze Cast funkci CD44 nezdvisi na vazbé
postrannich glykosaminoglykanovych fetézci. V disledku
glykosylace miiZe hmotnost nejvétSich molekul CD44 piesa-
hovat 200 kDa. Izoformy o stiedni velikosti (110-160 kDa)
predstavuji molekuly exprimované predevsim na epitelidlnich
burikéch (14).

Exprese v normalnich tkanich

CD44s glykoprotein byl piivodné izolovan na hemopoetickych
burikdch. S postupujicim vyzkumem bylo vSak zjiSténo, Ze se
nachdazi na vétSiné€ bunék riznych tkani (15,16). Je exprimo-
véan napf. na butikich CNS, epidermis, v jatrech, v plicich, pan-
kreatu a na butikdch mnoha dalSich tkani (12,13,17-19). Vyskyt
variabilnich izoforem je mnohem méné rozsifeny, neZ zastou-
peni CD44s (13,20). Napiiklad na epitelovych buiik4ch, stej-
né jako na buiikdch hemopoetického systému, jsou variabilni
izoformy exprimovany podle vzorce specifického pro danou
tkan. Je tedy pravdépodobné, Ze proces alternativniho sestfi-
hu je velmi striktné regulovan a Ze pravé variabilni izoformy
se specifickymi Gseky a s omezenou distribuci maji rozdilné,
pridatné funkce ve vztahu k CD44s (12,21). Rtzné formy
CD44v jsou nachazeny napf. na keratinocytech, urotelu, buii-
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kach Zalude¢ni sliznice, na aktivovanych lymfocytech a mak-
rofazich a na butikach dal$ich tkani (22,23). CD44 je expri-
movéanivembryondlnich tkdnich, kde se i€¢astni procesu orga-
nogeneze (3,20,24).

Ligandy a funkce

Nejvyznamnéjsi ligandou molekul CD44 je kyselina hyaluro-
nova (hyaluronit, HA), glykosaminoglykan béZné zastoupe-
ny v extracelularni matrix (25). VSechny molekuly CD44 obsa-
huji nejméné 3 vazebnd mista pro hyaluront. Jednim z nich
jetzv. CLP doména (cartilage link protein), kddovand exonem
2,(26) dalsi 2 domény se nalézaji v oblasti kddované exonem
5 (27). HA vazebné domény jsou konstantnimi a vysoce kon-
zervativnimi ¢4stmi extracelularni domény vSech molekul
CD44. Schopnost bunék vézat hyaluronat prostiednictvim
CD44 je podminéna existenci dalSich regulacnich mechaniz-
mi. To vysvétluje okolnost, Ze ne viechny buiiky exprimuji-
ci CD44 vazi HA (13). Dal§imi minoritnimi ligandami CD 44
jsou osteopontin, serglycin, kolagen, fibronektin a laminin (28-
31). Osteopontin je cytokin uvoliiovany riznymi typy bunék,
hrajici roli v procesu bunécné chemotaxe. Kolagen, fibronek-
tin a laminin se vaZzi na molekulu CD44 nepiimo, prostfed-
nictvim polysacharidu chondroitinu, navdzaného na moleku-
lu CD44 v oblasti exonu 5 (30,32). RovnéZ serglycin, patfici
do skupiny proteoglykan®i pojmenované pro repetitivni Ser-
Gly dipeptidové sekvence se vaZe na molekulu CD44 nepfti-
mo (33).

Vazba HA-CD44 je ovlivnéna urovni glykosylace molekuly
CD44 a pravdépodobné i mnoha dal§imi mechanizmy, které,
stejné jako regulace glykosylace, nejsou dosud presné zndmy
(12,13,20). Je viak jisté, Ze tyto mechanizmy vyznamné modi-
fikuji i dalsi funkce CD44, uplatiiujici se v patologickych pro-
cesech v organizmu. Schopnost riiznych variantnich izoforem
CD44 vazat HA je rizna (34). Zda se, Ze aCkoliv CD44v obsa-
huji vazebnou doménu pro hyaluronét, je droverni vazby HA
variantnimi izoformami niZ8i, pravé diky pfitomnosti variant-
nich oblasti (35). Inhibi¢ni efekt variantnich tsekii molekuly
je pfidatnym jevem, souvisejicim patrné s jejich glykosylaci.
Vazebné studie ukazuji, Ze ty molekuly CD44v, které nebyly
O-glykosylovany, mohou vazat HA stejné efektivné jako
CD44s (35). Inhibi¢ni efekt na vazbu HA vykazuje i N-gly-
kosylace. Inhibice N-glykosylace usnadiiuje vazbu HA (36).
Zastava glykosylace miZe diky mutaci na specifickych loku-
sech vést ke konverzi ve formu potencidlné vazebné aktivni.
Ve vztahu k vazbé na HA jsou tedy molekuly CD44 exprimo-
vany na buiikich v aktivnim, inaktivnim ¢i indukovatelném
stavu. Rozdily ve vazebném stavu CD44 k HA jsou specific-
ké pro konkrétni buiiky a souviseji s typem posttranslacnich
modifikaci molekuly (37). V nékterych typech bunék mize
byt schopnost ptivodné neaktivni molekuly CD44 vazat HA
ovlivnéna i interakci se specifickymi protilatkami. Tohoto
,-aktivniho stavu® miZe byt rovnéZ dosaZeno inkubaci bun¢k
se stimulujicimi ¢inidly, napf. forbolestery ¢i interleukiny (38).
Pro vysokou vazebnou afinitu CD44 k hyaluronétu je nutné
i intaktni cytoplazmatickd doména. Stav této domény ovliv-
fluje vazbu extraceluldrniho HA pravdépodobné cestou mem-
branovych pfesunt, dimerizace ¢i shlukovanim molekul CD44
(13). Cestou detailni mutacni analyzy zdsaditych aminokyse-
linovych skupin v cytoplazmatické doméné byla definovéna
specifickd argininové a lyzinova rezidua, pomoci kterych l4t-
ky stimulujici protein kindzu C (PKC) rozdilnym zpiisobem
regulovaly vazbu HA (39). Hlavni funkci cytoplazmatické
domény je vSak pfenos signall z extracelularniho prostfedi
(40). Tato doména se pfimo viZe na mnoZstvi intracelularnich
proteintl. Byla v ni identifikovdna vazebni doména pro anky-
rin (41,42), jehoZ vazba je pravdépodobné usnadiiovina nava-
zanim palmitoylanu na rezidua aminokyselin obsaZen4 v mole-
kule CD44 (43). Je pravdépodobné, Ze existuje i souvislost
mezi schopnosti vazat ankyrin a vazbou HA (42,44).

Dalsimi intraceluldrnimi proteiny, které maji schopnost vaz-



by na cytoplazmatickou doménu CD44, jsou tzv. ERM prote-
iny (ezrin, radixin, moesin) (27), které se rovnéZ ucastni na
prenosu signdltl z okoli do buiiky. Ankyrin a ERM proteiny
propojuji slozky buné¢né membrany se siti intracelularnich
aktinovych filament, ¢imz zprostfedkuji i kontakt CD44 s cyto-
skeletélni soustavou buiiky a tim ovliviiuji bunécnou motili-
tu, migraci a mimo jiné i membrdnovou lokalizaci CD44 (45).
Dosud ziskané poznatky svédci tedy pro to, Ze CD44 glyko-
proteiny zprostiedkuji diileZité dynamické intra- i extracelu-
larni interakce.

Diky schopnosti vdzat vyznamné slozky extraceluldrni matrix
se molekuly CD44 podileji na udrZovani trojrozmérné struk-
tury tkéni, na migraci i agregaci bunék a na vazebnych inter-
akcich mezi lymfocyty a endotelidlnimi butikami (12,13,20).
V proliferujicich epitelovych buiikdch i v dal3ich buiikdch
zucastnénych v regeneraci tkdni a v reparacnich procesech
dochézi k up-regulaci CD44 i HA, ¢imzZ se vytvareji struktury
pfipominajici leSeni, umoZiiujici naslednou vazbu dalSich
bunék béhem tkaniové expanze (46,47). K akumulaci HA
dochézi pti angiogenezi, hojeni ran i béhem migrace embryo-
nalnich bunék (47-49). Vzijemna vazba HA a CD44 muze
mimo jiné indukovat i zménu genové exprese. Tim se CD44
uplatiiuje v regulaci sekrece cytokint, v aktivaci lymfocytt
a buné€k monocyto-makrofagového systému a pii angiogene-
zi. Navic v makrofazich bylo identifikovano mnoZstvi ,,zanét-
livych gent, jejichZ exprese miiZe byt indukovana HA oli-
gomery (50). Semi-purifikované, hyaluroniddzou roz§tépené
fragmenty hyalurondtu mohou stimulovat proliferaci a migra-
ci endotelidlnich buné€k a urychlovat proces angiogeneze in
vivo (51,52).

CD44 je diferencia¢nim antigenem v procesu myelopoezy
alymfopoezy, v pribéhu embryogeneze umoZiiuje remodela-
ci extracelularni matrix. CD44 rovnéZ umoziuje agregaci
bunék, a to multivalentni vazbou hyaluronatu k molekulam
CD44 nalézajicim se na okolnich buiikich, nebo vzdjemnou
vazbou mezi molekulami CD44, uskute¢tiovanou pomoci
jejich glykosylovanych ¢asti (53). HA dependentni vazby se
ucastni zejména agregace makrofagil, lymfocyti a fibroblas-
tt (54). V této souvislosti je duleZité, Ze pravé proliferujici buti-
ky jsou bohaté na hyaluronét (46).

Molekula CD44 se ucastni i degradace hyaluronatu. Komplex
CD44-HA je internalizovén a nésledné pfipojen k lyzosomal-
nimu kompartmentu, kde je degradovan kyselymi hydrol4za-
mi (55). VySe uvedena funkce CD44 mé velky vyznam vzhle-
dem k moZnym negativnim efektiim hromadéni hyaluronatu,
napf. v plicni tkani, kde interferuje s vyménou plynti (55).

CD44 v procesu maligniho nadorového bujeni

Zajem o vyznam CD44 v procesu maligniho bujeni byl vyvo-
lan zejména po objevu Giintherta a kol. (22), ktefi vr. 1991 pti
pokusech s transfekci CD44v6 do nemetastazujicich bunéc-
nych linii zjistili, Ze CD44v6 je nositelem metastatického
potencidlu. Po zavedeni genu CD44v6 do bun€k pomoci plaz-
midu a jeho nésledné expresi ziskaly takto zménéné buriky
schopnost metastazovat. MnoZstvi naslednych studii prove-
denych na rGznych typech naddort prokazalo fadu souvislosti
mezi zvySenou expresi CD44s i CD44v a stupném diferenci-
ace nadort (grade), metastatickym potencidlem, ¢i proliferac-
ni aktivitou nddorovych buné¢k (56). Byla rovnéz ovéfovana
moznost vyuZiti irovné exprese CD44 jako prognostického
faktoru pfeZiti nemocnych s riiznymi typy nadord. Z dosud
provedenych studii zabyvajicich se vyznamem exprese CD44
v malignich nddorech vyplyv4, Ze v nddorech je exprese mole-
kul CD44 do riizné miry alterovana. Tato alterace mizZe spo-
¢ivat v up-regulaci, down-regulaci, ¢i v pfitomnosti jinych vari-
antnich izoforem CD44, tedy ve zméné vzorce exprese CD44
molekul specifického pro danou neniddorovou tkan (57). Dal-
$imi modifikacemi, které mohou vyznamné ovliviiovat funk-
ci molekul CD44, jsou napf. zmény v trovni glykosylace, Ci
ve schopnosti vazby ligandd, které s naslednymi moZnymi

zménami intracelularniho mikroprostfedi mohou ménit vlast-
nosti a metastatické chovani nddorovych bunék. O zménach
glykosylace CD44 v nadorovych buiikich je dosud zndmo vel-
mi mélo i proto, Ze dosud neni piesné objasnéna ani jeji regu-
lace v butikdch normélnich.

Ztrata kontakti nddorové buiiky s okolnimi butikami je pod-
statnym krokem v ¢asnych fazich procesu metastatické kas-
kady. K uvolnéni mezibunéénych kontaktl je nutnd zména
adhezivnich vlastnosti buiiky, ke které mtZe pfispivat zména
profilu exprese molekul CD44. ZvySena exprese CD44 miZe
na jednu stranu usnadiiovat vazbu hyalurondtu. Takto vytvo-
fend pericelularni hyaluronétovd ,, matrix“ miZe interferovat
s adhezivnimi procesy v okoli, sniZovat afinitu buiiky k okol-
nim hyaluronét-deficitnim butikdm a nésledné vést k jejimu
uvolnéni z okolnich vazeb. Vzhledem k interakcim molekuly
CD44 se strukturami cytoskeletu je mozné, Ze se CD44 podi-
li i na zvySeni motility nddorovych buné€k a usnadiuje jejich
pohyb podél povrchi bohatych na hyaluronat. Na druhou stra-
nu mohou molekuly CD44 svou ti¢asti na degradaci hyaluro-
natu umoziovat nddorovym buiikdm tnik z prostfedi bohaté-
ho na hyaluronat, popifipadé se podilet na procesu invaze do
lymfatického ¢i cévniho systému. Vzhledem k jiZ zminéné
funkci molekul CD44 v procesu angiogeneze je pravdépdob-
né, Ze se tyto molekuly rovnéZ podileji na neovaskularizaci
nove vzniklych metastatickych loZisek(12).

Z dosud ziskanych poznatkt vyplyv4, Ze nékterych nddorech,
napt. v kolorektalnich tumorech (58,59) v hepatoceluldrnim
karcinomu (60), v adenokarcinomu Zaludku (61-64), v malig-
nim melanomu (65,66), v nidorech pankreatu (67) ¢i kostni
diené (68) souvisi exprese CD44 s horSimi biologickymi vlast-
nostmi nadoru i s hor$i prognézou. Bylo napf. prokazéano, Ze
monoklonélni protilatka proti CD44s je in vitro schopna kom-
pletné inhibovat vazbu bunék lidského melanomu (z bunécné
linie SMMU?2) k hyaluronétu a zaroveti inhibovat metastatic-
ky potenciél nddorovych bunék in vivo (65).

Existuje v8ak i skupina nadort, jako napt. karcinomy prosta-
ty (69-72), mocového méchyfe (73-77), nadory endometria
(78) ¢i spinocelularni koZni karcinomy (79), ve kterych je nao-
pak sniZena exprese CD44 znakem horSich biologickych vlast-
nosti a agresivnéjSiho chovani nidoru. Po transfekci genu
CD44s do bunécné linie krysiho vysoce metastazujiciho kar-
cinomu prostaty bylo zji§téno sniZeni metastatického potenci-
dlu, ale tumorigenicita a urovefi ristu nddorové linie in vivo
sniZeny nebyly (80).

Vyznam CD44 ve vybranych epitelovych nadorech

Urotelialni karcinom moc¢ového méchyre

V urotelidlnim karcinomu byly studovdny zejména
CD44s a variantni izoforma molekuly CD44v6 (73,75) ale
i exprese dalSich variantnich izoforem, napf. CD44v3,5 a 10
(74) nebo CD44v2,5 a 6 (77). Pfitomnost CD44 (resp. CD44
mRNA) byla zjiStovéna zejména v bioptickych vzorcich uro-
telidlnich karcinom i nenddorového urotelu pomoci Sirokého
spektra metod, pfedevS§im imunohistologie, RT-PCR, Sout-
hern blotu ¢i in-situ hybridizace. PouZity byly i buiiky defino-
vanych bunécnych linii ziskanych z karcinomi mocového
méchyfte s rozdilnymi biologickymi vlastnostmi (74). Pozor-
nost byla zaméfena piedevSim na korelaci exprese CD44 se
stadiem nadoru hodnocenym podle TNM klasifikace, histolo-
gickou stavbou a stupném diferenciace nidort, s biologicky-
mi charakteristikami buné¢né naddorové populace, jako jsou
proliferacni aktivita nadorovych bunék, DNA ploidie, ¢i mito-
ticky index a s prognézou nadort (73-77).

V normélnim urotelu je CD44s siln€ exprimovan na membra-
nach buné€k a vykazuje vyraznou stratifikaci, tzn. Ze je nejin-
tenzivnéji a nejvice homogenné exprimovan na vrstvé bunék
pfiléhajicich k bazalni membrang, smérem k povrchovym vrst-
vam urotelu pak dochdzi k progresivnimu sniZeni exprese
CD44s. Povrchové vrsty bunék vykazuji negativitu tohoto anti-
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genu. Obdobn4, i kdyZ o néco méné intenzivni, je pozitivita
CD44v6 (event. CD44v3, v5 av10).

Z vysledki vétSiny dosud provedenych praci vyplyva, Ze v buii-
kach urotelidlniho karcinomu je exprese CD44s i CD44v6
vyznamné alterovana. Pfitom intenzita exprese uvedenych
molekul negativné koreluje se stupném diferenciace (grade)
nadoru a s jeho progresi (stage), s vy$si urovni bunéc¢né proli-
ferace a s metastazovanim nidoru. V diferencovanych super-
ficidln€ rostoucich urotelidlnich karcinomech jsou intenzita
i obraz exprese CD44 prakticky stejné jako v normalnim uro-
telu, Casto vSak dochazi ke ztrété stratifikace pozitivity. Nado-
ry s niz8§im stupném diferenciace a nadory s pokrocilou pro-
gresi vykazuji ndpadné alterace exprese CD44s i CD44v6,
charakterizované piredevsim fokalnim, popfipadé aZ uplnym
vymizenim pozitivity, ¢i vyrazné heterogenni distribuci pozi-
tivit (73,76). Ve Spatné diferencovanych nadorech (,,high gra-
de*) je exprese CD44 vyznamné sniZend, aZnegativni. (74,77).
Nadory ploché ¢i primérn€ invazivni vykazuji Castéji fokalni
ztratu exprese CD44 molekul v porovnani s naddory papilérni-
mi (77). Nejednoznacny zlstdva prognosticky vyznam uve-
denych zmén. Néktefi autofi prokazuji souvislost mezi down-
regulaci CD44s a CD44v6 a progresi onemocnéni, ¢asnou
rekurenci ¢i Spatnou prognézou (75,76). Vysledky jinych stu-
dii v8ak tento vztah nepotvrzuji. Otdzkou zlstava, do jaké miry
souviseji zjiSténé alterace s metastatickym potencidlem nado-
rovych bunék a do jaké miry maze byt uroveii exprese CD44
vyznamnym prognostickym ukazatelem urotelidlnich karci-
nomtl.

Karcinom ovaria

Karcinomy ovarii tvoii vyznamnou skupinu nddorti Zenského
reprodukéniho systému. K charakteristickym vlastnostem téch-
to karcinomi patii peritonedlni diseminace. Je vysoce prav-
dépodobné, Ze v rozsevu nddorovych bunék po mezotelu peri-
tonea, tedy v progresi ovaridlnich karcinomi, hraji vyznamnou
roli adhezivni molekuly, v¢etné rodiny CD44. Vysledky stu-
dii zabyvajicich se vyznamem téchto molekul jsou vSak vel-
mi nejednoznacné, nékdy dokonce protichtidné. Bylo napf.
zjisténo, Ze v inicidlnich stadiich ovaridlnich karcinomt docha-
zi k up-regulaci CD44s a CD44v3 a v6 forem ve srovnani
snenddorovou tkani. S postupujici progresi nidoru v§ak docha-
zi k vyznamnému sniZeni exprese uvedenych molekul (81).
V pokrocilych stadiich karcinomu ovaria byla pak pozorova-
na nizk4 aroveii exprese CD44s, CD44v3 a v6. SniZeni expre-
se az Gplna ztrita CD44v3 se jevily jako jednoznacné nega-
tivni prognosticky ukazatel (81). V jiném souboru bylo
popséno u karcinomil vyS$§iho stupné malignity (grade II, IIT)
a u karcinomi se vzddlenymi metastizami zvySeni exprese
CD44s oproti nenddorovému epitelu. Pozitivita exprese
CD44s byla signifikantné spojena s kratS§im intervalem preZi-
ti bez projevi nddorového onemocnéni i celkového preziti (82).
Zajimavé vysledky pfinesla studie hodnotici expresi
CD44s a Bl-integrinu v bun&¢nych liniich normalniho ovari-
alniho epitelu a ovaridlnich karcinoma. Protilatka proti CD44s,
ale nikoliv proti B1-integrinu, inhibovala vazbu nadorovych
bunék k buiikim mezotelu in vitro (83). I v modelu na ,,nahych*
mySich (nude mice) s implantovanymi buiitkami ovarialniho
karcinomu bylo zji§t€no vyrazné sniZeni poc¢tu bunécnych
implantatd nadoru po aplikaci protildtky proti CD44s (84).
Vysledky dosud provedenych studii svéd¢i pro vyznamnou
roli molekul CD44 v progresi ovaridlnich karcinomd.

Karcinom mlécné zlazy

Karcinom mlécné Zlazy je druhou nejvyznamné;jsi malignitou
u Zen stfedniho v&ku. Stejné jako v jinych malignich nadorech
je 1 u tohoto karcinomu nadorovd transformace epitelovych
bunék provdzena zménami adhezivnich funkci.

Normélni nenddorové epitelové builkky mlécné Zlazy nevyka-
zuji (dle prevazné vétSiny studii) expresi vétSiny CD44 anti-
gend. Pfitomnost variantnich molekul CD44v5,v6 a v9 byla

174 KLINICKA ONKOLOGIE 16 4/2003

vSak v nenddorovém epitelu popsdna. Myoepitelie naopak
exprimuji jak CD44s, tak i variantni izoformy. V butikach stro-
maélnich je popisovana exprese pouze CD44s, nikoliv jeho vari-
antnich izoforem (85,86,87).

Nadorové buriky karcinomu mlé¢né Zlazy vykazuji zvySenou
expresi CD44, zejména variantnich izoforem. ZvySena expre-
se CD44s a CD44v3,v5,v6v,9 a v10 byla zjisténa ve tkdni
nemetastazujiciho (88) i metastazujiciho karcinomu (89). Zvy-
Send exprese CD44v3,v5 a v6 byla pfitomna i na buiikéch tvo-
ficich metastaticka loZiska v lymfatickych uzlinich (88). Na
zaklad€ uvedenych pozorovéani byly CD44v3 a v4 oznaceny
za mozné markery malignity. Vysledky vSech dosud prove-
denych studii se sice shoduji v ndlezech zvySené exprese riz-
nych forem molekul CD44 v souvislosti s progresi nidorové-
ho onemocnéni, zaroven vSak naznacuji, Ze exprese CD44
sama o sob¢é nemuiiZe byt poklddana za faktor upfesiiujici pro-
gnézu onemocnéni (90).

Hepatocelularni karcinom

Normélni nenddorové hepatocyty neexprimuji Zidnou z forem
molekul CD44 (91-93). Ve tkéani hepatocelularniho karcino-
mu je vSak popisovédna exprese CD44s a CD44v6, jakoz i dal-
Sich variantnich izoforem, napt. CD44v3,v5 a v8-v10. Opa-
kované byla popsédna souvislost mezi zvySenou expresi CD44s,
CD44v3, v6 a v10 a trovni nddorové angioinvaze (60,92,94),
ale nebyla prokdzéana korelace se stupném malignity naddoru,
¢i s arovni proliferace nddorovych bunék (92). Ze zavéri vét-
Siny provadénych studii vyplyvd, Ze nejnizsi expresi CD44
antigent vykazuji dobfe diferencované nadory, s dediferenci-
aci nadoru stoupd i troven exprese t€chto antigend. Spatné
diferencované nidory exprimuji sledované molekuly CD44
velmi vyrazn€. Dosud se v§ak nepodafilo urcit, které z mole-
kul CD44 skupiny nejvyznamnéji ovliviiuji adhezivni vlast-
nosti bun€k hepatocelularniho karcinomu a tim i jejich metas-
taticky potencidl. K velmi zajimavym pati{ zjiSténi, Ze v jaterni
tkani postiZené cirrhdzou ¢i chronickou hepatitidou je mozné
identifikovat necetné hepatocyty vykazujici pozitivitu
CD44v5, v7, a v8-v10 (60). Chronicka hepatitida i cirrh6za
jsou povaZovany za prekancerdzni stavy predchazejici hepa-
toceluldrnimu karcinomu, a proto se nabizi otdzka, zda a jakym
zplisobem se molekuly CD44v podileji na ¢asné fazi procesu
kancerogeneze.

VyuZziti hodnoceni trovné exprese molekul CD44 pro uréeni
prognézy hepatocelularniho karcinomu je nejednoznacné,
i kdyZ muZe existovat i souvislost mezi vysi exprese
CD44s a délkou preZivani pacientll. Bylo napf. zjiSt€no, Ze
vy$si exprese CD44s je spojena s krat$im intervalem preZiti
nemocnych (93). Podle Terrise et al (94) Groveni exprese
CD44s sice pozitivné koreluje s vaskuldrni invazi v nadoru,
ale nikoliv s délkou pieZivani pacientl.

Adenokarcinom Zaludku

Vyskyt exprese molekul CD44 v epitelovych nddorech Zalud-
ku je pfedmétem studii od r. 1993, kdy Hieder et al. (95) pro-
kazali vyznamny rozdil v expresi CD44v izoforem v nenddo-
rové tkani a v adenokarcinomu Zaludku. Pomoci analyzy
CD44v RNA byla v nenddorové tkani zjiSténa jen nizka pfi-
tomnost CD44v6 a v5, zatimco v adenokarcinomu intestinal-
niho typu byl detegovdn mnohem komplexnéjsi vzorec expre-
se amplifika¢nich produktd, které hybridizovaly s exony v5
av6. Ve vzorcich nddorti difuzniho typu byla zachycena expre-
se v5, ale nikoliv v6 izoformy (95). Up-regulace CD44v5 a v6
izoforem v karcinomu Zaludku byla zji$téna i imunohistoche-
micky a pomoci Northern-blottingu. Ve $patné diferencova-
nych nddorech a v uzlinovych metastiazich ptevazovala zejmé-
na CD44v5 izoforma (96). Intenzivné byla ve sliznici Zaludku
za normdlnich i patologickych okolnosti sledovdna exprese
CD44v9. V nenadorovém epitelu Zalude¢ni sliznice byla zasti-
Zena jen slabd pozitivita CD44v9, a to pouze v bazolateralnich
usecich bunék pylorickych Zlazek, ostatni epitelové buriky uve-



deny antigen neexprimovaly. V loZiscich intestindlni metap-
lazie, jeZ je povaZovana za preneoplastickou 1€zi, byla zjiSté-
na slaba exprese CD44v9, ale Cast€jsi neZ v nenddorovém epi-
telu. CD44v9 exprimujici buiiky byly lokalizovany v dolni
tretin€ metaplastickych Z1azovych struktur. V adenomech, kte-
ré jsou rovnéz fazeny k prekancer6znim 1ézim, byla ve 20%
zjiSté€narelativné slaba pozitivita CD44v9. Naopak silnd expre-
se tohoto antigenu byla zji$téna u 28 % adenokarcinomi Zalud-
ku. Exprese CD44v9 pozitivné korelovala s vySS$im stupném
malignity nddort i s hloubkou jejich invaze. Nadory se zalo-
Zenymi metastizami do lymfatickych uzlin exprimovaly
CD44v9 silnéji nez nadory bez metastaz (63). Z dalSich vari-
antnich izoforem CD44 byly v karcinomech Zaludku sledova-
ny CD44v8-10. V intestindlnim typu adenokarcinomu byla
popsana zvySend exprese téchto izoforem. ZvySena exprese
korelovala s vaskuldrni invazi a hematogennim Sifenim niddo-
ru (97). V experimentalnich in vitro podminkéch byla porov-
ndvana vazebnd aktivita CD44v5 a v6 negativnich a pozitiv-
nich bunék SC-M1 linie adenokarcinomu Zaludku pro
hyaluronat. Buiiky exprimujici uvedené antigeny vykazovaly
baci s protildtkami proti CD44v5 a v6 antigentim doSlo ke zvy-
Seni vazebné aktivity v5 a v6 pozitivnich bunék. Po transfek-
ci vektoru obsahujicitho CD44v5 a v6 do buné€k negativnich
pro uvedené antigeny poklesla jejich vazebné kapacita pro HA
na droveii bunék CD44v5 a v6 pozitivnich (98). Uvedené
vysledky jsou v souladu se zjiSt€nim, Ze jednim z mnoha
mechanizm, jimiZ miZe byt regulovdna bunécna adheze, sou-
visejici s vazbou hyalurondtu, miZe byt alternativni sesttih
CD44 variantnich izoforem (98).

Renélni karcinom

Rendlni karcinom z jasnych bunék, konvenc¢ni rendlni karci-
nom (KRK), je nej¢astéjs$i tumor postihujici ledviny dospé-
lych osob. Studie vénované expresi CD44s a variantnich
forem ukazuji, Ze zvySujici se exprese CD44s i variantnich
izoforem souvisi s hor§imi klinickopatologickymi charakte-
ristikami rendlniho karcinomu. Dosud nejednoznacné jsou
vSak ndzory na vyznam exprese jednotlivych variantnich izo-
forem v biologickém chovéni téchto naddori. V normélnim
neniddorovém epitelu ledviny ani v dobte diferencovanych
nadorech nebyla zjiSt€na pfitomnost CD44v6 (99,101). Nao-
pak v dediferencovanych KRK s vysokym TNM stagingem
byla exprese CD44v6 popsdna (102,103). Pozitivita
CD44s byla zjiSté€na pouze sporadicky v butikdch distdlnich
tubuld ledviny, a to zejména v oblastech atrofické tkané pfi-
Iéhajici k nddoru. S vysi gradingu nddoru i ,,nukledrniho gra-
dingu* dle Fuhrmanové byl pozorovan ndrQst pozitivity
CD44s. Vysokou intenzitu exprese CD44s vykazovaly vel-
ké nédory, jejichZ primér pfesahoval 7 cm a také primarni
nédory pacient, u kterych do$lo v prabéhu sledovani k zalo-
Zeni metastdz (101). Byla popséna i korelace vysoké expre-
se CD44s s proristanim KRK pies pouzdro, ve srovnani
s nddory omezenymi pouze na rendlni parenchym, kde byla
uroveiti exprese CD44s nizkd (104). V experimentélnich pra-
cich byl potvrzen vliv CD44s molekul na adhezivni vlast-
nosti bun€k a invazivitu KRK. Po inkubaci s antiCD44s doslo
k vyznamnému sniZeni invazivity nddorovych bunék, zvy-
Seni exprese CD44s bylo spojeno se zvySenim riistu a metas-
tatického potencidlu nddorovych bunék nékolika bunéénych
linii rendlniho karcinomu (105). Z uvedenych vysledku je
zfejmé, Ze proteiny CD44, zejména pak CD44s a v6, vyznam-
n€ modifikuji vlastnosti nddorovych bunék RK a zvySuji
jejich schopnost agresivniho chovani. VétSina dosud publi-
kovanych praci se shoduje v tom, Ze zvySena exprese mole-
kul skupiny CD44 je spojena s horS§im biologickym chova-
nim nidoru.

Dlazdicobunécény karcinom hlavy a krku

Dlazdicovy nenddorovy epitel siln€ exprimuje CD44s a CD44v6,
vyjma keratinizované horni vrstvy epidermis. Dermaln{ fibrob-
lasty exprimuji CD44s, jsou vSak prakticky negativni pro
CD44v6. Ve vlasovych folikulech a v potnich Zlazach je silnd
exprese CD44s1CD44v6 (79).1vrtiznych benignich 1ézich dlaz-
dicového epitelu byla zjisténa silnd pozitivita CD44s i CD44v6,
atoiv téch afekcich, které se vyznacuji zvySenou proliferatni
aktivitou epitelovych bunék, napr. v oblastech, ve kterych pro-
bihalo hojeni ran. V malignich nadorech bylo pozorovano sni-
Zeni pozitivity CD44s a CD44v6 v souvislosti s dediferenciaci
nadoru. Nejvyssi droveil exprese byla pozorovana karcinomu
G1, niddory G2 a G3 vykazovaly postupné slabnouci expresi
CD44s a CD44v6. Imunohistochemické stanoveni exprese
CD44s a CD44v6 a experimentélni studie provadéné riznymi
autory ukazuje, Ze sniZzeni exprese CD44s a CD44v6 je obecné
spojeno s maligni transformaci dlazdicového epitelu a s hor§imi
vlastnostmi spinoceluldrnich nadort orofacialni oblasti (106-
109). Souvislost mezi trovni exprese CD44s a v6 a délkou pre-
Zivéni pacientl je nejednoznac¢nd (79), pouze ve studii Spaffor-
da et al (106) byl nélez sniZené exprese CD44v6 u karcinomu
laryngu spojen s krat§i dobou pieZivani nemocnych.

Nemalobunéc¢né plicni karcinomy

Exprese CD44s, CD44v6 a dal§ich variantnich izoforem, napf.
CD44v3, v4, v5, v7 a v10 byla v nemalobunécnych plicnich
karcinomech sledovdna mnoha autory. Nejvice studoviny
byly standardni forma CD44s a izoforma CD44v6. Vysledky
dosud provedenych studii jsou v§ak zna¢né konfliktni. Zatim-
co néktefi autofi popisuji korelaci zvySené exprese CD44v6,
popiipadé€ i CD44s a CD44v3 s hor§im chovani karcinomu,
napf. se zvySenou proliferacni aktivitou, s kratSi dobou pie-
Zivani, s vy$§i incidenci metastdz, s vy$§im TNM stagingem,
s velikosti nddoru apod. (110-114), jini prokazali korelaci
exprese uvedenych antigenil pouze s typem nddoru (117-118)
(vyssi exprese CD44v6 u spinoceluldrnich nadord, nizsi az
negativni u adenokarcinomi C¢i anaplastickych nadort).
Vzhledem ke zna¢né rozporuplnym vysledkiim dosud prove-
denych studii neni vyuZiti CD44s ¢i variantnich izoforem
v diagnostice a uréeni prognézy nemalobuné¢nych plicnich
karcinomil zatim moZné.

Zavér

Na zdklad€ dosud ziskanych znalosti 1ze shrnout, Ze funk¢ni
vlastnosti CD44s a variantnich izoforem CD44v v nddorovych
buiitkdch zdviseji zejména na typu exprimované izoformy, na
urovni glykosylace a na buné¢ném mikroprostfedi, ve kterém
se burika nachazi. Navic vazebna role molekul CD44 je rizna
v riznych typech epitelovych bunék norméalnich tkéni. U epi-
telovych nddort zpiisob exprese molekul CD44 nesporné sou-
visi s jejich histogenezi a se stupném diferenciace nddorovych
bunék. Komplexnost exprese CD44 a pravdépodobnost, Ze
neexistuje univerzalni ,,metastaticka* nebo ,,infiltrativni* izo-
forma, anebo alespoii urCity omezeny pocet izoforem, jejichz
exprese predisponuje k metastatickému chovani, mize sniZit
pfimou pouZitelnost analyzy exprese CD44 pro Gcely rutinni
diagnostiky nebo pro ur¢eni prognézy nadort. Pro objasnéni
role alteraci molekul CD44 ve vzniku, progresi a biologickém
chovéni malignich nddortl je nezbytny dal$i vyzkum, ktery
pomiZe vysvétlit rozdilné vysledky dosud provedenych stu-
dif, a urcit pfipadny prognosticky vyznam zmeén exprese téch-
to molekul.

Podékovani: Prace byla sestavena s podporou grantového
projektu GAUK 30/2001/C.

Jitka Kuncov4, Urologicka klinika FNKV a UK-3.LF Pra-
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