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Souhrn

Vychodiska: Proteiny bunécné cytoplazmatické membrany pfedstavuji heterogenni skupinu
protein(i s odlisnou strukturou, lokalizaci a funkci. U€astni se mnoha buné&nych proces(, mezi
néz patii zprostredkovani bunécné signalizace nebo komunikace s vnéjsim prostfedim i mezi
bunkami samotnymi. Mutace a posttranslacni modifikace méni fyzikalné-chemické vlastnosti
membréanovych proteinli a tim vyrazné zasahuji i do procesu kancerogeneze. Membranové
proteiny tak predstavuji ddlezité cile pro diagnostiku a Iécbu nddorovych onemocnéni. V sou-
casnosti je cilend lé¢ba v podobé monoklonélnich protildtek nebo nizkomolekuldrnich inhi-
bitord namitena pfredevsim na receptory rdstovych faktorl na povrchu nadorovych bunék
a rdzné typy molekul v¢. cil tzv. checkpoint inhibitor na povrchu bunék imunitniho systému.
K lepSimu poznani vlastnosti a funkci membranovych proteind v souvislosti s vyvojem novych
cilenych pfistupll v terapii jsou v soucasnosti intenzivné vyuzivany proteomické a molekuldrné
biologické ptistupy. Cil: Cilem tohoto ¢lanku je pfiblizit vlastnosti a funkce rtiznych skupin mem-
bréanovych proteind a prehledné shrnout jejich aktualni vyznam a potencial vyuziti v onkologii.
Pozornost je zaméfena na ty skupiny proteind, které se podileji na regulaci proliferace nadoro-
vych bunék, ovliviuji imunitni odpovéd, Iékovou rezistenci a metastazovani a predstavuji jiz
bézné vyuzivané nebo potencidlni cile biologické 1écby. Podrobnéji jsou popsany glykosylace
a fosforylace jako typické a nejvice prostudované posttranslacni modifikace membranovych
proteinl a dale hmotnostni spektrometrie jako efektivni nastroj pro identifikaci a kvantifikaci
membranovych proteind.
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VYZNAM MEMBRANOVYCH PROTEINU V LECBE NADOROVYCH ONEMOCNENI A MOZNOSTI JEJICH DALSIHO STUDIA

Summary

Background: The proteins of the cellular cytoplasmic membrane represent a heterogeneous group of proteins with different structures, localiza-
tions, and functions. They participate in many cellular processes including cellular signaling and communication with the external environment
and communication between cells. Mutations and post-translational modifications alter the chemical-physical properties of membrane proteins
and thus significantly affect the process of carcinogenesis. Therefore, membrane proteins represent important targets for the diagnosis and
treatment of cancer. Nowadays, treatment in the form of monoclonal antibodies or low molecular weight inhibitors targets mainly receptors of
growth factors on the surface of tumor cells and various types of molecules including the targets of the so-called checkpoint inhibitors on the
surface of the cells of the immune system. In order to better understand the properties and functions of membrane proteins, especially with the
perspective of developing new targeted approaches in therapy, mainly proteomic and molecular biological approaches are currently being used.
Aim: The aim of this article is to describe the properties and functions of different groups of membrane proteins and to summarize their current
relevance and potential for use in oncology. Attention is focused on those groups that regulate the proliferation of tumor cells, affect the immune
response, cause drug resistance and metastasis, and are already used or accepted as potential targets of biological therapy. Glycosylation and
phosphorylation are described in detail as the most studied post-translational modification of membrane proteins, and mass spectrometry is
presented as an effective tool for the identification and quantification of membrane proteins.

Key words
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Uvod

Jako membranové se oznacuji viechny
proteiny, které prochdzeji jakoukoliv
membranou v burice nebo jsou s ni aso-
ciovany. Predstavuji asi 30 % z celko-
vého poctu lidskych proteint [1] a jsou

nezbytné pro zprostiedkovani bunécné
signalizace, interakci mezi burikami a in-
terakci bunék s okolnim prostiedim [2].
Z hlediska nadorové biologie maji nej-
vétsi vyznam proteiny lokalizované ve
vnéjsi bunééné cytoplazmatické mem-

brané, které hraji dllezitou roli v pra-
béhu vzniku a progrese primarniho na-
doru a pfi metastazovani nadorovych
bunék [2]. Studium membranovych
proteinl se tak ukdzalo byt nezbytné
pro pochopeni procesu kancerogeneze

a ziskané poznatky mohou byt vyuzity
v cilené 1é¢bé nadorovych onemocnéni.

V obrané proti nddorovym burikam je
dulezité zapojeni imunitniho systému.
Imunitni reakce proti nadorové burice
vznikd, pokud jsou na povrchu buriky
prezentovany nadorové antigeny. V pfi-
padé, Ze jsou nadorové bunky podobné
bunkam normalnim, jsou imunitnim sys-
témem tolerovany. V mechanizmech
Uniku nadorovych bunék pfed imunitni
odpovédi hraji podstatnou ulohu mem-
brdnové proteiny, které jsou nédoro-
vymi burfikami vyuZzivany napf. pfi ztraté
imunogenicity (expresi povrchovych li-
gandl inhibujicich T lymfocyty imu-
nitniho systému, napf. PD-L1) nebo pfi
ztraté antigenicity (snizenim exprese i
mutaci imunogennich nadorovych an-
} tigenl, napf. zménou funkce hlavniho

EXTRACELULARNI
PROSTOR

periferni membranovy protein

cytoplazmaticka membrana

integralni membranovy protein

INTRACELULARNI
PROSTOR

hydrofobni ¢ast imunohistokompatibilniho systému) [3].
Kromé zmény exprese povrchovych pro-
tein( dulezitych pro reakci imunitniho
systému mohou mit nadorové bunky
i pozménénou expresi receptord risto-
vych faktord (napt. zvysend exprese re-
ceptoru 2 pro lidsky epidermalni rlstovy
faktor (human epidermal growth factor
receptor-2 - HER2) u karcinomu prsu)
nebo povrchovych strukturnich pro-
teinl (napf. ztrata adheznich molekul
V procesu metastazovani) [4].

fosfolipidova dvojvrstva

hydrofilni ¢ast

Obr. 1. Struktura cytoplazmatické membrany a umisténi perifernich a integralnich
membranovych proteinl. Cytoplazmaticka membrana je tvofena dvéma fosfolipido-
vymi vrstvami. Jejich hydrofobni vnitini ¢ast je tvofena fetézci mastnych kyselin a po-
larni ¢ast predstavuji hydrofilni hlavicky fosfolipidd. Integralni (transmembranové)
proteiny interaguji s hydrofobni ¢asti fosfolipidové membrany, periferni membranové
proteiny s touto ¢asti neinteraguiji.
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membranové receptory

strukturni
membranové
proteiny

membranové proteiny s enzymatickou aktivitou

transportni membranové proteiny

Obr. 2. Rozdéleni membranovych proteinti podle funkce. Membranové receptory prenasi signal z extracelularniho prostoru dovnit¥
bunky po navazani ligandu. Transportni membranové proteiny tvofi hydrofilni kanaly prochazejici cytoplazmatickou membranou,
k prenosu latek mohou vyuzivat energii z hydrolyzy adenozintrifosfatu. Membranové proteiny s enzymatickou aktivitou se podle
polohy enzymaticky aktivniho mista mohou oznacovat jako ektoenzymy ¢i endoenzymy (na obrazku znazornén ektoenzym). Struk-
turni membranové proteiny zajistuji protein-proteinové a protein-lipidové interakce.

Membranové proteiny lze rozdélit
do skupin na zakladé jejich lokalizace,
funkce ¢i struktury [1]. Podle rozdilného
napojeni na fosfolipidovou dvojvrstvu
cytoplazmatické membrény se dale déli
na periferni a integralni (jejich lokalizace
jeznazornéna na obr. 1). Integralni mem-
branové proteiny ve vétsiné pfipadi in-
teraguji s fosfolipidovou dvojvrstvou,
nékteré se pfipojuji pouze k jedné vrstvé
fosfolipidl (proteiny ukotvené lipidy).
Periferni membranové proteiny nein-
teraguji s hydrofobni ¢asti fosfolipidové
membrany a vazou se pomoci specific-
kych protein-proteinovych interakci [5].

Dle funkce Ize membranové proteiny
délit do nékolika zdkladnich skupin -
1. receptory spojené s a) G-proteiny,
b) iontovymi kanaly a c) tyrozinkinazami;
2. transportni proteiny; 3. strukturni pro-
teiny a 4. proteiny s enzymatickou aktivi-
tou (obr. 2) [11.

Membranové proteiny a jejich
vyznam

Nejlépe charakterizovanou skupinou
membranovych proteinl jsou receptory
spojené s G-proteiny, iontovymi kanaly
a tyrozinkindzami [1]. Receptory spojené
s tyrozinkindzami jsou hlavnimi media-
tory signélnich drah, pfendseji extrace-
luldrni signdl do bunky a fidi napf. bu-

néc¢nou diferenciaci a proliferaci [6].
Typickym znakem nadorovych bunék
je zvysena proliferace, kterd nastava
mimo jiné v dlsledku nadmérné akti-
vace téchto receptor(.Ta je obvykle zpa-
sobena rliznymi typy mutaci, pfikladem
jsou receptory pro rlstové faktory, jako
je EGFR (epidermal growth factor recep-
tor), HER2, VEGFR (vascular endothelium
growth factor receptor), PDGFR (pla-
telet-derived growth factor receptor)
a IGFR (insulin-like growth factor 1 re-
ceptor). Druha moznost, ktera vede ke
konstitutivni aktivaci téchto receptorl
a naslednému neregulovanému rdstu
bunék, je nadmérna produkce jejich li-
gandd, tj. rGstovych faktort [6]. Cilem
|é¢by zaméfené na tento typ membrano-
vych proteind je inhibice receptor( spo-
jenych s tyrozinkindzami pomoci mono-
klondlnich protilatek, antagonistickych
ligandl nebo nizkomolekularnich inhi-
bitor( tyrozinkinazové aktivity [6]. P¥i-
klady lé¢iv zamérenych na tento typ re-
ceptoru jsou dnes uz bézné pouzivané
monoklondlni protilatky trastuzumab
(Herceptin®), cetuximab (Erbitux®) a pa-
nitumumab (Vectibix®). Ke zndmym za-
stupcdm nizkomolekularnich inhibitora
patfi napf. gefitinib (Iressa®), lapatinib
(Tykerb®, Tyverb®), sunitinib (Sutent®),
sorafenib (Nexavar®) a dalsi (kompletni

pfehled vSech monoklonalnich proti-
latek a nizkomolekularnich inhibitord
schvélenych The Food and Drug Admini-
stration (FDA) nebo The European Medi-
cines Agency (EMA) pro pouziti v onko-
logii je uveden v tab. 1 a tab. 2).

Ze skupiny membranovych trans-
portnich proteint maji v onkologii vy-
znam predevsim tzv. ABC (ATP-binding
cassette) transportéry. Jednd se o trans-
membrénové proteiny, které vyuzivaji
energiizrozkladu adenozintrifosfatu (ade-
nosine triphosphate - ATP) pro pienos
rlznych substrat pres buné¢nou mem-
branu. Transportéry ze skupiny ABC B
jsou zodpovédné za vznik tzv. mnoho-
cetné |ékové rezistence (multidrug re-
sistence - MDR), tedy rezistence vci
[é¢iviim s rlznou strukturou i funkci. Lé-
¢iva jsou pomoci transportérl vyluco-
vana z bunék a dochdazi ke snizeni jejich
intracelularni hladiny, pficemz tuto |é-
kovou rezistenci nelze pfekonat zvyse-
nim davky terapeutika [7]. Nejvice stu-
dovanymi proteiny, které se podileji na
vzniku rezistence, jsou ABCB1 (P-glyco-
protein — MDR1), ABCC1 (multi drug re-
sistance associated protein - MRP1)
a ABCG2 (breast cancer resistance pro-
tein — BCRP) [8]. Jedinym moznym fese-
nim takto vzniklé rezistence je nasazeni
jiného typu Iéciva, které neni substratem
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Tab. 1. Monoklonalni protilatky schvalené FDA nebo EMA pro pouziti v onkologii [52-54].

Komercni
Monoklonalni protilatka nazev proti-
latky
ado-trastuzumab emtasin (konju-
. S . Kadcyla
gat s cytotoxickym emtasinem)
alemtuzumab Campath,
Lemtrada
atezolizumab Tecentriq
avelumab Bevencio
bevacizumab Avastin
blinatumomab Blincyto
brentuximab vedotin
(konjugét s cytotoxickym Adcentris

monomethylauristatinem E)

capromab pendetid

. L ProstaScint
(radioznaceny)

catumaxomab (bispecificky) Removab
cetuximab Erbitux
daratumumab Darzalex
dinutuximab Unituxin
durvalumab Imfinzi
elotuzumab Empliciti
ibritumomab tiuxetan .
. - Zevalin
(radioimunoterapeuticky)
ipilimumab Yervoy
necitumumab Portrazza
nivolumab Opdivo
obinutuzumab Gazyva
ofatumumab Arzerra
olaratumab Lartruvo
panitumumab Vectibix
pembrolizumab Keytruda
pertuzumab Perjeta
ramucirumab Cyramza
rituximab Rituxan
trastuzumab Herceptin

kombinace rituximabu
a hyaluronidazy

inotuzumab ozogamicin
(konjugat s cytotoxickym
ozogamicinem

Besponsa

Rituxan Hycela

Cilovy protein

HER2

CD52

PD-L1
PD-L1
VEGF
cD19

CD30

PSMA

EpCAM, CD3

EGFR
CD38
GD2
PD-L1
SLAMF7

CD20

CTLA-4
EGFR

PD-1

CD20
CD20
PDGFRa
EGFR
PD-1
HER2
VEGFR2
CD20
HER2

CD20

CD22

Vyuziti v onkologii

mBC

chronicka B-lymfocytarni leukemie

urotelidlni karcinom, mNSCLC
metastaticky karcinom z Merkelovych bunék
mCRC
ALL, prekurzorové B-lymfocytérni

HodgkinGv lymfom, anaplasticky velkobunécny
lymfom

zobrazovaci diagnostika pro nové
diagnostikovany karcinom prostaty nebo
po prostatektomii

maligni ascites u pacientl s karcinomy pozitivnimi
pro EpCAM

mCRC
MM
neuroblastom vysokého rizika
urotelidlni karcinom
MM

relabovany nebo refrakterni low-grade, folikularni
nebo transformovany B-bunécny nehodgkinsky
lymfom

metastaticky melanom
metastaticky spinocelularni NSCLC

metastaticky melanom, metastaticky
spinocelularni NSCLC

CLL
CLL
sarkomy mékkych tkani
mCRC
metastaticky melanom
mBC
karcinom Zaludku
B-bunécny nehodgkinsky lymfom
mBC

folikularni lymfom, difdzni B-velkobunécny lymfom,
CLL

ALL, prekurzorova B-lymfocytarni
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Tab. 1 - pokrac¢ovani. Monoklonalni protilatky schvalené FDA nebo EMA pro pouziti v onkologii [52-54].

Komer¢ni
Monoklonalni protilatka nazev proti- Cilovy protein
latky
gemtuzumab ozogamicin
(konjugét s cytotoxickym Mylotarg CD33
0zogamicinem)
bevacizumab - awwb (biosimi-
larni monoklonalni protilatka Mvasi VEGF
bevacizumabu)
trastuzumab - dkst (biosimi-
larni monoklonalni protilatka Ogjivri HER2

trastuzumabu)

Vyuziti v onkologii

AML

mCRC,nespinocelularni NSCLC, glioblastom, metasta-
ticky RCC, karcinom délozniho hrdla

BC s nadmérnou expresi HER2, metastaticky adenokar-
cinom Zaludku a gastroezofagealni junkce

FDA - Food and Drug Administration, EMA — European Medicines Agency, mBC — metastaticky karcinom prsu, mNSCLC - meta-
staticky nemalobunécny karcinom plic, mCRC — metastaticky kolorektaIni karcinom, MM — mnohocetny myelom, CLL - chronicka
lymfocytarni leukemie, ALL — akutni lymfoblasticka leukemie, AML - akutni myeloidni leukemie, RCC - karcinom ledviny

Tab. 2. Nizkomolekularni inhibitory tyrozin kinazovych receptort schvalené FDA pro pouziti v onkologii [53,55].

Nizkomolekularni Komer¢ni CilovV protein
inhibitory nazev ypP
afatinib Clteui; il EGFR, ErbB2, ErbB4
Tovok
axitinib Inlyta VEGFR1/2/3, PDGFRp
cabozantinib CabometyX,  per MET VEGFR1/2/3, Kit, TrkB, Fit3, Axl, Tie2
Cometriq
erlotinib Tarceva EGFR
gefitinib Iressa EGFR
lapatinib Tykerb EGFR, ErbB2
lenvatinib Lenvima VEGFR1/2/3, PDGFR, FGFR, Kit, RET
midostaurin Rydapt FIt3, PDGFR, VEGFR, PKC
neratinib Nerlynx ErbB2/HER2
osimertinib Tagrisso EGFRT970M
. . VEGFR1/2/3, PDGFRa/@, FGFR1/3, Kit, Lck,
pazopanib Votrien
Fms, Itk
reqorafenib Stivaraa VEGFR1/2/3, BCR-Abl, B-Raf, Braf (V600E), Kit,
9 9 PDGFRo/B, RET, FGFR1/2, Tie2, Eph2A
sorafenib Nexavar VEGFR1/2/3, B-/C-Raf, mutant B-Raf, Kit, FIt3,
RET, PDGFR (3
sunitinib Sutent PDGFRa/B, VEGFR1/2/3, Kit, FIt3, CSF-1R, RET
T~ Caprelsa, EGFRs, VEGFRs, RET, Brk, Tie2, EphRs,
vandetinib . . .
Zactima Src rodina kinaz

Vyuziti v onkologii

NSCLC

pokrocily RCC
metastaticky medularni karcinom stitné
zlazy
NSCLC, karcinom slinivky bfisni
NSCLC
BC
diferencovany karcinom stitné zlazy

AML, mastocytdza, leukemie ze zirnych
bunék

HER+ BC
NSCLC

RCC, sarkomy mékkych tkani

mCRC

diferenciovany karcinom stitné zlazy,
hepatocelularni karcinom, RCC
RCC, gastrointestinalni stromalni tumor,
neuroendokrinni tumor pankreatu

medularni karcinom stitné zlazy

FDA - Food and Drug Administration, NSCLC — nemalobuné¢ny karcinom plic, RCC - karcinom ledviny, mCRC - metastaticky kolo-

rektaIni karcinom, BC — karcinom prsu, AML - akutni myeloidni leukemie
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pro ABC transportéry (napf. alkylacni
latky nebo antimetabolity) nebo pouziti
tzv. MDR modulator@ jako chemosenzi-
bilizétord. MDR modulétory jsou poda-
vany spolec¢né s chemoterapeutikem
a funguji prevazné jako konkurencni
substraty ABC transportérd. V soucas-
nosti pokracuje vyzkum a klinické testo-
vani druhé generace MDR modulétor(,
které by mély vykazovat vyssi uc¢innost
a nizsi toxicitu oproti MDR modulator(im
prvni generace [7].

Vyznamné cile protinadorové lécby
predstavuji i tzv. CD (cluster of differen-
tiation) molekuly. CD nomenklatura byla
plvodné zavedena pro epitopy mono-
klondlnich protilatek pouzivanych pro
imunofenotypizaci leukocytl, dnes je
takto oznacovadna heterogenni sku-
pina pfiblizné 400 membranovych pro-
teinl s rdznou strukturou a funkci [9].
Pro oznaceni CD je tieba prokazat, ze
danou molekulu vaZzou spolehlivé ale-
spon dvé monoklonalni protilatky. Pro-
toZze se jednda o molekuly na povrchu
bunék dobre dostupné pro vazbu proti-
latek, jsou nékteré z nich vhodné pro ci-
lenou lé¢bu zvlasté v hematoonkologii
(tab. 1). Typickym pfikladem je CD20 na
povrchu B lymfocytd, ktery je cilem mo-
noklondlnich protilatek, jako jsou napf.
rituximab, ofatumumab a obinutuzu-
mab pfi |é¢bé B-bunécnych lymfomu
a leukemii (tab. 1).

Nadorové buriky maji vyvinuty rGzné
mechanizmy, které jim umoznuji unik-
nout imunitni odpovédi. Jednim z nich
je exprese povrchovych proteind, které
interaguji s burikami imunitniho sys-
tému (T lymfocyty) a tim blokuji jejich
proliferaci a spoustéji apoptdzu. V sou-
¢asnosti jsou intenzivné zkoumany
a v onkologické |é¢bé stale vice vyuzi-
vany tzv. checkpoint inhibitory. Jednd
se o latky (obvykle monoklonalni proti-
latky), které blokuji interakce mezi nado-
rovymi burikami a burikami imunitniho
systému a tim brani utlumeni imunitni
odpovédi. Jde predevsim o zablokovani
interakce proteinu PD1 (programmed
cell death 1, CD279) na povrchu lymfo-
cytll a PD-L1 (programmed cell death-
-ligand 1, CD274) na povrchu nadoro-
vych bunék protilatkami nivolumab,
pembrolizumab a atezolizumab (tab. 1).
Na stejném principu funguje i blokada

CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte asso-
ciated antigen 4, CD152) protilatkou
ipilimumab.

Také membranové strukturni proteiny
maji svlj vyznam v onkologii, zatim se
je v8ak nepodafilo ucinné vyuzit pro ci-
lenou lé¢bu. Jedna se predevsim o tzv.
bunécéné adhezni molekuly (cell adhe-
sion molecules — CAMs), jako jsou napf.
kadheriny, integriny nebo selektiny [1].
Zmény ve sloZeni a funkci adheznich
molekul hraji zdsadni roli v procesu me-
tastazovani. Podileji se na regulaci bu-
nécné adheze, migrace a invaze, ale
i proliferace a apoptdézy (integriny), na
tvorbé mezibunécnych spoju, tvorbé
krevnich cév a jejich stabilizaci (kadhe-
riny) [10], na vazbé sacharidovych struk-
tur, a tedy i na extravazaci nddorovych
bunék z krevniho obéhu do tkané (se-
lektiny) [11]. Vyznam tohoto typu mem-
branovych proteind potvrzuje i fakt, ze
v 90 % pfipadu je pfi¢inou umrti onkolo-
gickych pacientl metastazovani primar-
niho nadoru a nikoliv samotny primarni
nador [12]. V preklinickych studiich byly
testovany protilatky, specifické peptidy
a dalsich molekuly cilici na adhezni mo-
lekuly s cilem blokovat metastazovani
nadorovych bunék, zZadna z téchto latek
vsak zatim neni bézné pouzivana v kli-
nické praxi [13-15].

Posttransla¢ni modifikace
Posttransla¢ni modifikace jsou kova-
lentni modifikace proteinl vznikajici
v prabéhu nebo po ukonceni jejich syn-
tézy a ovliviuji jejich fyzikalni a che-
mické vlastnosti, a tedy i stabilitu a mo-
lekularni funkce. Rozmanitost modifikaci
rozsifuje spektrum funkénich vlastnosti
proteind a lisi se u normalnich a nado-
rovych bunék [4]. Za posttransla¢ni mo-
difikace oznacujeme fosforylace, hyd-
roxylace, glykosylace, alkylace, acylace,
sumoylace, ubikvitinace, neddylace,
ISGylace a dalsi méné casté typy modifi-
kaci. Nejcastéji studovanymi posttrans-
la¢nimi modifikacemi membranovych
proteint v nadorové biologii jsou pak
fosforylace a glykosylace.

Fosforylace proteinu vznika kovalent-
nim pfipojenim zbytku kyseliny fosfo-
re¢né k postrannim fetézcm rdznych
aminokyselin nej¢astéji tyrozinu, serinu

a threoninu. Jedna se o reverzibilni post-
translacni modifikaci, ktera hraje klicovou
roli v regulaci bunéc¢né signalizace a me-
tabolizmu. Fosforylace je velice pfisné re-
gulovana plsobenim enzym kinaz a fos-
fatdz [16,17]. Fosfoproteiny jsou obecné
pfitomny v burice jen ve velmi nizkych
koncentracich, presto reverzibilni fosfo-
rylace/defosforylace umoznuje burice
rychle reagovat na vnitfni a vnéjsi sti-
muly. Pro nadorové buriky je typicka ab-
normalni fosforylace proteind [18,19],
projevujici se napf. konstitutivni aktivaci
receptorovych tyrozinkinaz [6]. Pro iden-
tifikaci novych, dosud nepopsanych fos-
foproteind a konkrétnich zmén fosfory-
lace specifickych pro nadorové buriky
Ize vyuzit kvantitativni proteomickou
analyzu [20].

Glykosylace je dalsi ¢astou posttrans-
lacni modifikaci membranovych pro-
tein(, glykosylovano je az 70 % vsech
lidskych protein(i [21]. Za glykoprotein
je povazovan posttranslacné modifiko-
vany protein, k némuz jsou enzymaticky
pfipojeny oligosacharidové struktury na-
zyvané glykany. Proces glykosylace pro-
biha prevazné v endoplazmatickém reti-
kulu nebo Golgiho aparatu. Pro nddorové
buriky je ve srovnani s normalnimi bun-
kami typickd zvysend produkce vétve-
nych glykanovych struktur (tzv. tfi a vice
antennarni) a/nebo zménéné hladiny
glykoproteinl [22]. Za zmény v glykosy-
la¢nim profilu jsou nejcastéji odpovédné
N-glykany, kovalentné vazané N-gly-
kosidickou vazbou na dusik postran-
niho fetézce asparaginu [22], a O-gly-
kany, kovalentné pfipojené k postranni
hydroxylové skupiné serinu nebo threo-
ninu [23]. Vétvené glykany nabizeji vice
moznosti pro navazani sialové kyseliny,
kterd obvykle ukoncuje jednotlivé vétve
glykanové struktury [24,25]. Zmény v sia-
lylaci membranovych proteind nado-
rovych bunék ovliviuji jejich interakce
s dal$imi burikami a s extracelularni ma-
trix a tim i schopnost metastazovat [26].
Zvysena exprese termindlni a-2-6 vdzané
sialové kyseliny v N-glykanech a sialyl-
-Lewis-X v O-glykanech (typicky v mu-
cinéznim typu O-glykan() ¢asto koreluje
se Spatnou prognézou onemocnéni, pro-
toze podporuje invazivitu a metastazo-
vani nadorovych bunék [27-29].
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Analyzovat glykanové struktury neni
jednoduchy ukol. Na rozdil od pro-
teind probiha syntéza glykanl beztem-
platovym procesem a vyslednd glyka-
nova struktura je produktem plsobeni
mnoha vysoce specifickych a striktné re-
gulovanych glykosidaz a glykosyltrans-
feraz. Nadorova burka obvykle vykazuje
vyznamné pozménénou expresi a akti-
vitu obou typd enzymU podilejicich se
na tvorbé glykanovych struktur, ¢imz
dochazi ke zvy3eni glykosylace a zméné
zastoupeni jednotlivych glykand. Nej-
vyznamnéjsi zmény byly zaznamenany
u sialyltranferaz a fukosyltransferdz, je-
jichz produkty jsou polysialylované
a polyfukosylované glykanové struktury.
Dobfe charakterizované jsou zmény
N-glykosylace v séru pacientek s dia-
gnostikovanym karcinomem prsu spo-
Civajici v markantnim narlstu sialylace
a fukosylace glykanovych struktur ve
srovnani se zdravou populaci [30,31].

Velkou skupinu silné glykosylovanych
proteinl syntetizovanych epitelidlnimi
bunkami reprezentuji muciny. Pro mu-
ciny je charakteristickd vysokd moleku-
lovd hmotnost, z niz 50-80 % zaujima
hmotnost glykanU, nej¢astéji O-glykand.
Muciny tvofi vyznamnou komponentu
mukoznich sekretd, které pokryvaji epi-
telidIni buriky gastrointestinalniho, uro-
genitdlniho, dychaciho, o¢niho a slu-
chového systému, ale soucasné byvaji
nadmérné syntetizovény i u vétsiny kar-
cinom [32]. Nékteré muciny jsou vézané
v plazmatické membréné diky svému
hydrofobnimu charakteru. Vétsina z nich
je vsak sekretovana, a mlze proto slou-
Zit jako ligand adheznich receptor( jako
napf. selektint, které podporuji schop-
nost nadorovych bunék interagovat
s hostitelskymi leukocyty, endotelovymi
burikami nebo s krevnimi destickami [33].

Mnohé glykoproteiny jsou v klinické
praxi vyuzivany jako diagnostické mar-
kery nebo markery progrese nadorovych
onemocnéni, napf. prostaticky specificky
antigen (prostate-specific antigen — PSA)
u karcinomu prostaty [34], CA125 (carci-
noma antigen 125) v pfipadé karcinomu
vaje¢niku [35], CEA (carcinoembryonic an-
tigen) u kolorektalniho karcinomu [36],
CA19-9 (carcinoma antigen 19-9) u meta-
statického karcinomu slinivky bfisni [34]
nebo MUC1 (mucin 1). Membranovy pro-

tein MUCT je ukotven na vnéjsim povr-
chu epitelidlnich bunék a je nadmérné ex-
primovan u nadord prsu, tlustého stieva,
plic, slinivky bfisni nebo vaje¢niku, a to
soucasné s vysokou produkci zkradcenych
O-glykanovych struktur [37]. Synteticky
peptid odvozeny od MUC1 predstavuje
hlavni slozku vakciny Tecemotide (Sti-

muvax), kterd stimuluje imunitni odpovéd

proti nddorovym bunkdm exprimujicim
MUCT1. Vakcina je v sou¢asné dobé hod-
nocena ve dvou studiich faze Ill u nema-
lobunééného karcinomu plic a u estrogen
receptor-pozitivnich karcinom prsu [38].

Identifikace a studium
membranovych proteini pomoci
proteomickych metod

Membranové proteiny na povrchu na-
dorovych bunék byly dtive obvykle
identifikovany pomoci monoklondl-
nich protilatek. V soucasnosti je proteo-
mika modernim nastrojem pro studium
zmén proteomu v¢. exprese i posttrans-
la¢nich modifikaci membranovych pro-
teind [39]. Vstupnim materidlem pro
izolaci a detekci membranovych pro-
teind mohou byt stabilni bunécné linie,
primokultury, nddorova tkan, sérum ci
dalsi téIni tekutiny [4]. Samotnd ana-
lyza membranovych proteinl je rozdé-
lena do nékolika krokd - 1. obohaceni
vzorku a purifikace proteinG, 2. solubi-
lizace a 3. separace, identifikace a cha-
rakterizace. Zakladni purifika¢ni me-
tody jsou chemicka precipitace [40]
a hustotni gradientova ultracentrifu-
gace [40]. Dalsi moznosti purifikace
nebo obohaceni membranovych pro-
teinG je vyuZiti rozsahlé glykosylace
membrénovych proteinl (magnetické
kulicky s konkanavalinem A), elektro-
statickych interakci (kladné nabité kie-
mikové kulicky a zdporné nabité pro-
teiny plazmatické membrany), chemické
znaceni intaktnich membrénovych
proteinll nebo napf. inkorporace do
polymer0 [40-44].

Moderni metoda izolace membra-
novych proteind vyuziva vysoké afinity
a specificity biotinu a glykoproteinu va-
jecného bilku avidinu nebo pfibuzného
bakteridlniho proteinu streptavidinu.
Membranové proteiny jsou oznaceny
modifikovanym biotinem (aminooxy-
biotin, sulfo-NHS-SS-biotin) [45] a na-

sledné precipitovany kulickami s nava-
zanym streptavidinem [46]. Vysledkem
je vzorek obohaceny o membranové
proteiny, jejichz koncentrace by jinak
byla nedostate¢na pro dalsi analyzu.
Pro néaslednou solubilizaci membrano-
vych proteinl se nej¢astéji pouzivaji de-
tergenty (napf. dodecylsiran sodny -
SDS) [40]. V zavislosti na typu pouZitého
detergentu se mohou projevit riizné ne-
zadouci ucinky pfi dalSim zpracovani
vzorku. Jedna se napf. o interferenci
s kapalinovou chromatografii, inaktivaci
protedzy béhem enzymatického sté-
peni, potlaceni ionizace peptidua ¢i kon-
taminace hmotnostniho spektrome-
tru [47]. Detergenty je tedy nutné pred
pouzitim tandemové hmotnostni spek-
trometrie (liquid chromatography-tan-
dem mass spectrometry - LC-MS/MS) ze
vzorku odstranit [40].

V poslednim kroku separace, charak-
terizace a identifikace membranovych
protein( se v pfipadé proteomické ana-
lyzy obvykle vyuzivd LC-MS/MS. Pro
identifikaci a charakterizaci membrano-
vych protein( Ize pouzit dva hlavni pro-
teomické pfristupy. Prvni pfistup ,top-
-down” je zaloZen na analyze proteint
nebo jednoduché proteinové smési
bez pouziti enzymatického 3tépeni.
Naopak druhy ,shotgun” pfistup se vyu-
zZiva pro identifikaci protein(i v komplex-
nich biologickych vzorcich a soucasti to-
hoto pfistupu je enzymatické Stépeni
vsech proteind s naslednym méfenim na
hmotnostnim spektrometru [48].

Kvantifikaci membranovych protein(
Ize provést relativnim nebo absolutnim
zpUsobem. V pfipadé relativni kvantifi-
kace Ize porovnavat kvantitu proteind
dvou ¢i vice biologickych systému, napt.
metodou izotopového znaceni (label-
-based) [4,49]. Mezi label-based kvantifi-
kac¢ni metody Ize zarfadit i metody s che-
mickym typem znaceni jako napt. iTRAQ
(isobaric tag for relative and absolute
quantification) [49], TMT (tandem mass
tag) [50] nebo casto vyuZivanou metodu
s metabolickym typem znaceni SILAC
(stable isotope amino acids in cell cul-
ture). Metodu SILAC Ize aplikovat pouze
na zivé organizmy in vitro, in vivo nebo
ex vivo. Modifikovanou formu tohoto
typu izotopového znaceni, tzv. super-
-SILAG, Ize vyuzit i pro vzorky tkani [49].
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Dal$i moznosti relativni kvantifikace je
i tzv. label-free metoda bez vyuziti izoto-
pového znaceni [51].

Druhy, absolutni zplsob kvantifikace
pfimo urcuje koncentraci analyzovaného
proteinu [51]. Pfed samotnou analyzou je
vsak nutné znat konkrétni protein/pep-
tid, ktery ma byt kvantifikovan [49], pro-
toze principem metody je vyuZiti izoto-
pové znaceného syntetického peptidu
jako vnitfniho standardu [51].

Kvantitativni proteomika je modernim
a dulezitym nastrojem pro identifikaci
a charakterizaci membranovych pro-
teinG izolovanych z definovanych bu-
nécnych linii nebo biologického mate-
ridlu, a tedy pfispiva k pochopeni funkce
s nimi spojenych signalnich drah, jejich
zapojeni do procesu metastazovani ci
regulace imunitni odpovédi.

Zaveér

V soucasnosti dochazi v onkologii k in-
tenzivnimu rozvoji cilené |é¢by, coz po-
tvrzuje mimo jiné i narlstajici pocet
nové schvalenych Iécebnych preparatt
a rozsitujici se spektrum nadorovych
onemocnéni, pro kterd je cilend Ié¢ba
dostupnd. Proteiny vnéjsi cytoplaz-
matické membrany zde hraji ustfedni
roli jako cile tohoto typu lé¢by. Proteo-
mické pfistupy ke studiu membrano-
vych proteint mohou pfinést nové zna-
losti vlastnosti a funkci membranovych
proteind, které v budoucnosti pfispé&ji
k vyvoji novych monoklondlnich proti-
latek, syntetickych peptidd a nizkomole-
kuldrnich inhibitord umoznujicich rozsi-
fit personalizovanou lé¢bu nadorovych
onemocnéni.
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