THE JOURNAL OF THE CZeECH AND SLOVAK ONCOLOGICAL SOCIETIES

KUINICKA
ONKOLOGIE

RECAMO2020:

cestou vyzkumu rakoviny k aplikované molekularni onkologii Il

RECAMO2020:

through Cancer Research towards Applied Molecular Oncology Il

Michalova €., Hrstka R. €t al

ASKA
o o,

O

<, P
“% ,cé?ﬂ SO S Slovenska
@ onkdlogiel@® .V-)[ onkologicka

~spolecnostiair spoloén ost

v &
€ pyret™

Vydava CLS JEP. ISSN 0862-495X. ISSN 1I802-5307 on-line pristup
Indexed in MEDLINE/PubMed, EMBASE/Excerpta Medica, EBSCO,
SCOPUS, Bibliographia medica ¢echoslovaca, Index Copernicus rocnik 3l | EOIB | Supplementum 2







OBSAH

Obsah | Contents

Variabilita buné¢né populace solidnich nadora

a jeji vyznam pro diagnostiku a terapii nadorovych onemocnéni

Variability of Solid Cancer Cell Population and Its Consequences for Cancer Diagnostics and Treatment
Brychtova V., Valik D., Vojtések B.

Vyuziti mitochondrialnich procest v cilené terapii nadorovych onemocnéni

Mitochondrial Processes in Targeted Cancer Therapy
Krej¢it R, Valik D., Vojtések B.

Ferroptéza jako novy typ bunécné smrti a jeji role v 1é¢bé rakoviny
Ferroptosis as a New Type of Cell Death and its Role in Cancer Treatment
Skoupilové H., Michalova E., Hrstka R.

Moznosti vyuziti p63 v bioptické diagnostice
Possible Usage of p63 in Bioptic Diagnostics
Galoczova M., Nenutil R, Coates PJ,, Vojtések B.

Vyznam membranovych proteini v Ié¢bé nadorovych onemocnéni a moznosti jejich dalsiho studia
Importance of Membrane Proteins in the Treatment of Tumor Diseases and the Possibilities of Their Further Study
Dosedélova L., Nekulova M., Zahradnikovéa M., Faktor J.,, Vojtések B., Hernychova L.

Vliv metylace DNA na vznik nadorovych onemocnéni

The Effect of DNA Methylation on the Development of Cancer
Holcakova J.

Uloha proteinu HSP70 v nadorech a jeho vyuziti jako terapeuticky cil

The Role of HSP70 in Cancer and its Exploitation as a Therapeutic Target
Martinkova V., Treka F, Vojtések B., Muller P

Uloha proteinu HSF1 v nadorovej transformacii

The Role of HSF1 Protein in Malignant Transformation
Simon¢ik O, Pastorek M., Vojtések B, Miiller P,

Proteiny HDM2 a HDMX v ludskych nadoroch

HDM?2 and HDMX Proteins in Human Cancer
Haronikova L., Vojtések B.

Prima-1 a APR-246 v lIécbé nadorovych onemocnéni

Prima-1 and APR-246 in Cancer Therapy
Zatloukalova P, Galoczova M., Vojtések B.

Acetylsalicylova kyselina a jeji potencial v chemoprevenci kolorektalniho karcinomu

Acetylsalicylic Acid and its Potential for Chemoprevention of Colorectal Carcinoma
Podhorec J,, Hrstka R, Bilek O, Tucek 5., Navratil J, Michalovd E., Vojtések B.

2S5

2514

2521

2527

2532

2541

2546

2S55

2563

2571

2577

Klin Onkol 2018; 31 (Suppl 2)

2S3




OBSAH

Exprese a funkéni charakterizace miR-34c u karcinomu délozniho hrdla 2582

The Expression and Functional Characterization of miR-34c in Cervical Cancer
Sommerova L., Frankova H., Anton M., Jandakova E., Vojtések B., Hrstka R.

Circulating Myeloid-Derived Suppressor Cell Subsets in Patients with Colorectal Cancer -
Exploratory Analysis of Their Biomarker Potential 2588
Subpopulace cirkulujicich myeloidnich supresovych bunék u pacientd s kolorektalnim karcinomem —

explorativni analyza jejich potencidlu jako biomarkeru
Fédorova L., Pilatova K., Selingerovd |, Bencsikova B., Budinskd E., Zwinsovd B, Brychtovd V., Langrové M, Sefr R, Valik D., ZdraZilova-Dubska L.

Soucasné metody analyzy mikroRNA 2593

Current Methods of microRNA Analysis
Bartosik M., Jirdkova L.

Proteogenomicka platforma na identifikaciu nadorovo specifickych antigénov 25102

Proteogenomic Platform for Identification of Tumor Specific Antigens
Faktor J,, Hernychova L., Vojtések B., Hupp T.

KO ~
e %,
$ “ RECAMQO
A
% Regiondini centrum
g aplikované molekulami MINISTERSTVO SKOLSTVI,
4 R onkologie MLADEZE A TELOVYCHOVY

254 Klin Onkol 2018; 31 (Suppl 2)




PREHLED

Variabilita bunécné populace solidnich
nadoru a jeji vyznam pro diagnostiku a terapii

nadorovych onemocnéni

Variability in the Solid Cancer Cell Population

and Its Consequences for Cancer Diagnostics and Treatment

Brychtova V., Valik D., Vojtések B.

Regionalni centrum aplikované molekularni onkologie, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno

Souhrn

Vychodiska: Nadorové onemocnéni se vyviji na zakladé vzniklé somatické mutace evolu¢nim proce-
sem podle Darwinovskych pravidel. Vyvoj nadoru je proces dynamické klondlni expanze a nasledné
selekce vedouci ke vzniku geneticky odlisnych subpopulaci pfizptsobenych odliSnym podmin-
kam nadorového mikroprostiedi konkrétniho hostitele. Genom jednotlivych nadorovych bunék je
utvéren rdznymi selek¢nimi tlaky. Evolu¢ni drdha vyvoje nadoru ma ve vétsiné pfipadl rozvétveny
charakter a jednotlivé nadorové subklony se tak vyvijeji paralelné. Diverzita klon(i v rdmci jediné na-
dorové tkané vede ke vzniku genetické, epigenetické a fenotypové variability, coZ soucasné predsta-
vuje hlavni prekazku exaktni diagnostiky a ucinné personalizované lécby konkrétniho nadorového
onemocnéni u konkrétniho jedince. Pokroky v sekvenacnich technikach ndm v sou¢asnosti umoz-
nuji odpovédét na otazky ohledné rlistu a progrese heterogennich nadord a také jejich schopnosti
odpovidat na lé¢bu. Porozuméni mechanizmu vzniku a sledovéni zmén na trovni nadorovych klond
v prdbéhu progrese nadorového onemocnéni mlize pomoci zlepsit U¢innost protinadorové 1écby.
Cil: Tento pfehledovy ¢ldnek se zabyva nddorovou heterogenitou a ukazuje, jak klonalni diverzita
ovliviiuje nadorovou heterogenitu na rovni genetické, epigenetické i proteinové. Dale popisuje, jak
fylogenetika, efektivni nastroj systémové biologie, miize pomoci pfi sledovani klondIni evoluce na-
doru v priibéhu jeho progrese a tvorbé metastaz. Na zavér také hodnoti, jakym zpUsobem pfispiva
nadorova heterogenita k problémim v diagnostice nddorovych onemocnéni a jejich 1é¢bé.

Klicova slova
evoluce nador( — nadorova heterogenita — nadorova fylogenetika - klonalni evoluce

Summary

Background: Cancer develops as a result of somatic mutations and evolutionary processes with
a Darwinian character. Tumors evolve by dynamic clonal expansion and selection to form geneti-
cally diverse cell subpopulations adapted to different tumor microenvironmental conditions. Within
cancer cells, the genome is shaped by various selective pressures. Cancer evolution often follows
a branched trajectory with divergent subclones evolving simultaneously. Clonal diversity within
the same tumor results in genetic, epigenetic and phenotypic variability in tumor mass, which re-
presents a major obstacle for the development of efficient diagnostics and personalized treatment.
Advances in sequencing techniques have enabled a better understanding of the growth, progres-
sion and response to cancer treatment in heterogeneous cancers. Concurrently, understanding the
mechanisms involved and monitoring changes in cancer clones during disease progression may
improve the efficiency of cancer therapy. Aim: In this review, we summarize available data on intra-
tumor heterogeneity. We show how intratumor heterogeneity, arising from clonal diversity, mani-
fests itself at various levels, including at the genetic, epigenetic, and protein levels. We describe how
phylogenetics, a powerful systems biology approach, can help trace clonal evolution during cancer
progression and metastasis formation. We also highlight the main problems caused by intratumor
heterogeneity, which hinders the development of novel diagnostics and therapies.

Key words
cancer evolution - intratumor heterogeneity — cancer phylogenetics - clonal evolution
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VARIABILITA BUNECNE POPULACE SOLIDNICH NADORU A JEJIVYZNAM PRO DIAGNOSTIKU A TERAPII

Uvod

Nadorové onemocnéni je tradi¢né vni-
méano jako genetické onemocnéni
s charakteristickou progresivni kumu-
laci zmén v klicovych genech a signal-
nich drahach kontrolujicich proliferaci
bunék. Predpoklada se, ze nador vznika
v dlsledku neletalni zmény genomu,
pricemz ve vétsiné piipadd jde o zmény
spontanni a méné casto jsou tyto zmény
podminény zérode¢nou mutaci.V 70. le-
tech minulého stoleti byla vyslovena
teorie evolu¢niho principu nadorové
progrese, kterd popisuje nadorové one-
mocnéni jako evolu¢ni proces Fizeny
postupnou kumulaci somatickych mu-
taci a naslednou selekci subklont [1,2].
Znamena to tedy, Ze od prvotni udalosti,
béhem které dochézi k transformaci
zdravé bunky v bunku nadorovou, se az
ke stadiu diseminovaného onemocnéni
nador vyviji procesem selekce. Evolu¢ni
teorie progrese nador( je vsak lehce od-
li3na od evolu¢ni teorie druh(i [3]. Nado-
rové bunky jsou vystaveny selekénimu
tlaku mikroprostredi, jako je pusobeni
imunitniho systému, zména pH, nedo-
statek zivin, anatomické bariéry a pUso-
beni protinadorové terapie. Tyto tlaky
pribézné formuji evolué¢ni drdhu na-
doru a vznikajicich subpopulaci [4].
Vzhledem k tomu, Ze evoluci nadoru Ize
jen velmi tézko studovat u pacienta -
¢lovéka, nebot z etickych divodd neni
mozné pribézné odebirat biopsie pro-
gredujiciho nadoru, vétsina studii zaby-
vajicich se evolucni historii nador( je re-
trospektivnich, a tak vychazi ze ,single
time-point” vzorkl. Uvedeny pfistup je
vsak doposud povaZzovan za dostacujici,
nebot vnitfni nddorové heterogenita (in-
tratumoral heterogeneity - ITH) pfedsta-
vuje permanentni zaznam mutaci vznik-
lych v pribéhu progrese nadoru [5].
Model nddorové evoluce vyuziva pro stu-
dium nadorové progrese fylogenetiku —
typ analyzy, kterd zaznamendva zmény
v genomu nadoru v podobé evolu¢niho
stromu.

V populaci pacientll s nddorovym
onemocnénim je tfeba rozlisovat ITH (in-
tratumoral) a mezinadorovou heteroge-
nitu (intertumoral). Mezinddorova hete-
rogenita oznacuje rdznorodost nador(
stejného histologického typu mezi rlz-
nymi pacienty a pfedpoklada se, ze vy-

chazi z lokalizace tumoru v rdmci organu
a z puvodu bunék. Je také ovlivnéna
specifickymi vlastnostmi hostitele, jako
je vék, hormonalni status, zdrodecné
genetické variace, komorbidity a sou-
béZné medikace a environmentalni fak-
tory [6]. ITH charakterizuje rlznorodost
nadorovych bunék v nddorové tkani je-
diného pacienta. Zahrnuje prostorovou
heterogenitu, kterd vychazi z nerovno-
mérné distribuce geneticky odlisnych
bunécnych populaci v nddoru a sou-
¢asné i zmény v case, nebot zmény
v genomu nadorovych bunék probihaji
dynamicky [71.

Vnitini heterogenita nadort

Nador jako makroskopicky heterogenni
systém popsali jiz v 19. stoleti Johannes
Muller a Rudolf Virchow, ktefi pozorovali
vyrazny pleomorfizmus bunék nddorové
tkané [8,9].V 70. letech 20. stoleti Hepp-
ner a dalsi autofi popsali v rdmci jedné
nadorové tkdné pfitomnost odlisnych
subpopulaci, které se od sebe lisily od-
povédi na lé¢bu a schopnosti metasta-
zovat [10]. Odlisné histologické obrazy
je mozné v nadorové tkani pozorovat
pomérné casto a odpovidaji odlisSnému
stupni diferenciace a metaplastickym
zménam. Morfologicka heterogenita je
vyznamnou soucasti prognostického
skérovaciho systému, napt. u karcinomu
prostaty [11].

Nadorova heterogenita je casty jev
objevujici se u mnozstvi nadorovych
diagndéz [12,13], avsak otazkou stale z{-
stava, jakym mechanizmem vznika. ITH
je formovana mnozstvim vnéjsich sil pU-
sobicich na nadorovy genom a ovliv-
nujicich strukturu nddorové tkané. Na-
dorové mikroprostiedi tak vytvafi tlak,
na zadkladé kterého prezivaji burky
nejlépe adaptované na podminky
okoli [7].

V posledni dobé, kdy k vyznamnému
posunu v chapani evoluce nadorl pfi-
spél velky pokrok ve vyuzivani sekveno-
vani druhé generace (next generation
sequencing - NGS), se upousti od tra-
di¢niho paradigmatu progrese nadoru
jako jednoho klonu s postupné nar(s-
tajici agresivitou. Nadorovéa populace je
chapéna jako komplexni systém tvoreny
obvykle mnoha jednotlivymi geneticky
pfibuznymi subklony, které se vyvijeji

paralelné [14,15] (srovnani s modelem li-
neérni evoluce v kapitole Klonélni evo-
luce nadorq).

Heterogenita nddorové populace se
mUze rozvijet v disledku zmén v ge-
nomu v rdmci klonu nadorové populace,
pod tlakem zmén v nadorovém mikro-
prostfedi, nebo na pozadi kombinace
uvedenych faktor( [16]. Mutace vzniklé
v nadorovych bunkach Ize rozdélit do
dvou typu - 1. funk¢né dulezité ,driver”
mutace a 2. neutrdlni ,passenger” mu-
tace, které je pouze doprovazeji a ne-
maji zadsadni vliv na agresivitu nadoru.
LDriver” mutace, také oznacované jako
kmenové mutace, pfedstavuji zmény
vyskytujici se v ranych fazich nadorové
transformace a je mozné je identifikovat
ve véech oblastech nddorové tkéné, za-
timco ,passenger” mutace jsou aberace
lokalizované pouze do urcitych mensich
region nadorové populace [17]. Odlis-
nosti v nadorovém genomu mohou dat
vzniknout nadorim s podobnym fe-
notypem, které se v3ak geneticky ne-
prekryvaji. To je ddno predevsim sku-
te¢nosti, ze odchylky v buné¢ném
metabolizmu a signalizaci mohou byt
v burice navozeny prostiednictvim rliz-
nych mechanizmd. Na druhou stranu
i fenotyp geneticky identickych bunék
muze byt odlisny, nebot prestoze jsou
nadory architektonicky komplexni, lisi
se v mife regiondlni vaskulatury, infilt-
race hostitelskymi (nenadorovymi) buni-
kami zanétlivymi nebo burikami imunit-
niho systému, slozkami pojivové tkané
a dal3imi vlastnostmi. Tyto specifické re-
gionalni vlastnosti vedou ke vzniku roz-
dilnych mikroprostredi a tim k rozvoji
fenotypové heterogenity [18]. ITH se
tedy projevuje nejednotnosti na mnoha
Urovnich, v¢. genetické, epigenetické
a fenotypové.

Geneticka heterogenita

Genetickd heterogenita oznacuje struk-
turni a kvantitativni chromozomalni
zmény. Somatické bunky kumuluji
v pribéhu Zivota mutace, které jim da-
vaji selektivni vyhodu, jsou to jiz zmi-
néné ,driver” mutace, které zvysuji pre-
Ziti a proliferaci bunék, déle pak mutace
neutralni a nakonec mutace, které jsou
pro bunky nevyhodné a vedou k je-
jich smrti nebo senescenci. Ackoliv ma
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vétsina mutaci jen maly vliv na celkovy
stav bunky, i nékolik mélo ,driver” mu-
taci mlze udélit bunce evolucni vyhodu,
kterd ji umozni prosperovat vice nez
ostatnim [19]. Rozsahlé analyzy dat exo-
mového sekvenovani ukdzaly, ze kazdy
nador dospélého véku nese pfiblizné
20-300 jednonukleotidovych zmén (sin-
gle nukleotide variant — SNV) nebo krat-
kych inzerci ¢i deleci [20-26]. Kromé
toho nadory nesou i zmény v poctu kopii
genu (copy number variants - CNV)
a translokaci [27,28].

Epigeneticka heterogenita

O epigenetické heterogenité mluvime
v pfipadé, Ze nddorova populace vyka-
zuje variabilitu v profilu metylace DNA,
acetylace histon a zmény v konformaci
chromatinu. Geny kédujici reguldtory
epigenomu patii k nej¢astéji mutova-
nym gentm v nadorech. Jejich vysled-
kem je snizeny obsah 5-metylcytosinu,
zvy$end metylace normalné nemetylo-
vanych dinukleotidd cytosin-fosfat-gua-
ninu (cytosin-phosphatidyl-guanin -
CpG) v promotorech genl kdédujicich
nadorové supresory, gentl odpovéd-
nych za reparaci DNA a genU souviseji-
cich s metastazovanim [29-34]. | kdyz se
obecné predpoklada, Ze se evolu¢ni his-
torie nddoru odvozena z genetickych
a epigenetickych dat muaze lisit (me-
tylace DNA je reverzibilni proces a je
také mnohem vice nachylnd k chybam
nez replikace DNA), studie provedené
na nadorech mozku a prostaty ukazuji
shodné profily aberantni metylace DNA,
somatickych mutaciizmén v poctu kopii
genu [35,36].

Fenotypova heterogenita

Fenotypova heterogenita vychdzi z inte-
grace genetickych i negenetickych vliv(.
Hlavni faktory ovliviiujici nadorovy feno-
typ je mozné rozdélit na vnitini — gene-
tickd, epigeneticka variabilita a mira di-
ferenciace nadorovych bunék, a vnéjsi,
u niz je vyraznym hra¢em nadorové
mikroprostredi (fibroblasty, bunky imu-
nitniho systému, novotvorené cévy, ex-
traceluldrni matrix a hypoxie). Vnéjsi
(tj. hostitelské) faktory ¢asto formuji di-
verzitu nadorovych bunék vyraznéji nez
faktory vnitini [37]. Napfiklad u kolorek-
télniho karcinomu a svétlobuné¢ného

Obr. 1., Trunk-branch” model nddorové heterogenity.

Vyvoj vnitini nddorové heterogenity se podoba rostoucimu stromu. Kmen stromu pred-
stavuje ,driver” mutace 1) pfitomné v kazdém subklon; vétve 2) predstavuji jednotlivé
klony; a malé vétvicky 3) subklony. Biologické vlastnosti jednotlivych oblasti nddoru (sub-
klont) jsou dany regionalnimi mutacemi, které maji za urcitych podminek selekéniho

tlaku potencidl stat se ,driver” mutacemi.

karcinomu vaje¢niku neni heterogenita
klon(i vzdy navazana na genetickou po-
ruchu, ale ¢asto je zavisld na podmin-
kach daného mikroprostredi [38-40].

Klonalni evoluce nadori

Nadorovy klon je z definice skupina na-
dorovych bunék, které sdileji vysoce po-
dobny genotyp a mutacni profil, zatimco
subklon je skupina bunék, které se od-
délily v evolu¢ni linii a ziskaly dal$i mu-
tace [41] (obr. 1). Populace subklon( na-
dorovych bunék tedy déavaji vzniknout
heterogennimu prostiedi uvniti nadoru,
pficemz jednotlivé subklony nejsou izo-
lované entity. Z hlediska geografického
se populace subklond mohou v rdmci
nadoru prolinat nebo mohou byt na-
opak prostorové oddéleny [42]. Inter-
akce mezi subklony v priibéhu nddorové
evoluce mize byt na urovni kompetice,
ale i kooperace. Jeden z klond mze vy-
tlacit ostatni na zakladé pfisunu kys-
liku, Zivin a prostoru, kterych se mu

dostava ve vétsi mife nez ostatnim klo-
ntm [43]. Nékteré studie také ukazuji, ze
jednotlivé subklony jsou schopny vza-
jemné interagovat na zakladé parakrinni
signalizace [44,45].

Selekéni tlak se v prabéhu nadorové
progrese méni, coz pfispiva ke zméné
subklondlni architektury a dominance
v pribéhu vyvoje nadoru [42]. Obrov-
ské zmény v zastoupeni klonl v pri-
béhu casu Ize pozorovat napf. u mnoz-
stvi hematologickych malignit, jako je
chronicka lymfocytéarni, akutni mye-
loidni nebo akutni lymfoblasticka leu-
kemie, u nichz se diagnostické vzorky
lisi od vzorkd ziskanych v pokrocilém
stadiu onemocnéni [46-49]. Stejné tak
u solidnich nadorG jsou zmény v organi-
zaci nddoru pozorovany na zékladé srov-
nani diagnostickych vzork( se vzorky
rekurenci nebo z porovnani tkané pri-
marniho nddoru s metastazou. Byly po-
psany Ctyfi zdkladni mechanizmy evo-
luce nadord.

Klin Onkol 2018; 31 (Suppl 2): 255-2513
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Obr. 2. Fylogeneticky strom znazornujici mechanizmy evoluce nadora a schematické znazornéni progrese vnitini heterogenity na-

doru v pribéhu casu.

a) linedrni model, b) rozvétveny model, c) neutrdlni model, d) prerusovany model [71].

Linearni model evoluce nadori
(linear evolution)

Linedrni model nadorové progrese je
pravdépodobné nejzndméjsi a podle
néj k mutacim dochdzi postupné krok za
krokem v linedrnim sledu. ,Driver” mu-
tace v tomto pfipadé poskytuji burikdm
tak silnou selektivni vyhodu, Ze predci
vsechny predchozi klony a v nadorové
tkani pak prevlada jako dominantni klon
(obr. 2a). Typickym pfikladem linedrniho
modelu nadorové progrese je Fearon-
-Vogelsteinova teorie nddorové progrese
karcinomu tlustého stfeva. Ukazuje,
jakym zplsobem pfispiva po sobé nasle-
dujici zisk ,driver” mutaci k posunu one-
mocnéni do pokrocilejsich stadii s vyssi
malignitou [50]. Tento model podporuji
také histopatologickd pozorovani nado-
rové progrese vedouci od adenomu pres
vyvoj karcinomu az ke vzniku metastaz
u nékterych nadorovych diagnéz.

Rozvétveny model evoluce nadort
(branching evolution)

Model vétvici se evoluce popisuje
klony majici spole¢ného predka, pfi-

¢emz se tyto klony vyviji paralelné a da-
vaji vzniknout mnoha klonalnim liniim.
Nedochazi zde k vytlaceni submisiv-
nich klond, jako je tomu u linearni evo-
luce, a vSechny klony expanduji sou-
Casné (obr. 2b). Pomoci NGS byl typicky
mutacni profil zahrnujici kmenové mu-
tace, mutace specifické pro jednot-
livé subklony a dalsi mutace v jednotli-
vych burikdch identifikovdn u nadord
prsu, prostaty, jater, ledvin, vaje¢niku,
melanomu a u kolorektalniho karci-
nomu [51-63]. Pocet klond a tvar evo-
lu¢niho stromu se mezi diagndzami lisi,
nicméné u nékterych diagnéz Ize pozo-
rovat spolecné rysy (dlouhé vétve evo-
lu¢niho stromu u nékterych typd nadoru
prsu) [55,57,64]. Rozvétvena evoluce na-
dort byla popsana u mnoha nadord, v¢.
progrese adenomu na karcinom u nado-
rového onemocnéni tlustého streva, kar-
cinomu slinivky bfisni a prsu [51,65-67].

Model neutralni evoluce nadori
(neutral evolution)

Hypotéza neutrdlni evoluce vychazi
z predstavy, Ze nedochazi k selektivni vy-

hodé v prdbéhu vyvoje nddoru a jedna
se spise o kumulaci ndhodnych mutaci
vedouci ke genetickému driftu a vy-
razné heterogenité (obr. 2¢). Ta je pak ve-
dlejsim efektem bez funkéniho vyznamu
pro nadorovy rudst. Jedna se viak o ex-
trémni teorii, kterd ma pomérné malo
dikazl v klinické praxi [68].

Model pirerusované evoluce nadori
(punctuated evolution)

U nékterych nador( se na zac¢atku pro-
grese kumuluje velké mnozZstvi genetic-
kych aberaci zplsobujicich extenzivni
heterogenitu nddorové tkédné s velkym
poctem subklond. Postupné pak do-
chazi k jejich redukci diky expanzi jed-
noho nebo nékolika dominantnich
klont [69,70] (obr. 2d).

Kromé celkem presné definovanych
modell miZe naddorova progrese probi-
hat i hybridnim zplsobem, kdy je para-
lelné aplikovano vice modeld (mudze byt
typické pro urcité skupiny mutaci), nebo
tyto modely mohou nasledovat v pra-
béhu casu (nékteré prevazuji v ranych
stadiich progrese) [71].
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Fylogenetika nadort

Prvni pokusy vyuzit fylogeneticky model
stromu v onkogenezi se objevily v 90. le-
tech 20. stoleti [72,73]. Tento druh ana-
lyzy dal postupné vzniknout novému
odvétvi ozna¢ovanému jako nadorova
fylogenetika. V soucasné dobé vyuziva
nadorova fylogenetika mnohem sofisti-
kovanéjsi analytické pfistupy, nez tomu
bylo na jejim pocatku, a tento posun je
také dokumentovan nardstajicim mnoz-
stvim publikaci vyuzivajicich fylogene-
tické pfistupy pro studium nadorovych
onemocnéni za posledni 4 roky.

V soucasnosti dominuje predstava
darwinovské evoluce uplatiujici se jako
hlavni sila formujici nddorovou hetero-
genitu, avsak tato teorie je v urcitych
smérech limitovana. Jeji omezeni vy-
chazi zrozdilnych vlastnosti populaci na-
dorovych bunék a populaci organizma.
Nadorové bunky predstavuji populaci
s nepohlavnim délenim (tzn. neprobihd
zde meioticka rekombinace, neuplat-
nuje se Hardy-Weinbergudv zakon o frek-
venci genotypU ani teorie pohlavniho
vybéru), jejiz vyvoj je ovliviiovan evo-
luénimi procesy, které se projevuji v nor-
malni populaci - mutace, geneticky drift
a pfirozeny vybér. Ackoliv evoluéni teo-
rie zna¢né pomaha v pochopeni déj
v pribéhu nadorové progrese, rozdily
v evolu¢nim procesu nador0 spocivaji
predevsim v - 1. ¢etnosti mutaci; 2. mife
selekce; 3. typicky vysoké heterogenité
vznikajicich nddorovych klonl a 4. typu
vzniklé mutace [74].

Dominantnim mechanizmem evo-
luce druht podle Darwina je selekce
pfirozenym vybérem. U nadorovych
bunék se jedna prevazné o pozitivni se-
lekci, kterd probiha ve prospéch mutaci
podporujicich vsechny znaky nadorové
bunky [75], zatimco negativni selekce je
v prdbéhu vyvoje nadoru velmi slaba.
Toto také vysvétluje extrémni toleranci
nadorovych bunék k hypermutabilité.
Typickou vlastnosti nadorl je hyper-
mutabilni fenotyp spojeny s typem mu-
taci, které nejsou casté pfi evoluci druh(.
Hypermutabilita zahrnuje chromozo-
malni nestabilitu (chromosomal instabi-
lity - CIN), mikrosatelitovou nestabilitu
(microsatellite instability — MIN), vyso-
kou ¢etnost bodovych mutaci a také
CNV [74]. Kvantitativni hodnoceni se-

N

)

Obr. 3. Klasifikace metod nadorové fylogenetiky na zakladé typu studie.

U kohortové studie (a) jsou jednotlivé nadory u odlisnych jedincl (barevna kolecka) ana-
lyzovany jako by se jednalo o odlidné druhy. Studie nddorovych regiont (b) vychazi ze
vzorki jediného pacienta, ale odlisnych nadorovych regionl primarniho nadoru (zeleng,
modfe, Sedé) nebo metastaz (¢erveng, zluté). Analyza individualnich nddorovych bunék
(c) provadi fylogenetickou analyzu na zékladé variaci mezi jednotlivymi burikami nadoru
v jednom nebo vice nddorovych regionech (zelené, modrie, Sedé (primarni nador), cer-

veng, Zluté metastaza) [74].

lekce chybi - neni znamy pocet mutaci
potiebny k rozvoji nddoru ani zda se lisi
mezi rlznymi typy nadorového one-
mocnéni [76]. Z hlediska evolu¢ni teorie
piirozenym vybérem je vsak tieba zdU-
raznit, Ze selektivni vyhoda podle Dar-
wina probihd pouze na Urovni nddorové
populace, a nikoliv na urovni jedince -
hostitele. V posledni dobé bylo publiko-
vano i nékolik praci, které misto darwi-
novské evoluce nddorové heterogenity
navrhuji model neutrdini evoluce (non-
-Darwinian model). Opét se tedy ote-
vird diskuze ohledné role selekcionizmu
a neutralizmu v procesu evoluce pfiroze-
nym vybérem, tentokrat viak na drovni
nadorovych bunék [59, 77-79].
POvodné byly k sestaveni fylogene-
tického stromu nadoru pouzity variace
mikrosatelitovych marker( u hereditar-
niho nepolypdzniho karcinomu kolo-
rekta [72]. V soucasnosti jsou k analyze

fylogenetickych dat nador( vyuzivany
pocitacové metody, které pomdéhaji re-
konstruovat evolucni procesy nador(.
Vstupni data pro fylogenetickou analyzu
predstavuje genomovy profil. PGvodné
byla ziskana pomoci komparativni geno-
mové hybridizace (comparative genomic
hybridization — CGH) nebo fluorescencni
in situ hybridizace (fluorescence in situ
hybridization - FISH) [73,77], avsak po-
stupné byly tyto metody vytla¢eny NGS.
Vétsina dat je vyhodnocovéna standard-
nimi algoritmy vyuzivanymi pfi fyloge-
netické analyze druhd, jako je metoda
maximalni Uspornosti (maximal parsi-
mony), metoda minimalni evoluce (mi-
nimal evolution), metoda nejblizsiho
souseda (neighbour joining) nebo ba-
yeneiovské metody stanoveni fylogene-
tickych vztaht [74].

Pristup k analyze fylogenetickych dat
nador( vychazi predevsim z typu studie,
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kterou mdze byt - 1. kohortova studie za-
hrnujici data z mnoha nador0 a popisu-
jici nejcastéjsi drahy progrese pro danou
diagndzu (cross-cohort studies) (obr. 3a);
2. studie nddorovych regionli pochézeji-
cich z odlisnych lokalit jediného nadoru
(regional bulk phylogenetics) (obr. 3b)
nebo 3. analyza individudlnich nado-
rovych bunék ziskanych z jediného na-
doru (single-cell tumour phylogenetics)
(obr. 3c) [74]. Pfehled dostupného soft-
waru pro analyzu fylogenetickych dat
¢lenény na zakladé typu studie je uve-
den v publikaci Schwartz et al [74].

Vystupni data pak predstavuji fyloge-
neticky strom, ktery odhaduje pofadi,
ve kterém dochazelo ke vzniku mutaci
v pribéhu oddélovani klont v linie. Spo-
le¢né uzly fylogenetického stromu pred-
stavuji spole¢né predky, jejichz genotyp
mUze byt vyvozen na zékladé spolec-
nych ryst mezi jejich potomstvem [71].

Nadorova fylogenetika ukazuje minu-
lost nddor(i a pomdaha analyzovat data
heterogennich nadord. Pomoci tohoto
pfistupu je mozné odhadnout nacaso-
vani ,driver” mutaci a zddraznit tak kli-
¢ové udalosti v iniciaci a progresi nado-
rového onemocnéni. Velké kohortové
studie mohou ukazat, které mutace
v genech nebo drahdch maji za nasledek
vznik nadorového klonu (potencialné
dfivéjsi udalosti) nebo nddorového sub-
klonu (pozdéjsi udalosti) [80].

Vnitini nadorova heterogenita

a metastazovani

Metastazovani je komplexni proces, pfi
kterém jsou nadorové buriky uvolnény
port, jsou lokalizovédny na sekundar-
nim misté, kde dochdzi k jejich adaptaci,
proliferaci a vytvoreni nadorové léze.
Viechny kroky predstavuji proces se-
lekce, ktery je zdrojem heterogenity mezi
primarnim nadorem a metastazou [81].
Plvodni klasicky model metastazovani
je jednoduchym linedrnim modelem
(viz kapitola Klonalni evoluce nador),
podle néhoz primarni nddor postupné
ziskava vlastnosti potiebné pro dise-
minaci onemocnéni a kolonizaci nové
tkané. Mnoho studii ukazuje vysokou ge-
netickou podobnost mezi rdznymi me-
tastdzami u jednoho pacienta. Tato sku-
te¢nost by tedy podporovala teorii, Ze

k diseminaci dochazi v pozdnich stadiich
onemocnéni (pozdni diseminace) [81].
Nékteré novéjsi studie vsak ukazuji, ze
nékteré nadory prsu a slinivky bfisni jsou
schopné diseminovat jiz v preneoplas-
tickém stadiu (rana diseminace) [82,83].
V tomto pfipadé jsou nadorové bunky
distribuovany po téle hostitele v dobég,
kdy samotné onemocnéni neni jesté
diagnostikovéno, a po variabilni dobé
dormance se mohou zacit vyvijet neza-
visle na primarnim nadoru. Takové na-
dory sdileji nékteré plvodni,driver” mu-
tace s primarnim nadorem, avsak déle
rozvijeji svoji genetickou heterogenitu
nezdvisle na primarnim nadoru a ostat-
nich metastatickych lézich a jsou navza-
jem vysoce heterogenni. Zvlastni pripad
predstavuje situace, kdy metastazy po-
chazeji ze subklont odvétvenych v ra-
nych fazich nddorové progrese, ale di-
seminovanych az v pozdni fazi. V tom
pfipadé jsou metastazy vysoce hetero-
genni vi¢i sobé samotnym, avsak jejich
geneticka vybava je blizkd primarnimu
nadoru. Studie zabyvajici se metastazo-
vanim u kolorektalniho karcinomu uka-
zaly, Ze model metastazovani se mdze
u jednotlivych pacient( lisit, tzn. ve sku-
piné pacientd se stejnou diagndzou
muze dochéazet k ranému i pozdnimu di-
seminovanému onemocnéni [84].

Kromé jiz uvedeného byla u mela-
nomu pozorovana genomova variabilita
mezi lokoregiondlnimi metastazami (po-
chazely z jediného subklonu primarniho
nadoru) a vzdalenymi metastazami (po-
chazely z odlisnych subklonl primarniho
nadoru) [85]. Celkové Ize tedy Fici, Ze jed-
notlivé pfipady metastazovani jsou uni-
katni a je nemozné aplikovat univerzalni
model na vSechny ptipady. Situace je
vsak jesté komplikovanéjsi, nebot kromé
uvedenych klasickych cest, kdy vzniklé
metastazy maji plvod monoklondlni,
existuji i mechanizmy vedouci ke vzniku
polyklonélnich metastaz [77].

Rozdil v genomu primarniho nadoru
a metastazy predstavuje vyznamny zdroj
informaci pro design anti-metastatické
|Ié¢by. Genomova variabilita primar-
nich nddord kombinovana s variabilitou
vzniklou v dusledku dalsich selekénich
tlakd v mikroprostiedi ve vzdalenych or-
ganech hostitele vytvaii obrovskou he-
terogenitu metastatického onemocnéni,

ktera zpUsobuje komplikace pfi nastavo-
vani vhodné 1é¢by. Na zdkladé mnoha
studii je zjevné, ze k Uspéchu Ié¢by me-
tastatického onemocnéni mlze prispét
orgénoveé specifickd |é¢ba [86-89].

Heterogenita v diagnostice,
terapii a Iékové rezistenci

V soucasné dobé rostoucich pozadavk
na personalizovanou |é¢bu nddorového
onemocnéni pfedstavuje prostorova
orientace a zastoupeni nadorovych sub-
klond v ¢ase vyznamnou vyzvu pro sprav-
nou diagnostiku a 1é¢bu nadord [90].
Zatimco nékteré klony mohou byt domi-
nantnimi z hlediska fyzické entity nadoru,
mensi a ¢asto nedetekovatelné subklony
mohou mit zésadni vliv na klinicky pru-
béh onemocnéni, a to obzvlast u hema-
tologickych malignit [91,92].

Vnitini faktory (genetickd nestabi-
lita, mutacni rychlost a epigeneticky sta-
tus), stejné tak jako vnéjsi faktory (vliv
mikroprostredi a terapie) ovliviuji he-
terogenitu a odpovéd na Ié¢bu. Ana-
lyza pacientskych vzorkd v pribéhu
¢asu ukdzala alterace v nadorovém ge-
nomu po aplikaci chemoterapeutik, coz
ukazuje, Ze i samotna lé¢ba je odpo-
védnd za vyrazné zmény v genomu na-
dorovych bunék a mize pfimo prispivat
k progresi onemocnéni [20]. Vétsina te-
rapeutickych latek neni schopna elimi-
novat veskeré nadorové bunky. Ty, které
[é¢ba nezasdhne, nasledné casto vyka-
zuji jesté vétsi genetickou nestabilitu
nebo rozvijeji mechanizmy odpovédné
za rezistenci (samotné zvyseni genetické
nestability neddva nadorovym bunkam
selektivni vyhodu, a naopak muize byt
fatéIni v pfipadé, ze prekroci prah zivo-
taschopnosti). Z toho divodu spravné
odhalena genotypova a fenotypova va-
riace mezi jednotlivymi nadorovymi
bunkami v ramci nddorové tkané a mira
heterogenity muaze slouzit jako vhodny
diagnosticky néstroj a prediktivni bio-
marker [93]. Experimentalné bylo pro-
kazadno, Ze mnozstvi genetickych zmén
v nadorovych subpopulacich primér-
niho karcinomu prsu koreluje s klinicko-
-patologickymi rysy [94,95] a vyssi mira
heterogenity koreluje s horsi progné-
zou, napf. u pacientll s karcinomem
hlavy a krku nezavisle na probéhlé in-
fekci lidskym papilomavirem [96,97].
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Nadorova heterogenita je dynamic-
kou vlastnosti nadoru, kterd vychazi
z adaptace bunék na zmény a z neu-
stalé klondlni selekce. Mechanizmus |é-
kové rezistence u cilené terapie casto
zahrnuje vznik sekundarnich mutaci
a aktivaci drah pfeziti v cilovych bun-
kach nebo pozitivni selekci klond, které
neexprimuji cilovou molekulu. Adaptace
a nikoliv eliminace bunék vystavenych
[écivé latce maze byt zplsobena nejen
genetickymi mechanizmy, ale také me-
chanizmy epigenetickymi [98].

V posledni dobé se ukazuje testovani
metodou tzv. ,tekuté biopsie” jako ve-
lice slibny pFistup monitorovani dyna-
miky nadorového onemocnéni. Tento
neinvazivni pfistup vyuziva analyzu cir-
kulujicich nddorovych bunék (circulat-
ing tumor cells - CTCs) nebo cirkulujici
volné nadorové DNA (circulating tumor
DNA - ctDNA) k cilené detekci konkrét-
nich zmén v sekvenci DNA nebo iden-
tifikaci celého spektra nddorovych mu-
taci. Ve vztahu k nddorové heterogenité
predstavuje ctDNA smésny marker odlis-
nych nadorovych klonl a podava pres-
néjsi informaci o nadorovém loZisku
z hlediska genomové diverzity ve srov-
nani s jednotlivymi nddorovymi vzorky.
Omezeni viak spociva predevsim v nizké
senzitivité u méné objemnych néado-
rovych loZisek. Analyza CTCs a ctDNA
umoznuje v redlném case sledovat kli-
nickou progresi a odpovéd na lécbu
u nadorovych diagndz, jako je karcinom
prsu, kolorekta, plic a dalSich [99-1001.

Zaveér

Nadorovy genom je formovan tfemi za-
kladnimi evolu¢nimi ¢initeli, jako je mu-
tace, kterd dava vznik nové varianté
v populaci, selekce a drift, které umozni
jeji expanzi. Analyza genomickych dat
nam dovoluje sledovat tyto evolu¢ni
procesy, nebot historie nddorové evo-
luce je vepsana do genomu nadorové
buriky. Fylogenetické analyzy poma-
haji odhalit mechanizmy odpovédné za
vznik heterogenity, dynamiku, kterou se
vyvijeji a nové prognostické ukazatele,
avsak doposud se ve vétsiné pfipadu
jedna o retrospektivni studie. Znalosti
ziskané témito studiemi umozniujici sta-
noveni klondIniho statusu naddorové he-
terogenity, jeji dynamiky a identifikace

rizikovych subklon(, které by byly cilem
protinddorové 1écby, je potreba apliko-
vat a testovat v klinické praxi na velkych
souborech vzorkd.

Fenotypova diverzita pfitomnd u ge-
neticky heterogennich primarnich na-
dorli nebo pfip. diseminovaného one-
mocnéni predstavuje komplikaci pro
komplexni terapeutické procesy. Pro
kompenzaci diagnostické variability
zpUsobené heterogennim zastoupe-
nim nadorovych subklond v jednotli-
vych oblastech nadoru (sampling error)
je tfeba analyzovat vétsi mnozstvi regio-
ndlnich vzork( nddorové tkané. Exaktni
identifikace slozek nddorové tkané je za-
sadni z hlediska stanoveni vhodného te-
rapeutického pfistupu, nebot jednotlivé
subklony mohou mit odlisné biologické
vlastnosti a ve svém dusledku i odpovéd
k 1é¢bé.
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Vyuziti mitochondrialnich procesu v cilené

terapii nadorovych onemocnéni

Mitochondrial Processes in Targeted Cancer Therapy

Krejcif R., Valik D., Vojtések B.

Regiondlnf centrum aplikované molekuldrni onkologie, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno

Souhrn

Vychodiska: Pi vzniku a vyvoji nadoru dochazi k adaptaci fady bunécnych funkci novym potre-
bam transformované bunky a k podstatnym zménam dochazi i v mitochondriich. Tato organela je
Castecné odstavena z energetického metabolizmu a nddorové bunky tak ziskavaji vyznamny podil
energie z glykolyzy i v aerobnim prostfedi. Mitochondrie je viak intenzivné vyuzivana k produkci
metabolitl potfebnych pro rdst a proliferaci. Mutace a zmény v expresi enzym citratového cyklu
mohou navic piimo pfispivat k nddorové transformaci produkci onkometabolit(.. Apoptoticka
drdha, ve které hraji mitochondrie dulezitou roli, je prerusena a burika neodpovida na signalizaci
vedouci k programované bunééné smrti. Tyto rozdily ve fungovani mitochondriélnich procesti mezi
zdravymi a nddorovymi burikami vedly k myslence cilit protinddorovou terapii na tuto organelu.
Doposud se podafilo identifikovat fadu enzym(, signélnich molekul a membranovych prenasecd,
které by mohly byt pro vyvoj terapie vhodnymi cili. Pfestoze vyzkum v této oblasti probiha jiz delsi
dobu, teprve v poslednich letech byla Uspésné testovana a schvélena prvni [éciva pro klinickou
praxi. Nova léciva venetoklax a enasidenib jsou piikladem dvou odlisnych pfistupd, venetoklax cili
na apoptotickou drahu a enasidenib na metabolické procesy. Obé latky viak dokazuiji, ze cileni na
mitochondrialni procesy je vyuzitelné v terapii nadorovych onemocnéni. Cil: Cilem této prace je
poskytnout prehled o vyvoji protinddorovych Iéciv zacilenych na mitochondridlni procesy. Prace
se vénuje nékolika hlavnim oblastem vyvoje, v ramci kterych jsou zminény uplatiiované vyzkumné
strategie. Popisuje bunécné komponenty, které jsou studovény jako vhodné cile a také latky, které
jsou potencidlné vyuzitelné nebo jiz schvalené pro pouZiti v terapii nadorovych onemocnéni.

Klicova slova
nadory - cilend molekularni terapie — mitochondrie — protinddorové latky — vyzkum

Summary

Background: During tumor initiation and progress, cellular functions adapt to the new needs of the
transformed cells and mitochondrial processes are also affected. Mitochondria are less extensively
used for supplying cells with energy; rather, cancer cells utilize glycolysis to a much greater extent,
even under aerobic conditions. Mitochondria produce metabolites required for cellular growth and
proliferation. Mutations and alterations in gene expression of citrate cycle enzymes can directly
contribute to transformation through the production of oncometabolites. The apoptotic pathway
in which mitochondria play a critical role is disrupted in cancer cells, resulting in cells that do not re-
spond to programmed cell death signaling. These differences between mitochondrial processes in
healthy and diseased cells suggest they could be used in mitochondria-targeted therapies. To date,
many potential molecular targets have been identified, including enzymes, signaling molecules,
and membrane transporters. Even though this field has been studied for years, the first drugs, ve-
netoclax and enasidenib, were only approved in the last two years and are the result of two different
research approaches. Venetoclax targets the apoptotic pathway and enasidenib targets metabolic
processes. The discovery of these two compounds demonstrates that it is possible to develop mito-
chondria-targeted cancer treatments. Purpose: The purpose of this article is to provide an overview
of research in the field of mitochondria-targeting therapies for cancer. The main areas of research
and the main approaches for treatment development are summarized. Cellular components stu-
died as potential targets for therapy and compounds that are considered exploitable are described,
as well as already approved drugs.
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neoplasms — molecular targeted therapy — mitochondria — antineoplastic agents — research
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VYUZITI MITOCHONDRIALNICH PROCESU V CILENE TERAPII NADOROVYCH ONEMOCNENT

Uvod

Mitochondrie je organela, ktera je cent-
rem energetického metabolizmu burky.
Uvnitf mitochondrie probiha oxidativni
fosforylace (oxidative phosphorylation
— OXPHOS), ktera je soucasti procesu
buné¢ného dychani. Buné¢né dychani
umoznuje bunce efektivné zpracova-
vat glukdzu a ziskavat z ni maximum vy-
uzitelné energie. Soucasti buné¢ného
dychani je i citratovy nebo také Kreb-
stv cyklus (citrate cycle - CitC), cyk-
lus enzymatickych reakci lokalizovany
v mitochondrialni matrix, kde dochazi
k produkci redukovanych kofaktord ne-
zbytnych k regeneraci adenozintrifos-
fatu (adenosine triphosphate — ATP).
V CitC jsou dale vytvafeny metabolity,
které slouZi jako prekurzory pro syntézu
aminokyselin, nukleotidd a lipidd. Mimo
metabolické pochody ma mitochondrie
zadsadni Ulohu v procesu programované
bunécéné smrti, apoptdze.

Zmény ve fungovani mitochondrial-
nich procesti mohou mit znacny vliv na
zivotaschopnost a chovani bunék a jsou
typické pro nadorové bunky [1]. Léciva
schvélend pro klinické pouziti v posled-
nich letech dokazuji, Ze nddorové adap-
tace mitochondridlnich funkci je mozné
vyuzit v cilené terapii nddorovych one-
mocnéni. Vyzkum v této oblasti probiha
jiz del3i dobu a vzesla z néj fada kandi-
datl pro klinické testy, prvni Uspéchy
vsak pochazeji az z nedavné doby. V sou-
¢asnosti jsou studovany moznosti cileni
jednotlivych mitochondridlnich pro-
cesU, mezi které patii apoptotickd signa-
lizace, energeticky metabolizmus, CitC
a také oxida¢né-redukeni rovnovaha na-
dorovych bunék (obr. 1).

Apoptoticka signalizace

Apoptdza je zdkladnim typem progra-
mované bunécné smrti a pro lidsky or-
ganizmus je jednou z pfirozenych bariér

proti vzniku a rozvoji nadorovych one-
mocnéni. Ulohou apoptézy je odstra-
néni nepotiebnych nebo potenciadlné
nebezpecnych bunék z organizmu. Ak-
tivace apoptotické kaskddy ma za nésle-
dek castecny rozklad bunéénych kom-
ponent a fragmentaci bunky na tzv.
apoptoticka téliska, ktera jsou pohlcena
okolnimi burikami. PFi apoptéze proto
nedochézi (na rozdil od nekrézy) k uvol-
néni bunééného obsahu do mezibu-
nécného prostoru a spusténi zanétlivé
reakce. BEhem vyvoje nadoru celi nddo-
rova burika mnoha pokusiim o vyvolani
apoptdézy. RozliSujeme mezi tzv. vnitini
a vnéjsi apoptotickou drahou, které jsou
spustény odliSnymi mechanizmy. Vnéjsi
draha je zahdjena mezibunéc¢nou signali-
zaci ze strany imunitnich bunék, zatimco
vnitini drahu spousti regula¢ni mecha-
nizmy bunky samotné. K rozhodnuti
o spusténi vnitfni drahy potom dochazi
na vnéjsi mitochondridlni membrané.

-~

vnéjsi mitochondridlni membrana

Apoptoticka signalizace Energeticky Citratovy cyklus Oxidacné-redukéni
; metabolizmus . rovnovaha
cile cile
- proteiny rodiny BCL-2 cile - IDH cile
(BCL-2, MCL-1, BCL-XL) - glykolyza (hexokindza) - glutaminolyza (GLS, + GSH antioxida¢ni systém
P + OXPHOS (ECT) GLDH, ASCT2) - thioredoxinovy systém
nova léciva < 2
+ GLUT transportéry Craus - SOD, katalaza
- venetoklax nova léciva
- enasidenib

OXPHOS - oxidativni fosforylace, ECT - fetézec elektronového transportu, GLUT - glukézovy transportér, IDH - izocitrat-
dehydrogendza, GLS - glutaminaza, GLDH - glutamat dehydrogendza, ASCT2 - glutaminovy transportér, GSH - glutathion,
SOD - superoxiddismutaza

_ J

Obr. 1. Prehled strategii pro cileni mitochondrialnich procest v terapii nadora.
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Molekuldrnim mechanizmem, ktery
spousti vnitini apoptotickou drahu, je
vychyleni rovnovahy mezi proapopto-
tickymi a antiapoptotickymi proteiny ro-
diny BCL-2 v cytosolu. Proteinova rodina
BCL-2 tvofi systém, ktery integruje pod-
néty z fady buné¢nych procest a signal-
nich drah a hladiny jednotlivych protein
kolisaji v zavislosti na mnoha fakto-
rech. Pokud je burika v pofadku, preva-
Zuje signalizace pro pfeziti a antiapopto-
tické molekuly brani spusténi apoptézy.
Pokud v3ak dojde k dostatecné expresi
proapoptotickych proteind oznacova-
nych jako ,BH3-only” antiapoptotické
proteiny BCL-2, BCL-XL a MCL-1 jsou vy-
vazany z interakce s proteiny BAX a BAK.
Uvolnéné proteiny BAX a BAK poté oli-
gomerizuji a vytvafi pér ve vnéjsi mito-
chondridlni membrané.V disledku toho
dochazi k presunu mitochondriadlniho
proteinu cytochromu C do cytoplazmy,
tvorbé apoptozomu a spusténi apopto-
tické kaskady [2].

Ke vzniku nadoru miize dojit tehdy,
pokud ndadorova burika dokdaze obe-
jit apoptotickou signalizaci a vyhnout
se apoptdze. Nadorové bunky vyuzivaji
rzné zplsoby, jak toho docilit, pficemz
jednim z rozsifenych mechanizmi je
zvysend exprese antiapoptotickych pro-
teind rodiny BCL-2 [3]. Specifické inhibi-
tory téchto protein( jsou proto cilem vy-
voje protinddorové terapie a jsou zndmé
jako BH3 mimetika, protoze napodobuiji
ulohu proapoptotickych proteint ,BH3-
-only” [4]. Vyzkum v oblasti BH3 mime-
tik pfinesl prvni Uspéch v roce 2016, kdy
nizkomolekularni latka venetoklax pro-
Sla uspésné klinickym testovanim a byla
schvalena Uradem pro kontrolu potravin
a léciv (Food and Drug Administration —
FDA) [5]. Lék byl urcen pacientdim s chro-
nickou lymfocytarni leukemii a deleci
kratkého raménka chromozomu 17, na
kterém se nachazi gen TP53 kédujici na-
dorovy supresor p53.V ¢ervnu 2018 byl
potom venetoklax schvalen v kombinaci
s rituximabem i pro pacienty bez této
delece. Venetoklax mé za sebou zaji-
mavy vyvoj. Jeho predchlidcem byla jina
latka, navitoklax, kterd viak musela byt
z klinického testovani stazena, protoze
u pacientl zplGsobovala vaznou davku
limitujici trombocytopenii. Pozdéji se
ukazalo, ze problém navitoklaxu spoci-

val v jeho nedostatecné specifité. Navito-
klax byl tzv. polyselektivnim inhibitorem
s afinitou ke dvéma antiapoptotickym
proteinim BCL-2 a BCL-XL soucasné. Ve-
netoklax byl proto navrzen jako mono-
selektivni s afinitou pouze pro BCL-2. Tim
vzniklo dostatecné Siroké terapeutické
okno pro [é¢bu naddorovych onemoc-
néni s typicky zvysenou expresi tohoto
proteinu. Zdravé buriky, u kterych jsou
antiapoptotické proteiny zastoupeny
rovnomérné jsou vici inhibitoru méné
citlivé nez buriky zavislé zejména na pro-
teinu BCL-2. Monoselektivni inhibitory
protein BCL-X a MCL-1 jsou v soucas-
nosti ve fazi vyvoje [4].

Energeticky metabolizmus -
glykolyza a ptijem glukozy
Jednou z prvnich zndmych vlastnosti na-
dorovych bunék byla jejich zvysena gly-
kolyticka aktivita. Nadorové burky ziska-
vaji velkou cast energie z glykolyzy i za
pfitomnosti kysliku. Dlsledkem inten-
zivni glykolyzy v burice je hromadéni
jejitho koncového produktu, pyruvatu,
ktery neni dostate¢né rychle odboura-
van v CitC. Misto toho je pyruvat meta-
bolizovén na laktat, jehoz hladina byva
v nadorové tkani zvysend. Tento jev je
znamy jako Warburgav efekt a byl po-
psan témér pred 100 lety [6]. Ve zdra-
vych bunkach je glykolyza hlavnim
zdrojem energie pouze pfi nedostatku
kysliku, a nadorové bunky tak napodo-
buji anaerobni metabolizmus. Warbur-
gliv efekt dal podnét k teorii, podle které
byla ztrata funkénich mitochondrii pri-
marni pfi¢inou nddorového bujeni. Poz-
déji se vsak ukdzalo, Ze k uplné inhibici
OXPHOS dochdzi v nddorech jen vzacné
a k pochopeni Warburgova efektu je po-
tfeba brat v Gvahu cely kontext meta-
bolickych zmén v nddorové burice [7,8].
Diky tomu, Ze zvySena glykolyticka akti-
vita je vSeobecné rozsifenou vlastnosti
nadorovych bunék, stalo se zablokovani
glykolyzy zajimavym cilem pro vyvoj on-
kologické [é¢by. Glykolyza samotnd ne-
probihad v mitochondriich, je viak sou-
Casti energetického metabolizmu buriky
a s mitochondridlnimi procesy je Uzce
spjata.

Jednou z nejvice studovanych moz-
nosti, jak potlacit glykolyzu, je inhibice
prvniho enzymu glykolytické kaskady —

hexokinazy (HK). HK fosforyluje glukézu
za vzniku glukéza-6-fosfatu a patfi mezi
nékolik enzymd, jejichz aktivita je regu-
lovana a rozhoduje o celkovém vykonu
glykolyzy. Inhibici HK je mozné zastavit
cely proces a zabranit bunce v produkci
ATP pfeménou glukézy na pyruvat.
HK byva v nddorech pfitomna ve zvy-
Sené mife, a to zejména v podobé izo-
enzymu HKII. Tato varianta se v dospé-
[ém lidském organizmu vyskytuje jen
v nékterych tkanich a jeji unikatni vlast-
nosti je vazba na vnéjsi mitochondrialni
membranu [9]. Vyssi exprese HK a dal-
Sich limitujicich enzymU umoznuje na-
dorové bunce navysit kapacitu glykoly-
tické kaskady a v pfipadé dostate¢ného
mnozstvi glukoézy ziskavat z glykolyzy
vice ATP. Podle nékterych studii mohou
byt nadorové bunky na HKIl zavislé a jeji
inhibice by tak mohla byt Uspésnou te-
rapeutickou strategii [10]. Podafilo se
objevit nékolik latek, které blokuji gly-
kolyzu prostfednictvim inhibice HK, ale
23dna z nich nebyla Uspésné klinicky tes-
tovana. Mezi ty nejzajimavéjsi patii loni-
damin a 3-bromopyruvat [11]. U¢inek
3-bromopyruvétu pravdépodobné sou-
visi s jeho schopnosti blokovat vazbu
HKII na mitochondridlni membranu [12].
Dalsimi vhodnymi cili pro inhibici glyko-
lyzy jsou pyruvatkinaza a fosfofruktoki-
naza. Jejich aktivita patfi podobné jako
v pfipadé HK k regulovanym krokim
glykolytické kaskady, a také tyto enzymy
byvaji v nddorech pfitomny jako urcitd
preferovana varianta [7]. Idealnim inhi-
bitorem by tak byla latka, kterd by doka-
zala specificky blokovat danou izoformu
nebo izoenzym.

Glykolyza je energeticky méné efek-
tivni zplsob vyuziti glukézy ve srov-
nani s OXPHOS, a nadorové bunky proto
mnozstvi. Na tuto situaci se adaptuji zvy-
Senou expresi glukézovych transportérd
(GLUT, alt. SLC2A) na buné¢né mem-
brané [13]. Této vlastnosti se Uspésné
vyuziva v diagnostice nadorQ (pozitro-
nova emisni tomografie) a objevily se
pokusy o jeji vyuziti ve vyvoji terapie.
V lidské burice bylo popsdno ¢trnact
raznych glukézovych transportérd, pfi-
¢emz presnd Uloha a vyskyt v organizmu
jsou znamé jen u nékterych z nich [14].
V nadorovych bunkéch typicky dochazi
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k navySeni transportéru GLUT1, ktery
je pfirozené rozsifeny napfi¢ bunéc-
nymi typy, a méné také GLUT3, ktery
je specificky pro neurony [15]. Pro vyu-
Ziti v terapii byl testovan glukézovy ana-
log 2-deoxyglukéza (2-DG). Tato latka
je v bunce fosforylovand HK za vzniku
2-deoxyglukéza-6-fosfatu, ktery je kom-
petitivnim inhibitorem dalsich enzym
glykolytické kaskady. Mnozstvi 2-DG pfi-
jaté bunkou je pfitom pfimo Umérné
mnozstvi glukézovych transportérl na
membrané. Zajimavé vysledky z labora-
tofe se vsak nepotvrdily v klinickych tes-
tech. Jednim z probléma 2-DG je nutny
pfijem velkého mnozZstvi latky pro kom-
petitivni inhibici enzymu, jejichz pfiro-
zeny substrat (glukoéza) je v krvi pfitomny
v milimolarnim mnozstvi [16]. Latka se
ale jevi jako potencialné zajimava pro
pouziti v kombinaci s dal3imi IéCivy. Sni-
zené mnozstvi glukézy totiz navozuje
klidovy rezim, pfi kterém bunka Setfi
zdroje energie. Byly publikovany studie,
podle kterych by navozeni tohoto stavu
ve zdravych bunkach mohlo prispét k je-
jich ochrané pred cytotoxickymi ucinky
jinych [éc¢iv. Naopak nadorové buriky,
které by nedokazaly v odpovédi na ne-
dostatek glukézy zpomalit metaboliz-
mus a zastavit proliferaci, by mohly byt
vUci témto lécivam citlivéjsi [17].

Energeticky metabolizmus -
oxidativni fosforylace

V kontextu energetického metaboli-
zmu se vyzkum protinddorovych [éciv
neomezuje pouze na glykolyzu, ale
objevuji se také studie zamérené na
OXPHOS a dalsi faze buné¢ného dy-
chani. Buné¢né dychéni zahrnuje pro-
cesy glykolyzy, dekarboxylace pyruvatu
komplexem enzymu pyruvatdehydroge-
ndazy, CitC a OXPHOS. Souhrnnym vytéz-
kem téchto procesti je az 38 molekul ATP,
tedy téméf 20nasobek vytézku z gly-
kolyzy samotné. Za aerobnich podmi-
nek zdravd bunka dale vyuziva pyruvat
vznikly glykolyzou, ktery je pfeménén
na acetylkoenzym A (AcetA) a ten poté
vstupuje do CitC. V CitC dochazi sérii en-
zymatickych procest k produkci reduko-
vanych kofaktori NADH a FADH2, které
jsou ndsledné vyuzity v retézci elektro-
nového transportu (electron transport
chain - ETC). ETC je systém proteinovych

komplexd lokalizovany na vnitfni mi-
tochondrialni membrané, ktery vytvafi
protonovy gradient mezi vnitini a vnéjsi
membranou této organely. Protonovy
gradient je nasledné vyuzivan ATP syn-
tazou ke tvorbé ATP.

Nejzajimavéjsi latkou, kterd ovliv-
nuje fungovani ETC a kterd je studo-
vana v souvislosti s rakovinou, je 1ék na
diabetes mellitus 2. typu, metformin.
Myslenka na mozné uplatnéni metfor-
minu v onkologii vzesla z epidemio-
logickych studii na pacientech s dia-
betem. Tyto studie poukazuji na nizsi
incidenci nddorovych onemocnéni (sni-
Zeni 0 31 %) u diabetikd l1é¢enych met-
forminem ve srovnani s diabetiky 1éce-
nymi jinym zpUsobem [18]. Neni dosud
jasné, jaky je mechanizmus protektiv-
niho ucinku této latky. Obecné je met-
formin povazovan za inhibitor komplexu
| ETC, ktery narusuje proces OXPHOS.
Jeho ucinek na organizmus je viak kom-
plexni a latka pGsobi na nékolika urov-
nich [19]. PGsobenim metforminu do-
chézi v bunce k aktivaci AMP-aktivované
kindzy (AMPK). Ta je dulezitym regula-
torem bunéc¢ného metabolizmu a k jeji
aktivaci dochdzi pti snizeni hladiny ATP.
AMPK navozuje v burice klidovy stav,
kdy bunka Setfi energetické zdroje, do-
chazi k potlaceni rdstu a navozeni auto-
fagie. Jednim z moznych vysvétleni pro-
tinddorového pulsobeni metforminu je
proto Utlum metabolizmu nadorovych
bunék. Na urovni celého organizmu met-
formin potlacuje glukoneogenezi v jat-
rech, snizuje koncentraci glukézy a hla-
dinu inzulinu v krvi. Tyto u¢inky mohou
vést k energetickému stresu nadorovych
bunék a také k omezeni pror{istové sig-
nalizace u nador( vyuzivajicich inzulin
a inzulinu podobné rlstové faktory (in-
suline-like growth factor - IGF) [20].

Citratovy cyklus

a onkometabolity

Mezi zdkladni vlastnosti nadorovych
bunék patfi intenzivni rdst a proliferace.
Tyto procesy vyzaduji dostate¢ny pfisun
Zivin a také celkové prizptsobeni bunéc¢-
ného metabolizmu. Nadorové bunky
jsou metabolicky velmi aktivni a je-
jich metabolizmus je anabolicky orien-
tovany. Casto vykazuji zmény v aktivité
metabolickych enzym( a hladindch né-

kterych metabolitl jakoZto produktl
téchto enzymd. Relativné neddvno se
podafilo popsat nadorové specifické
mutované enzymy, které produkuji tzv.
onkometabolity. Jedna se o latky, které
se ve zdravé bunce nevyskytuji viibec
nebo jen v minimdlnim mnozstvi, ale
diky aktivité téchto enzym(i se mohou
hromadit v nadorech. Kvili své podob-
nosti s pfirozenymi metabolity potom
ovliviuji aktivitu dalSich enzym. Dlou-
hou dobu se mélo za to, ze zmény bu-
né¢ného metabolizmu jsou adaptaci
nadorovych bunék a vedlejsim dusled-
kem nadorové transformace. Dnes v3ak
vime, Zze produkty metabolickych drah
mohou vyznamnou mérou piimo pfispi-
vat k procesu onkogeneze [21]. Zablo-
kovéni aktivity pfislusnych enzym( tedy
predstavuje dalsi strategii pro cilenou te-
rapii nddorovych onemocnéni.
Nejzndméjsim onkometabolitem je
2-hydroxyglutarat (2-HG), produkt mu-
tovaného enzymu isocitratdehydroge-
nazy (IDH) [24,25]. IDH je jednim z en-
zym CitC a existuje ve dvou variantach,
rozliSujeme cytoplazmaticky izoenzym
IDH1 a mitochondrialni IDH2. Onkome-
tabolit 2-HG se mlZe v burice hromadit
do vysokych koncentraci a pusobit jako
inhibitor enzyma, které vyuzivaji jeho
strukturni analog a-ketoglutarat (a-KG)
jako substrat nebo kofaktor. Bylo zjis-
téno, Ze v dlsledku produkce 2-HG do-
chazi v nddorech k hypermetylaci ge-
nomu, ktera je zplUsobend kompetitivni
inhibici a-ketoglutarat-dependentnich
demetyldz [23,24]. Nadmérna metylace
genomu je obecné jednim ze zpUsobd,
jakym nadorové buriky pfekondvaji ak-
tivitu nddorovych supresord [26]. Mu-
tace v genech IDH1 a IDH2 se obje-
vuji u fady nadorovych onemocnéni vc.
gliom{ nebo akutni myeloidni leuke-
mie (AML) [27,28]. V souvislosti s leuke-
mii byl prokazan vliv 2-HG na udrzovani
nediferencovaného fenotypu krevnich
progenitord [29]. Byly také publiko-
vany studie, které poukazuji na mutace
IDHT1 a IDH2 jako na vhodny prognos-
ticky marker [30]. Diky vySe zminénym
ucinkdm 2-HG se IDH stala atraktivnim
cilem pro vyvoj protinddorové terapie
a v roce 2017 byl FDA schvélen prvni
inhibitor pro klinické pouziti. Jedna se
o latku zvanou enasidenib, kterd je spe-

Klin Onkol 2018; 31 (Suppl 2): 2514-2520

2517




VYUZITI MITOCHONDRIALNICH PROCESU V CILENE TERAPII NADOROVYCH ONEMOCNEN

cifickym inhibitorem mitochondrialni
varianty enzymu IDH2. V klinickych tes-
tech prokazal enasidenib pozitivni vliv
na prezivani pacientll s AML, ktefi byli
nositeli mutace v genu IDH2 [31].

Z prirozenych metabolitd byl pro-
kazan onkogenni potencidl sukcinatu
a fumaratu, pokud se hromadi v nefy-
ziologickych koncentracich. Pricinou
hromadéni jsou mutace v enzymech
CitC (sukcinatdehydrogenaza, fuma-
rathydratdza) vyuzivajicich tyto metabo-
lity jako substrat. Podafilo se identifiko-
vat dva mechanizmy, kterymi sukcinat
a fumarat prispivaji k nddorové transfor-
maci. Ve vysokych koncentracich inhi-
buji stejné a-ketoglutarat-dependentni
demetylazy jako 2-HG a tim pfispivaji
k hypermetylaci genomu [32]. Sou¢asné
inhibuji dalsi enzymy zvané prolyl-hyd-
roxylazy, které kontroluji aktivitu proon-
kogenu HIF [33]. Tento transkripcni fak-
tor zprostfedkovava reakci bunky na
hypoxické podminky a jeho zvy3ena ak-
tivita mlize pomoci nadorové bunce
prezit a ddale prosperovat v organi-
zmu [34]. Snizeni hladiny sukcinétu a fu-
maratu v nddorové burnce by mohlo pfi-
nést podobny efekt jako v pfipadé 2-HG
a je proto zajimavé z terapeutického
hlediska.

Zminéné onkometabolity maji kromé
nadorovych onemocnéni klinicky vy-
znam i pro fadu metabolickych onemoc-
néni. Heterozygotni mutace v IDH2 ve-
douci k hromadéni 2-HG byly popsany
u zédvazného vrozeného onemocnéni
D-2-hydroxyglutarové acidurie [35]. Inak-
tivujici mutace v genech SDHA, SDHB,
SDHC a SDHD kéduijicich sukcinatdehyd-
rogendzu byly identifikovany v genomu
pacientl trpicich dédi¢nym nadorovym
syndromem zvanym Carney-Stratakis
syndrom [36]. Je zajimavym zjisténim, Ze
geny pro metabolické enzymy se mohou
projevovat jako nddorové supresory.

Glutaminolyza

Diky intenzivnimu rlstu odcerpavaji
nddorové burky z CitC zna¢né mnoz-
stvi metabolitd, které slouzi jako ana-
bolické prekurzory pro syntézu bio-
makromolekul. Aby nedoslo k jejich
Uplnému vycerpdni a zablokovani cyklu,
dochdzi v nékterych nadorech k tzv.
anapleréze, tedy kompenzaci chybéji-

cich metabolitl z nahradniho zdroje.
Timto zdrojem je obvykle glutamin. Pro-
ces vyuzivani glutaminu pro anaple-
rotickou kompenzaci CitC se nazyva
glutaminolyza a je jednim z dlouho stu-
dovanych cilll pro vyvoj protinddorové
terapie [37,38]. Glutamin je vhodnym
zdrojem, jelikoz je nejvice zastoupe-
nou volnou aminokyselinou v krevnim
obéhu a je také vyznamnym zdrojem
dusiku pro syntézu nukleotidd. Pro né-
které bunécné typy je vyuzivani gluta-
minolyzy do jisté miry fyziologické [39].
Nadorové buriky vsak mohou byt na
glutaminu zcela zavislé a nékteré nado-
rové bunécné linie, jako napf. Hela, ne-
piezivaji bez pfisunu glutaminu v jinak
nutri¢né bohatém médiu a glutamin je
proto dulezitou slozkou kultiva¢nich
médii.

V procesu glutaminolyzy je glutamin
sérii enzymatickych reakci zbaven obou
dusikatych skupin a je pfeménén na
a-KG, ktery vstupuje do CitC. Vykon této
enzymatické kaskady je podobné jako
u glykolyzy zévisly na aktivité pfislusnych
enzymu. Vyuzivani glutaminolyzy a na-
vyseni kapacity téchto enzymd muze
byt vyvoldno pfimo potfebou kompen-
zovat CitC, ale muze byt také dlsled-
kem nadmérné exprese proonkogenu
Myc. Transkrip¢ni faktor Myc zvysuje ex-
presi enzymu glutamindzy (glutaminase
- GLS) a glutaminového transportéru
ASCT2 (alanine, serine, cysteine-prefe-
rring transporter 2) [40]. Jako vhodné
cile pro terapii se nabizi pravé GLS, déle
enzym glutamat dehydrogendza (GLDH)
a také glutaminové transportéry. Lécba
by byla vhodna pro nadory s vysokou
spotfebou glutaminu a vhodnym mar-
kerem by mohla byt mira exprese pro-
teinu Myc [41]. Zejména u Myc pozitiv-
nich nadorl by zablokovani produkce
a-KG z glutaminu mohlo vést k efektivni
terapeutické odpovédi.

Pokusy o vyvoj terapie zacilené na glu-
taminolyzu se objevily na zacatku druhé
poloviny minulého stoleti, presto bohu-
zel dodnes nevedly k vyvoji pouzitel-
ného léciva. Vyzkum se ubird obdobnym
smérem jako v pfipadé inhibice glyko-
lyzy a testuji se jak nemetabolizova-
telné analogy glutaminu, tak inhibitory
katabolickych enzym( GLS a GLDH [42].
Mezi nejzajimavéjsi latky patfi tzv. BPTES

(Bis-2-(5-phenylacetamido-1,3,4-thia-
diazol-2-yl)ethyl sulfide) a od né&j od-
vozené analogy, které pasobi jako in-
hibitory GLS. Latka pUsobi dobfe na
nadorové bunéc¢né linie in vitro, pro pou-
ziti v praxi vsak neni dostatecné ucinna
a rozpustna ve vodném prostiedi [43].
Dalsi latka zvana DON (6-diazo-5-oxo- |-
-norleucin) patfila k prvnim testova-
nym inhibitordm glutaminolyzy [44].
Tento glutaminovy analog ale nebylo
mozné vyuzit kvali jeho vedlejSim Gcin-
kiim. V soucasné dobé se DON opét tes-
tuje a to v upravené formé, ktera se stava
ucinnou az po metabolizaci v nékterych
tkanich [45]. Ve studiich se také objevuji
inhibitory aminokyselinovych transpor-
térq, jako je vyse zminény ASCT2, ktery
byva ve zvysené mife pfitomen na mem-
brané nddorovych bunék [46].

Reaktivni kyslikové radikaly
a oxidacné redukcni rovnovaha
Je dobfe znamo, Ze nadorové bunky pro-
dukuji ve zvySené mife reaktivni kysli-
kové radikaly (reactive oxygen species
- ROS). Timto souhrnnym nazvem ozna-
¢ujeme skupinu vysoce reaktivnich mo-
lekul zahrnujici superoxid, singletovy
kyslik, hydroxylovy radikal, peroxid vo-
diku a dalsi. Nejvyznamnéjsim produ-
centem ROS v burice jsou mitochondrie
a konkrétné ETC. Ke vzniku ROS dochézi
zejména tehdy, pokud prenos elektronl
fetézcem neprobiha optimalné a do-
chazi k jejich uniku. ROS poskozuji bu-
nécné struktury v¢. DNA a jsou zndmymi
mutageny. Kromé toho muze vést vétsi
mnozstvi ROS k aktivaci proonkogen-
nich signdlnich drah. Tento vztah plati
i naopak a onkoproteiny jako KRAS nebo
Myc mohou stimulovat dalsi produkci
ROS [47]. Pfilis vysokd hladina ROS je
vsak pro bunku smrtici, a proto dochazi
v nadorech k pfizplsobeni oxidacné re-
duk¢ni rovnovahy. Nadorova burka pro-
dukuje vétsi mnozstvi ROS a soucasné
je schopna kompenzovat jejich nega-
tivni dopady. Castym mechanizmem je
zvy3ena aktivace transkrip¢niho faktoru
Nrf2 (nuclear factor-erythroid 2-related
factor-2), ktery je primarnim zprostred-
kovatelem bunécné odpovédi na oxida-
tivni stres [48].

Zatimco velmi vysokd hladina ROS
vede k nekrotické smrti burky, o néco
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nizsi koncentrace jsou signdlem pro
spusténi apoptdzy. V tomto kontextu
je zajimavé, Ze klicovy antiapoptoticky
protein BCL-2 dokazZe nejen potlacovat
apoptoézu, ale také regulovat hladinu
ROS v bunkach. Tato regulacni aktivita
BCL-2 je nezavisld na antiapoptotické ak-
tivité proteinu (interakce s proteiny BAX
a BAK) [49]. Z fady studii vyplyva, Ze pro-
tein BCL-2 snizuje hladinu ROS, pokud
je pfilis vysoka, ale za jinych okolnosti ji
dokéaze mirné navysovat a tim pfispivat
k onkogenni signalizaci. Zatimco mirné
prooxidacni plisobeni BCL-2 souvisi se
stimulaci OXPHOS, antioxidacni pUso-
beni je spiSe sekundarni reakci buriky na
zvysenou expresi BCL-2. Vysoka exprese
BCL-2 v bunkach koreluje se schopnosti
odoldvat oxidativnimu stresu. Stimu-
lace exprese proteinu vede k navyseni
hladiny nékterych klicovych antioxidac-
nich molekul a svou roli hraje také kla-
sicka uloha proteinu, pfimé potlaceni
apoptdzy. Protein BCL-2 ale neni pfi-
rozenou obranou proti oxidativnimu
stresu a jeho antioxida¢ni pusobeni se
proto uplatfiuje zejména v nadorovych
burikach s nefyziologicky zvysenou ex-
presi tohoto proteinu [50,51]. Inhibi-
tory BCL-2, které by dokazaly potlacit
jeho antioxida¢ni ucinek, by proto byly
vhodnym doplnkem lé¢by cytostatiky
stimulujicimi produkci ROS.

Cileni na antioxida¢ni mechanizmy na-
dorové bunky predstavuje dalsi strategii
pro vyvoj protinddorové terapie. Uplat-
nuji se pfi ni dva odlisné pfistupy, pfi-
¢emz tim vice vyuzivanym je snaha o po-
$kozeni nadorovych bunék navysenim
hladiny ROS. Pfedpokladem uspéchu
tohoto pfistupu je schopnost zdravych
bunék |épe se vyrovnat s pfechodné
zvysenou hladinou ROS. Méné studo-
vanou moznosti je naopak inhibice pro-
dukce ROS, kterd by branila nadorovym
bunkam vyuzivat jejich stabilné zvyse-
nou hladinu ve svij prospéch. Nékteré
zavedené metody |écby také uplathuji
produkci ROS jako prostfedek (nebo
jeden z prostiedkll) k poskozeni nado-
rové buriky. Jednd se napt. o radiotera-
pii, ktera generuje ROS v ozéfenych buni-
kach nebo oxid arsenity (ATO) jako jeden
z priklad( zavedenych cytostatik [52,53].
Mezi potencidlni cile terapie patii bu-
nécné systémy, jejichz funkci je obrana

proti oxidativnimu stresu. Exprese fady
proteind zapojenych do téchto sys-
tému byva v nadorech vyrazné posilena,
patfi mezi né napt. superoxiddismutaza
(SOD) a kataldza nebo thioredoxinovy
a glutathionovy antioxida¢ni systém.
Dalsi moznosti jsou enzymy metabo-
lizmu jednouhlikatych zbytkG SHMT2
(serine hydroxymethyltransferase 2)
a MTHFD2 (methylenetetrahydrofo-
late dehydrogenase (NADP+ depen-
dent) 2), které napomdahaji zasobovani
nadorovych bunék redukénim kofakto-
rem NADPH nezbytnym pro regeneraci
glutathionu [47,52,53].

Mnozstvi inhibitor( téchto systému se
dostalo do faze klinickych testl, avsak
testovani zatim ani v jednom pfipadé
nebylo Uspésné a nevedlo k vyvoji Ié-
Civa. Mezi latky, které se dostaly nejdal,
patfi napf. inhibitor thioredoxin reduk-
tdz motexafin gadolinium [54]. Dalsi za-
jimavou latkou je B-lapachone, ktery
v bunce produkuje superoxid po akti-
vaci oxidoreduktazou NQO1 (NAD(P)H
quinone dehydrogenase 1) [55]. Inhi-
bitor syntézy glutathionu L-buthionin-
-S-sulfoximin byl testovan v kombinaci
s cytostatikem melfalanem, jelikoz zvy-
$end produkce glutathionu pravdé-
podobné prispiva k rezistenci bunék
mnohocetného myelomu vici tomuto
[é¢ivu [56]. Objevuji se také pokusy o vy-
uziti Zeleza a tzv. Fentonovy reakce. Pod-
statou této reakce je katalytickd pre-
ména peroxidu vodiku na hydroxylovy
radikdl zprostfedkovana ionty Zeleza.
Diky produkci nejreaktivnéjsi formy ROS
je Fentonova reakce vyznamnym proce-
sem, ktery hraje roli v nékterych patolo-
gickych stavech, v¢. kancerogeneze. Vy-
uziti Fentonovy reakce by mohlo najit
uplatnéni v terapii nadord, které maji
nizkou Uroven exprese katalazy, ktera
rozklada molekuly peroxidu vodiku na
vodu a kyslik. V bunkach téchto nador(
by mohlo vznikat vyznamné vétsi mnoz-
stvi hydroxylovych radikalt nez v bun-
kach zdravych [57].

Zavér

Snaha o cileni terapie nadorovych one-
mocnéni na mitochondriadlni procesy
neni novym fenoménem. Pokusy o po-
tlaceni metabolickych procesu typicky
spojenych s nadory jsou starsi nez zna-

losti jejich vyznamu pro nadorovou
bunku. Jedna se zejména o glykolyzu
a glutaminolyzu, coZ jsou dobfe pozoro-
vatelné procesy, jejichZ souvislost s na-
dorovou fyziologii je zndm4 jiz dlouho
dobu. Naopak jiné pfistupy, jako cileni
na apoptotickou kaskadu a hromadéni
onkogennich metabolitl, jsou zalezi-
tosti posledni dekddy nebo jen o malo
star$i. Pfesto se pravé tyto nové pfi-
stupy ukazaly jako perspektivni, kdyz
daly v poslednich letech vzniknout
dvéma Uspésné schvalenym lé¢ivaim.
Venetoklax, ktery patii mezi BH3 mime-
tika a blokuje antiapoptotickou aktivitu
proteinu BCL-2 v nddorovych bunkach
je produktem cileného vyzkumu zamé-
feného na konkrétni proces a molekulu
v burice. Stejnym zpUsobem byl vyvinut
i enasidenib, ktery blokuje enzym CitC
isocitratdehydrogendzu a brani tak hro-
madéni onkometabolitu 2-HG v nddo-
rovych bunkach. V pfipadé strategie za-
méfené na narudeni oxidac¢né-redukeni
rovnovahy nadorovych bunék sice exis-
tuji léciva, kterd se uplatriuji timto zpUso-
bem, aviak nejsou produktem vyzkumu
cileného na tento konkrétni mechani-
zmus. Vyzkum se dale rozviji ve viech
zminénych oblastech, v¢. téch, které do-
posud nebyly Uspésné. Mizeme doufat,
Ze s rozvojem molekuladrni biologie se to
brzy zméni a dockdme se dalSich proti-
nadorovych léciv cilenych na mitochon-
dridlni procesy.

Literatura

1. Hanahan D, Weinberg RA. Hallmarks of cancer: the next
generation. Cell 2011; 144(5): 646-674. doi: 10.1016/j.
cell2011.02.013.

2. Tait SW, Green DR. Mitochondria and cell death: outer
membrane permeabilization and beyond. Nat Rev
Mol Cell Biol 2010; 11(9): 621-632. doi: 10.1038/nrm2
952.

3. Czabotar PE, Lessene G, Strasser A et al. Control of
apoptosis by the BCL-2 protein family: implications for
physiology and therapy. Nat Rev Mol Cell Biol 2014; 15(1):
49-63. doi: 10.1038/nrm3722.

4. Ashkenazi A, Fairbrother WJ, Leverson JD et al. From
basic apoptosis discoveries to advanced selective
BCL-2 family inhibitors. Nat Rev Drug Discov 2017; 16(4):
273-284.doi: 10.1038/nrd.2016.253.

5. Deeks ED. Venetoclax: first global approval. Drugs 2016;
76(9): 979-987.

6. Warburg O, Wind F, Negelein E. The metabolism of tu-
mors in the body. J Gen Physiol 1927; 8(6): 519-530.

7. Hirschey MD, DeBerardinis RJ, Diehl AM et al. Dysre-
gulated metabolism contributes to oncogenesis. Semin
Cancer Biol 2015; 35 (Suppl): S129-5150. doi: 10.1016/j.
semcancer.2015.10.002.

8. Karkova K, Hrstka R. Nadory jako metabolickd one-
mocnéni a diabetes jako riziko nador? Klin Onkol

Klin Onkol 2018; 31 (Suppl 2): 2514-2520

2519




VYUZITI MITOCHONDRIALN

CH PROCESUV C

LENE TERAPII NADOROVYCH ONEMOCNEN

2012; 25 (Suppl 2): 26-31. doi: 10.14735/amko20122
S26.

9. Pedersen PL, Mathupala S, Rempel A et al. Mitochond-
rial bound type Il hexokinase: a key player in the growth
and survival of many cancers and an ideal prospect for
therapeutic intervention. Biochim Biophys Acta 2002;
1555(1-3): 14-20.

10. Patra KC, Wang Q, Bhaskar PT et al. Hexokinase 2 is re-
quired for tumor initiation and maintenance and its sys-
temic deletion is therapeutic in mouse models of can-
cer. Cancer Cell 2013; 24(2): 213-228. doi: 10.1016/j.
€cr.2013.06.014.

11. Pelicano H, Martin DS, Xu RH et al. Glycolysis inhibition
for anticancer treatment. Oncogene 2006; 25(34): 4633
4646. doi: 10.1038/sj.onc.1209597.

12. Chen Z, Zhang H, Lu W et al. Role of mitochondria-
associated hexokinase Il in cancer cell death induced by
3-bromopyruvate. Biochim Biophys Acta 2009; 1787(5):
553-560. doi: 10.1016/j.bbabio.2009.03.003.

13. Yamamoto T, Seino Y, Fukumoto H et al. Over-expre-
ssion of facilitative glucose transporter genes in human
cancer. Biochem Biophys Res Commun 1990; 170(1): 223-
230.

14. Thorens B, Mueckler M. Glucose transporters in the
21 century. Am J Physiol Endocrinol Metab 2010; 298(2):
E141-E145. doi: 10.1152/ajpendo.00712.2009.

15. Szablewski L. Expression of glucose transporters in
cancers. Biochim Biophys Acta 2013; 1835(2): 164-169.
doi: 10.1016/j.bbcan.2012.12.004.

16. Zhang D, Li J, Wang F et al. 2-Deoxy-D-glucose targe-
ting of glucose metabolism in cancer cells as a potential
therapy. Cancer Lett 2014; 355(2): 176-183. doi: 10.1016/j.
canlet.2014.09.003.

17. El Mjiyad N, Caro-Maldonado A, Ramirez-Peinado
S et al. Sugar-free approaches to cancer cell killing. On-
cogene 2011; 30(3): 253 Oncogene 2011; 30(3): 253-264.
doi: 10.1038/0nc.2010.466.

18. Gandini S, Puntoni M, Heckman-Stoddard BM et al.
Metformin and cancer risk and mortality: a systematic re-
view and meta-analysis taking into account biases and
confounders. Cancer Prev Res (Phila) 2014; 7(9): 867-885.
doi: 10.1158/1940-6207.CAPR-13-0424.

19. Luengo A, Sullivan LB, Heiden MG. Understanding the
complex-I-ty of metformin action: limiting mitochondrial
respiration to improve cancer therapy. BMC Biol 2014; 12:
82.doi: 10.1186/512915-014-0082-4.

20. Vander Heiden MG. Targeting cancer metabolism:
a therapeutic window opens. Nat Rev Drug Discov 2011;
10(9): 671-684. doi: 10.1038/nrd3504.

21. Sciacovelli M, Frezza C. Oncometabolites: Uncon-
ventional triggers of oncogenic signalling cascades.
Free Radic Biol Med 2016; 100: 175-181. doi: 10.1016/j.
freeradbiomed.2016.04.025.

22.Ward PS, Patel J, Wise DR et al. The common feature of
leukemia-associated IDH1 and IDH2 mutations is a neo-
morphic enzyme activity converting a-ketoglutarate to
2-hydroxyglutarate. Cancer Cell 2010; 17(3): 225-234. doi:
10.1016/j.ccr.2010.01.020.

23. Dang L, White DW, Gross S et al. Cancer-associa-
ted IDH1 mutations produce 2-hydroxyglutarate. Nature
2009; 462(7274): 739-744. doi: 10.1038/nature08617.

24, Chowdhury R, Yeoh KK, Tian Y-M et al. The on-
cometabolite 2-hydroxyglutarate inhibits histone ly-
sine demethylases. EMBO Rep 2011; 12(5): 463-469. doi:
10.1038/embor.2011.43.

25. Xu W, Yang H, Liu Y et al. Oncometabolite 2-hydroxy-
glutarate is a competitive inhibitor of a-ketoglutarate-de-

pendent dioxygenases. Cancer Cell 2011; 19(1): 17-30.
doi: 10.1016/j.ccr.2010.12.014.

26. Figueroa ME, Abdel-Wahab O, Lu C et al. Leukemic
IDH1 and IDH2 mutations result in a hypermethylation
phenotype, disrupt TET2 function, and impair hemato-
poietic differentiation. Cancer Cell 2010; 18(6): 553-567.
doi: 10.1016/j.ccr.2010.11.015.

27. Choi C, Ganji SK, DeBerardinis RJ et al. 2-hydroxyglu-
tarate detection by magnetic resonance spectroscopy in
IDH-mutated patients with gliomas. Nat Med 2012; 18(4):
624-629. doi: 10.1038/nm.2682.

28. Medeiros BC, Fathi AT, DiNardo CD et al. Isocitrate de-
hydrogenase mutations in myeloid malignancies. Leuke-
mia 2017; 31(2): 272-281. doi: 10.1038/leu.2016.275.

29. Wang F, Travins J, DeLaBarre B et al. Targeted inhibi-
tion of mutant IDH2 in leukemia cells induces cellular
differentiation. Science 2013; 340(6132): 622-626. doi:
10.1126/science.1234769.

30. Houdova Megova M, Drabek J, Dwight Z et al. Mutace
isocitrdtdehydrogendzy jsou lepsi prognosticky marker
nez metylace promotoru O6-metylguanin-DNA-metyl-
transferdzy u glioblastomU — retrospektivni molekularné
genetickd studie gliomU z jednoho centra. Klin Onkol
2017;30(5):361-371. doi: 10.14735/amko2017361.

31. Nassereddine S, Lap CJ, Haroun F et al. The role of mu-
tant IDH1 and IDH2 inhibitors in the treatment of acute
myeloid leukemia. Ann Hematol 2017; 96(12): 1983-1991.
doi: 10.1007/500277-017-3161-0.

32. Xiao M, Yang H, Xu W et al. Inhibition of a-KG-depen-
dent histone and DNA demethylases by fumarate and su-
ccinate that are accumulated in mutations of FH and SDH
tumor suppressors. Genes Dev 2012; 26(12): 1326-1338.
doi: 10.1101/gad.191056.112.

33. Sullivan LB, Gui DY, Heiden MGV. Altered metabolite
levels in cancer: implications for tumour biology and can-
cer therapy. Nat Rev Cancer 2016; 16(11): 680-693. doi:
10.1038/nrc.2016.85.

34. Schito L, Semenza GL. Hypoxia-inducible factors: mas-
ter regulators of cancer progression. Trends Cancer 2016;
2(12): 758-770. doi: 10.1016/j.trecan.2016.10.016.

35. Kranendijk M, Struys EA, Schaftingen E et al.
IDH2 mutations in patients with d-2-hydroxygluta-
ric aciduria. Science 2010; 330(6002): 336-336. doi:
10.1126/science.1192632.

36. Schaefer I-M, Hornick JL, Bovée JV. The role of meta-
bolic enzymes in mesenchymal tumors and tumor syn-
dromes: genetics, pathology, and molecular mechanisms.
Lab Invest 2018; 98(4): 414-426. doi: 10.1038/541374-017-
0003-6.

37. Fendt SM, Bell EL, Keibler MA et al. Reductive gluta-
mine metabolism is a function of the a-ketoglutarate
to citrate ratio in cells. Nat Commun 2013; 4: 2236. doi:
10.1038/ncomms3236.

38. DeBerardinis RJ, Mancuso A, Daikhin E et al. Beyond
aerobic glycolysis: transformed cells can engage in gluta-
mine metabolism that exceeds the requirement for pro-
tein and nucleotide synthesis. Proc Natl Acad Sci 2007;
104(49): 19345-19350. doi: 10.1073/pnas.0709747104.
39. DeBerardinis RJ, Cheng T. Qs next: the diverse
functions of glutamine in metabolism, cell biology
and cancer. Oncogene 2010; 29(3): 313-324. doi:
10.1038/0nc.2009.358.

40. Wise DR, DeBerardinis RJ, Mancuso A et al. Myc re-
gulates a transcriptional program that stimulates mito-
chondrial glutaminolysis and leads to glutamine addic-
tion. Proc Natl Acad Sci 2008; 105(48): 18782-18787. doi:
10.1073/pnas.0810199105.

41. Yuneva M, Zamboni N, Oefner P et al. Deficiency in
glutamine but not glucose induces MYC-dependent apo-
ptosis in human cells. J Cell Biol 2007; 178(1): 93-105. doi:
10.1083/jcb.200703099.

42. Jin L, Alesi GN, Kang S. Glutaminolysis as a target for
cancer therapy. Oncogene 2016; 35(28): 3619-3625. doi:
10.1038/0nc.2015.447.

43, Gross MI, Demo SD, Dennison JB et al. Antitumor acti-
vity of the glutaminase inhibitor CB-839 in triple-negative
breast cancer. Mol Cancer Ther 2014; 13(4): 890-901. doi:
10.1158/1535-7163.MCT-13-0870.

44, Ahluwalia GS, Grem JL, Hao Z et al. Metabolism and
action of amino acid analog anti-cancer agents. Pharma-
col Ther 1990; 46(2): 243-271.

45. Rais R, Jancarik A, Tenora L et al. Discovery of 6-Diazo-
5-oxo- I-norleucine (DON) prodrugs with enhanced
CSF delivery in monkeys: a potential treatment for glio-
blastoma. J Med Chem 2016; 59(18): 8621-8633. doi:
10.1021/acsjmedchem.6b01069.

46. Schulte ML, Fu A, Zhao P et al. Pharmacological bloc-
kade of ASCT2-dependent glutamine transport leads to
antitumor efficacy in preclinical models. Nat Med 2018;
24(2): 194-202. doi: 10.1038/nm.4464.

47. Sabharwal SS, Schumacker PT. Mitochondrial ROS
in cancer: initiators, amplifiers or an Achilles’ heel? Nat
Rev Cancer 2014; 14(11): 709-721. doi: 10.1038/nrc3
803.

48. DeNicola GM, Karreth FA, Humpton TJ et al. Onco-
gene-induced Nrf2 transcription promotes ROS detoxi-
fication and tumorigenesis. Nature 2011; 475(7354): 106—
109. doi: 10.1038/nature10189.

49. Low IC, Chen ZX, Pervaiz S. Bcl-2 modulates resverat-
rol-induced ROS production by regulating mitochondrial
respiration in tumor cells. Antioxid Redox Signaling 2010;
13(6): 807-819. doi: 10.1089/ars.2009.3050.

50. Krishna S, Low IC, and Pervaiz S. Regulation of mito-
chondrial metabolism: yet another facet in the biology of
the oncoprotein Bcl-2. Biochem J 2011; 435: 545-551. doi:
10.1042/BJ20101996.

51. Chong SJ, Low IC, Pervaiz S. Mitochondrial ROS
and involvement of Bcl-2 as a mitochondrial ROS re-
gulator. Mitochondrion 2014; 19: 39-48. doi: 10.1016/j.
mito.2014.06.002.

52. Weinberg SE, Chandel NS. Targeting mitochondria
metabolism for cancer therapy. Nat Chem Biol 2015; 11(1):
9-15.doi: 10.1038/nchembio.1712.

53. Glorieux C, Calderon PB. Catalase, a remarkable en-
zyme: targeting the oldest antioxidant enzyme to find
a new cancer treatment approach. Biol Chem 2017;
398(10): 1095-1108. doi: 10.1515/hsz-2017-0131.

54. Magda D, Miller RA. Motexafin gadolinium: A novel
redox active drug for cancer therapy. Semin Can-
cer Biol 2006; 16(6): 466-476. doi: 10.1016/j.semcan-
€er.2006.09.002.

55. Bey EA, Bentle MS, Reinicke KE et al. An NQO1- and
PARP-1-mediated cell death pathway induced in non-
small-cell lung cancer cells by beta-lapachone. Proc
Natl Acad Sci U S A 2007; 104(28): 11832-11837. doi:
10.1073/pnas.0702176104.

56.Tagde A, Singh H, Kang MH et al. The glutathione syn-
thesis inhibitor buthionine sulfoximine synergistically en-
hanced melphalan activity against preclinical models
of multiple myeloma. Blood Cancer J 2014; 4: €229. doi:
10.1038/bcj.2014.45.

57. Toyokuni S. Role of iron in carcinogenesis: cancer as
a ferrotoxic disease. Cancer Sci 2009; 100(1): 9-16. doi:
10.1111/).1349-7006.2008.01001 .

2520

Klin Onkol 2018; 31 (Suppl 2): 2514-2520




PREHLED

Ferroptdza jako novy typ bunécné smrti

a jeji role v [écbé rakoviny

Ferroptosis as a New Type of Cell Death and its Role

in Cancer Treatment

Skoupilova H., Michalova E., Hrstka R.

Regiondlni centrum aplikované molekularni onkologie, Masaryklv onkologicky Ustayv, Brno

Souhrn

Vychodiska: Ferroptéza je jednim z nové objevenych typl bunécné smrti. Je geneticky, mor-
fologicky i biochemicky odlisitelna od dalSich typd programované bunécné smrti, jako je ne-
kréza, apoptdza i autofagie. Pro indukci ferroptdzy je dllezita hladina volného zeleza uvnit¥
bunék a tvorba reaktivnich kyslikovych radikald (reactive oxygen species — ROS), které aktivuji
mechanizmy vedouci k buné¢né smrti. K indukci ferroptézy muize dojit prostfednictvim in-
hibice jednoho ze dvou kli¢ovych proces(. Prvnim je zablokovani prenosu cystinu do bunék
pomoci cystin/glutamatového transportniho systému (X -), nebot cystin slouzi jako prekurzor
k syntéze glutathionu, hlavniho bunéc¢ného antioxidantu. Druhym je inhibice glutathion pe-
roxidazy 4, ktera chrani burky pred peroxidaci lipid{i. Ferroptéza byva asociovana s mnoha
metabolickymi poruchami, v¢. neurologickych chorob nebo rakoviny. Molekuly zapojené do
drah aktivujicich ferroptézu se podileji na obrané bunék pred stresovymi podminkami, na-
pomahaji udrzovat hladinu nikotinamidadenindinukleotidfosfatu, glutathionu a homeostazu
zeleza. DUlezitd je také spojitost s autofagii. Pomoci tzv. ferritinofagie dochazi k uvolihovani
zeleza z lysozom0 do cytosolu bunék. Naslednou kaskadou reakci uvolnénych nestabilnich
atomu Zeleza s jinymi molekulami dochézi k produkci ROS a iniciaci buné¢ného stresu, jez je
spoustécem ferroptézy. U onemocnéni, jako je rakovina, pii které jsou mechanizmy indukujici
bunécnou smrt, v¢. apoptdzy potlaceny obvykle z dlivodu genetickych zmén, mize indukce
alternativniho zplsobu bunécné smrti predstavovat atraktivni léCebnou strategii. Zdvér: V po-
slednich letech je vyzkum novych protinddorovych 1ékd sméfovéan na aktivaci alternativnich
drah bunécné smrti, které mohou prekonat narusené metabolické procesy uvniti rakovinnych
bunék nebo rezistenci bunék k bézné podavané chemoterapii. Byla nalezena celd fada mole-
kul, které mohou ferroptézu v nadorovych burikach indukovat, coz dodava jejimu vyzkumu na
vyznamu, nebot by mohl vést k objevu novych alternativ pfi Ié¢bé nadorovych onemocnéni.
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Summary

Background: Ferroptosis is a recently discovered type of cell death. It is genetically, morphologically, and biochemically distinct from other types
of programmed cell death, such as necrosis, apoptosis, and autophagy. The level of intracellular free iron and reactive oxygen species formation
are important for ferroptosis activation, which can occur through either of two key inhibitory processes. The first one involves inhibition of cys-
tine transfer into cells by the cystine/glutamate antiporter system (X -). Cystine serves as a precursor for the synthesis of glutathione, a major
cellular antioxidant. The second one involves the inhibition of glutathione peroxidase 4, which protects cells from lipid peroxidation. Ferroptosis
is associated with many metabolic disorders, including neurological diseases and cancer. Molecules involved in the activation of ferroptotic
pathways are involved in protecting cells against stress conditions, and in the maintenance of nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
and glutathione levels, as well as iron homeostasis. Also important is the connection with autophagy, so called ferritinophagy, in which iron is
released from lysosomes into the cytosol. Cascade reactions of free unstable iron atoms with other molecules result in the production of re-
active oxygen species that initiate the cellular stress that triggers ferroptosis. In diseases such as cancer where cell death inducing mechanisms,
including apoptosis, are usually suppressed by genetic changes, the induction of alternative pathways leading to cell death could provide an
attractive treatment strategy. Conclusion: In recent years, research into new antimetastatic drugs has focused on the activation of alternative cell
death pathways that might overcome disturbed metabolic processes inside cancer cells or the chemotherapy resistance acquired in the course of
routine treatment. A number of molecules have been found to induce ferroptosis in tumor cells, suggesting that they may offer new alternatives

for anticancer treatment.

Key words

cell death - cancer — autophagy - ferroptosis - ferritinophagy - cellular stress — ROS

Uvod

Bunécnd smrt je klicovym fyziologic-
kym mechanizmem, na kterém je za-
visly vyvoj organizmu prakticky jiz od
pocatku embryogeneze, v¢. plnohod-
notné funkce imunitniho systému nebo
udrzovani spravné funkce tkani a or-
gana u dospélych mnohobunécnych or-
ganizma [1-5]. PGvodné se predpokla-
dalo, ze existuji pouze 2 typy bunécné
smrti, programovand — apoptéza - nebo
neprogramovana — nekréza. Nasledkem
vnéjsich faktord, jako jsou zranéni nebo
infekce, burika obvykle reaguje na ne-
pfiznivé podminky nevratnymi procesy
a byva likvidovana prostfednictvim ne-
krézy. Spolu s nekrézou existuji i dalsi
typy bunécné smrti, které jsou gene-
ticky programované a byvaji burikou z&-
mérné vyvolavany. Slouzi prevazné jako
obranny mechanizmus pfed poskoze-
nim bunék nasledkem patogend, bunéc-
ného stresu nebo napf. kumulaci mutaci
v genech dulezitych pro zasadni procesy
uvnitf buniky [6]. Jednim z nejlépe pro-
studovanych typd programované bu-
nécné smrti (programmed cell death -
PCD) je apoptéza. Dlsledkem apoptozy
je napt. diferenciace prstl v rozvijejicich
se embryich [7]. Jeji deregulace muze
vést ke vzniku vrozenych vyvojovych vad
nebo k rozvoji rakoviny [8-11]. BEhem
poslednich desetileti se vsak ukazalo, ze
apoptodza neni zdaleka jedinym typem
PCD. Zkoumani jejich novych typu se
stalo pfedmétem intenzivniho vyzkumu.

Mezi nové objevené typy PCD patfi au-
tofagie, nekroptéza, pyroptdza, pyro-
nekréza a také ferroptédza [6,12-15].

Ferroptdza je relativné nové objeve-
nym typem PCD, ktera je morfologicky,
biochemicky i geneticky odlisitelnd od
dalSich typl bunéc¢né smrti. Morfolo-
gické odlisnosti byly prokazany trans-
misni elektronovou mikroskopii, ktera
potvrdila, ze ferroptotické bunky maji
jasné substrukturni zmény [14]. Pro
bunky podléhajici ferroptéze jsou cha-
rakteristické mensi mitochondrie s nizsi
hustotou mitochondridlniho obsahu
a naopak zvysenym mitochondridlnim
membranovym potencidlem [14,16]. Na-
opak klasické znaky objevujici se u ostat-
nich typl buné¢né smrti, jako je kon-
denzace chromatinu u apoptézy nebo
ruptury bunécéné stény u nekrézy, ne-
byly u ferroptotickych bunék pozoro-
vany [14]. Z biochemického hlediska
dochazi pfri ferroptdze k produkci cyto-
solickych a lipidovych reaktivnich kysli-
kovych radikalli (reactive oxygen species
- ROS), jejichz tvorba usti k vycerpani
antioxidantl v bunikach a nasledné bu-
nécné smrti [14].

Historie objevu ferroptézy

Pojem ferroptéza byl poprvé zaveden
v roce 2012 americkymi védci pod vede-
nim profesora Brenta R. Stockwella [14]
béhem vyzkumu malych molekul eras-
tinu, RSL3 a RSL5. Jednéd se o slouce-
niny selektivné letdlni pro nadorové

burnky nesouci mutace v onkogenu RAS.
Z tohoto dlivodu byly pojmenovéany
jako RAS-selektivné letalni molekuly
(RSL) [17,18]. Jejich vyznam podtrhuje
skute¢nost, ze geny rodiny malych GTPaz
RAS (HRAS, NRAS a KRAS) jsou mutovany
pfiblizné u 30 % vsech nadorud [19], v¢.
nemalobunécénych nadord plic [20], na-
dor0 tlustého stfeva [21], slinivky [22]
nebo stitné zladzy [21,23]. Soucasné jsou
pak tyto mutace u fady nador( spojeny
i se Spatnou progndzou [23].

U novych RSL molekul v3ak bylo tfeba
objasnit mechanizmus ucinku, nebot
nebyly pozorovany klasické rysy apo-
ptdzy, jako je aktivace kaspaz, fragmen-
tace chromatinu nebo uvolfovani cy-
tochromu ¢ z mitochondrii [17,18,24].
V3echny tfi slou¢eniny naopak induko-
valy RAS-RAF-MEK-zéavislou oxidativni
buné¢nou smrt [17,24]. Déle bylo zjis-
téno, Ze erastin spolu s RSL5 pro svoji
funkci vyzaduji ptitomnost mitochon-
dridIniho anion-selektivniho kanalu 3
(voltage-dependent anion channel -
VDAC3), kdezto RSL3 funguje nezavisle
na VDAC kanalech [24]. U v3ech tfi mo-
lekul pak dochdzi k potlaceni ucinku
po pouziti rlznych cheldtord zeleza.
To Uzce souvisi se skute¢nosti, Ze mu-
tantni Ras zvys$uje hladinu transferino-
vych receptor( (TfR1) [24], které pre-
vadéji komplexy Zeleza do cytoplazmy,
kde nasledné dochdzi k jeho uvol-
néni (schéma 1) [25,26]. Stejné tak mu-
tantni Ras snizuje mnozstvi ferritinu,
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jehoz molekula slouzi ke skladovani ze-
leza v bunkéch [27]. Zesilenym transpor-
tem a soucasné snizenim mnozstvi mo-
lekul, které udrzuji Zelezo v navédzaném
stavu, pak dochazi ke zvySovani volného
Zeleza v bunice [24]. Volné reaktivni ze-
lezo Fe?* uvolnéné z endozom nebo ly-
sozomU je zapojeno do produkce ROS
prostfednictvim Fentonovy reakce [28].
Smrt indukovana prostrednictvim RSL
je tedy spojena se zvysenim produkce
ROS diky zabranéni chelatace zeleza,
popft. genetickou inhibici hladiny Zeleza
v cytoplazmé [17,24]. | dalsi proteiny za-
pojené v podobné pusobicich drahdch
mohou rovnéz aktivovat ferroptézu [17].
Dokonce bylo prokazéano, Ze jeden z nej-
dllezitéjsich nddorovych supresorovych
protein(, protein p53, ¢asto ozna¢ovany
jako strazce genomu [29], mUze byt za-
pojen do nékterych mechanizmu iniciu-
jicich ferroptotickou buné¢nou smrt [30].

Metabolizmus zeleza pFi
ferroptoze
Bunécné Zelezo se zda byt jednim z nej-
dulezitéjsich faktorl pti tvorbé lipido-
vych peroxidovych radikald béhem fer-
roptozy [14,17]. Volné atomy zZeleza Fe?
se mohou za pfitomnosti peroxidu vo-
diku pomoci tzv. Fentonovy reakce oxi-
dovat na Fe?', z peroxidu je soucasné
odebrén elektron a dochazi k produkci
hydroxylovych radikdla pfimo uvnitf
bunék [31]. To vede k indukci buné¢-
ného stresu, poskozeni bunky volnymi
radikaly a spusténi ferroptézy [14].
Z tohoto dlvodu se bunky snazi chra-
nit pred vlivy volného Zeleza hned né-
kolika zpUsoby. Jednim z nejdulezitéj-
Sich proteind, ktery plni v burice tuto
ochrannou funkci, je ferritin [32]. Jedna
se o protein tvofeny 24 podjednotkami
lehkych a tézkych fetézcu [32], pficemz
tézké retézce vykazuji navic ferroxida-
zovou aktivitu. Prijimané zelezo Fe?* je
pomoci téchto fetézcl oxidovano na
Fe3* a skladovano uvnitf ferritinu v ne-
toxickych a biologicky dostupnych for-
mdach [33]. Pfi zvysené potiebé reaktivni
formy Zzeleza je ferritin v lysozomech
degradovéan a Zelezo je uvolnéno do
cytosolu [34,35].

Transferin je dalsim dudlezitym protei-
nem, ktery se uplatiiuje predevsim pfi
transportu zeleza. Tento extracelularni
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( ] ® I‘
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Schéma 1. Metabolizmus Zeleza p¥i ferroptdze.

protein je schopen vazat 1-2 ionty Ze-
leza Fe?*, které prenasi krevnim recistém,
dokud neni zachycen TfR1 lokalizova-
nym na povrchu bunék [25,36]. Komplex
receptoru s navazanym transferinem je
posléze pohlcovan endocytézou do-
vnitf bunék. Z endozom jsou nasledné
za Ucasti transmembranového trans-
portéru DMT1 (divalent metal transpor-
ter-1), zndmého také jako Nramp2 (na-
tural resistance-associated macrophage)
uvolnovany do cytoplazmy nestabilni
atomy Zeleza Fe?* spolu s volnym trans-
ferinem a TfR1, ktery je pfipraven k dal-
Simu transportu [36,37].

Pro udrzovani spravné hladiny Zeleza
v bunce je kromé transportu dovnitf dd-
lezity také transport Zeleza ven z bunky.
Jedinym znamym transportérem, ktery
prevadiZelezo ven pres bunécnou mem-
branu do krve, je ferroportin 1. Je kédo-
van genem SLC40AT [38]. Jeho spravna
regulace je rozhodujici pro udrzovani
optimalni hladiny zeleza. Zmény v hla-
diné ferroportinu mohou vést k nedo-
statku, nebo naopak k nadbytku Zeleza
uvniti bunék. Bylo prokazano, Ze nedo-
state¢na funkce ferroportinu mdze mit
za nasledek ztrdtu homeostazy a zpUso-
bit napf. anémii u mysi [39,40].

Mechanizmus ferroptézy
Ferroptdza, tj. na intraceluldrnim Zze-
leze zavisla regulovana forma bunécné
smrti, mUdze byt indukovana dvéma rlz-
nymi mechanizmy. Prvnim z nich je in-
hibice cystin/glutamatového transport-
niho systému X - (na sodiku nezavislém),
ktery je vyzadovan pfi transportu cys-
tinu do bunék, kde dochazi k syntéze
glutathionu, hlavniho buné¢ného an-
tioxidantu. NaruSenim tohoto sys-
tému dochazi k vycerpani glutathionu
a vzniku oxidativniho stresu [41,42], coz
mUze byt mimo jiné spousténo i malymi
molekulami, tzv. induktory ferroptézy
tiidy | (FINs 1) [42]. Druhym podnétem
pro vznik ferroptotické bunécné smrti je
inhibice glutathion peroxidazy 4 (GPX4),
kterd pouziva glutathion k detoxikaci li-
pidovych peroxid( [41,42]. GPX4 mUze
byt pfimo inhibovana tzv. induktory fer-
roptdzy tfidy Il (FINs II) [42].

Cystin/glutamatovy transportni
systém X -

V roce 1980 Bannai a Kitamura poprvé
zdokumentovali X - transportni systém
v lidskych embryonalnich plicnich fib-
roblastech [43]. O 2 roky pozdéji pak
v podstaté totéz ukdzali Makowske
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Tab. 1. Nejznaméjsi induktory ferroptézy.

Molekula Oznaceni

erastin

aldehyd erastin

FIN |
(ferroptézu
indukujici
molekuly)

piperazine erastin
DPI2

sulfasalazin (SAS)
sorafenib

RSL5

RSL3
1S,3R-RSL3
DPI7 (ML162)
ML210

DPI10

DPI12

DPI13

DPI17

DPI18

DPI19

FINTI

systém X - [36]

Cil Literatura
[15,18,19,25,32,52]
[36]
[36]

[15,32,50,53,54]
[35,55,56]
[18,52]
[18 57]
[36]
[36,52,57]
[52,57]
[36]
[36]
[36]
[36]
[36]
[36]

GPX4

a Christensen v transformovanych kry-
sich bunécnych liniich hepatomu [44].
Systém X - plisobi jako obousmérny pre-
nasec aniontovych forem cystinu a glu-
tamatu a je zavisly na Cl- a nezavisly na
Na* [45]. | kdyz mUze transportovat obé
aminokyseliny v obou smérech, jeho
hlavnim ukolem je zdsobovat buriku cys-
tinem a odvadét glutamat ven z buriky.
Intracelularni zésoba cystinu je pomérné
mald, zatimco koncentrace intraceluldr-
niho glutamatu je v bunce obecné vyssi
nez v extracelularnim prostoru, proto
jsou molekuly prendSeny predevsim po
koncentrac¢nim spadu [46]. Extracelu-
larni glutamat pak funguje jako kom-
petitivni inhibitor vychytévajici cystin
prostfednictvim transportniho systému
X - [44]. Bylo prokazano, Ze nejen radi-
kaly, ale i rlizna elektrofilni ¢inidla [47],
bakterialni lipopolysacharidy a zdnét-
livy cytokin (faktor nadorové nekrézy a
(tumor necrosis factor — TNFa)) [48]
nebo napt. i péstovani bunécénych kul-
tur neutrofildl [49] nebo makrofagt [50]
v podminkéch 21% hladiny kysliku m(ze
systém X - aktivovat. V roce 2012 Dixon
et al prokazali souvislost mezi aktivaci

ferroptoézy a cystin/glutamatovym trans-
portnim systémem, a to diky vyzkumu
zamérenému na studium mechanizmu
ucinku ferrostatinu 1, ktery je selektiv-
nim inhibitorem ferroptézy indukované
erastinem [14]. Soucasné byla objevena
celd fada molekul, které jsou naopak
schopny ferroptotickou buné¢nou smrt
navodit (tab. 1).

Znacny vliv na hladinu transpor-
téru systému X - mlze mit také pro-
tein p53. Bylo prokazano, ze p53 indu-
kuje ferroptdzu snizenim exprese genu
SLC7A11, ktery kéduje cystin/glutama-
tovy transportni systém [51-53]. V duU-
sledku toho dochézi ke snizeni pfijmu
cysteinu, vycerpani hladiny antioxi-
dantu glutathionu, coz vede k neschop-
nosti bunky bojovat s oxidativnim
stresem [41,42].

Glutathion peroxidaza 4

Glutathion peroxidaza 4 (GPX4) je jed-
nou z osmi glutathion peroxidaz zna-
mych u savcd. S vyjimkou GPX5,
-7 a -8 (a GPX6 u hlodavcll) obsahuji
vsechny glutathion peroxidazy misto
cysteinu selenocystein, ktery ma jeden

atom siry nahrazen selenem [62]. Uvadi
se, ze selenocystein zde pravdépo-
dobné zvysuje ucinnost v redoxnich
reakcich [63].

GPX4 funguje jako monomerni pe-
roxiddza [64]. Kromé jednoduchych
peroxid a malych hydroperoxid
je schopnd redukovat také hydrope-
roxidy v komplexnich lipidech, napf.
fosfolipidové, cholesterolové a chole-
sterolesterové hydroperoxidy zacle-
néné v biomembranach a lipoprotei-
nech [64,65]. Vycerpanim GPX4 tedy
dochazi ke snizeni ochrany bunék pred
negativnim uc¢inkem reaktivnich radi-
kald, hromadéni lipidovych peroxidl
a k vycerpdani polynenasycenych mast-
nych kyselin v lipidovych dvojvrstvach,
coz mlze vést k indukci ferroptézy
[14,42,56,66-68].

Ferroptoza a jeji spojeni

s autofagii

Autofagie (z fectiny ,vlastni stravovani”)
je evolu¢né konzervovany homeosta-
ticky mechanizmus, ktery je zapojen
do mnoha procest udrzujicich spravny
chod bunky, jako je odstrafovéani $patné
sloZzenych proteint, poskozenych orga-
nel a bunék napadenych patogeny nebo
také patologickych stav(, v¢. infekce
nebo procest souvisejicich s rakovi-
nou [69,70]. Nedavno bylo zjisténo, Ze ak-
tivace autofagie je také jednim z dllezi-
tych induktor( ferroptézy v nddorovych
i normalnich lidskych burikach [71-73].
Inhibitory autofagie jsou schopny ochra-
nit buriky pred vstupem do ferroptézy
pravdépodobné prostfednictvim pro-
cesU zabranujicich tvorbé cytosolic-
kych a lipidovych ROS [73]. K degradaci
ferritinu jako zasobarny zeleza v bun-
kach dochazi prostiednictvim lysozom(
béhem autofagického procesu. V roce
2014 byl tento proces pojmenovaén jako
ferritinofagie a soucasné s tim byl iden-
tifikovan jaderny receptorovy koaktiva-
tor 4 (nuclear receptor coactivator 4 —
NCOAA4) prispivajici k degradaci ferritinu
béhem ferritinofagie [34]. Snizeni akti-
vity receptoru NCOAA4 stejné tak jako in-
hibice Atg5 a Atg7 omezuje degradaci
ferritinu, snizuje hladinu reaktivniho ze-
leza v cytosolu a potlacuje ferroptdzu
v normalnich fibroblastech i nadorovych
bunkach [72]. Oproti tomu zvyseni hla-
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diny NCOA4 urychluje ferroptézu, pfi-
¢emz degradaci ferritinu dochdzi k uvol-
néni Zeleza do cytosolu [72]. Tato zjisténi
naznacuji, ze selektivni autofagie muze
hrat vyznamnou ulohu pfi zprostfedko-
vani ferroptdzy [72].

Ferroptoza a nadorova
onemocnéni

Nadorova burika nese ve své gene-
tické vybavé celou 3kadlu mutaci na-
rusujicich zakladni obranné mechani-
zmy. Mimo mutace v genech, jako jsou
napf. TP53, RB1 nebo RAS, které dovoluji
bunce prekonat kontrolni mechanizmy
zastavujici bunécény cyklus ¢i induku-
jici bunécnou smrt, se nadorové buriky
Casto setkavaji také s narlstem oxidativ-
niho stresu nasledkem zmén v metabo-
lickych procesech a okolnim mikropro-
stfedi [74]. V reakci na zvy3enou hladinu
ROS nadorova burika indukuje zvyseni
antioxidacni aktivity s cilem udrzet re-
doxni homeostazu [75]. To piimo souvisi
také s hladinami volného Zeleza v cyto-
plazmé. Bylo prokazano, ze nékteré on-
kogeny, v¢. RAS a MYC, méni metaboliz-
mus Zeleza a jeho mnozstvi v bunkach
tim, ze ovliviuji expresi ferritinu nebo
TfR1 [24,76-79].

Porozuméni témto procesiim muze
mit velky vliv pfi hledani novych zp(-
sobU 1é¢by rakoviny diky moznosti pres-
ného zacileni na konkrétni ¢asti me-
tabolickych drah, které Uzce souviseji
s redoxnim stresem. Jednou z variant
muze byt pravé navozeni ferroptozy,
kterd byla pozorovéna v ledvinovych
burikdch, neuronech a déle také v Siro-
kém spektru nddorovych bunék, napf.
prsnich, plicnich, ovaridlnich, melano-
mech, gliomech a dokonce i u nadord
kosti [14,41,42,51-54,66,67,80-82].

Zaveér

Ferroptéza jako jeden z novych typl
programované buné¢né smrti pred-
stavuje proces, ktery je zcela zavisly na
mnozstvi reaktivniho Zeleza uvnitf cyto-
plazmy bunék. K aktivaci dochézi naruse-
nim systém{, které v burikach odboura-
vaji ROS a lipidové peroxidy vznikajici pfi
chemickych reakcich nebo nadmérném
vystaveni bunék oxidativnimu stresu. Na
této skutecnosti je zaloZen i soucasny
vyzkum, ktery se cilené vénuje moz-

nosti aktivovat alternativni drahy bu-
nécné smrti, v¢. ferroptdzy, s cilem obe-
jit narusené metabolické procesy uvnitf
nadorovych bunék, se kterymi je ¢asto
spojena i rezistence ke standardné po-
ddavané terapii. Bylo prokazano, ze velké
mnozstvi nddorovych bunécnych linii
vykazuje citlivost k induktorim vyvola-
vajicim ferroptdzu, proto i hledani no-
vych sloucenin spoustéjicich ferroptézu
pfedstavuje zna¢né atraktivni alterna-
tivu, kterd mize vést k objevu novych,
ucinnéjsich léka.
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Moznosti vyuziti p63 v bioptické diagnostice

Possible Usage of p63 in Bioptic Diagnostics

Galoczova M., Nenutil R., Coates P.J., Vojtések B.

Regionalni centrum aplikované molekularni onkologie, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno

Souhrn

Vychodiska: Transkrip¢ni faktor p63 je homologem p53, nicméné jeho role ve vyvoji a on-
kogenezi neni tak jednoznacna. Gen TP63 kéduje mnozstvi N- a C-koncovych izoforem pro-
teinu, jejichz exprese a funkce se navzéjem lisi. Nejlépe prostudované jsou N-koncové varianty
ANp63 (p40) a TAp63. p40 je charakteristickym markerem bazalnich nebo myoepitelidlnich
bunék vicefadych epiteld a podili se na regulaci proliferace a diferenciace. TAp63 izoforma je
vice exprimovana v bunkach suprabazalni vrstvy a kromé epitel( také v primarnich oocytech,
lymfocytech a stromdlnich burikach, je schopnd indukovat apoptézu a hraje roli v udrzovéni
genomové integrity. Role jednotlivych izoforem se lisi také v nadorové progresi, kdy p40 je
obecné povazovana za onkoprotein zapojeny do regulace nadorovych kmenovych bunék, za-
timco exprese TAp63 je spojovana s lepsi progndézou onemocnéni. Cil: Jaderna exprese p63 je
markerem pouzivanym v klinické patologii k diagnostice rliznych typd malignit, nejc¢astéji
dlazdicobunéc¢ného karcinomu plic ¢i karcinom urogenitalniho traktu, svou roli hraje také
ve vysetfeni bioptickych vzork( karcinomu prsu (breast carcinoma - BC) a prostaty (prostate
carcinoma - PC). U neoplastickych bunék Ize vsak pfi pouziti protilatky 4A4 pozorovat expresi
p63 také v cytoplazmeé ¢i v extraceluldrnim materialu. Tento prehledovy ¢lanek stru¢né shrnuje
moznosti a nastrahy pouziti p63 v bioptické diagnostice, zejména u BC a PC, poukazuje také na
potencial vyuziti specifickych protilatek proti izoformdm p40 a TAp63. Zabyva se rovnéz dalsim
klinickym vyuzitim p63 v histogenetické klasifikaci nadord.

Klicova slova
p63 — ANp63 (p40) - TAp63 — karcinom prsu — karcinom prostaty

Summary

Background: The p63 transcription factor is a p53 homologue; however, its role in development
and oncogenesis is more unambiguous than that of p53. TP63 encodes a variety of N- and C-ter-
minal isoforms with different expression patterns and functions. The most frequently studied
are N-terminal variants ANp63 (p40) and TAp63. p40 is a characteristic basal or myopithelial cell
marker of stratified epithelium and it partakes in the regulation of proliferation and differen-
tiation. The TAp63 isoform is more expressed in the suprabasal cell layer but is also expressed
in primary oocytes, lymphocytes and stromal cells. It induces apoptosis and plays a role in the
maintenance of genome integrity. The role of each isoform differs also in tumor progression.
p40 is generally considered to behave as an oncoprotein in the regulation of cancer stem cells,
while TAp63 expression is associated with a better prognosis. Aim: Nuclear expression of p63
is a widely used as a diagnostic marker in the clinical pathology of a spectrum of malignancies,
mostly lung squamous cell carcinomas and urogenital tract carcinomas; however, it also used
during examination of breast (BC) and prostate carcinoma bioptic samples. However, cytoplas-
mic or extracellular p63 expression is observed in neoplastic cells when the 4A4 antibody is
used. This mini-review briefly summarizes the possibilities and pitfalls of p63 usage, particularly
when it is used in bioptic diagnostics of BC and prostate carcinoma and highlights the poten-
tial applications of isoform specific p40 and TAp63 antibodies. It also describes other clinical
usages of p63, for instance in the histogenetical classification of tumors.

Key words
P63 — ANp63 (p40) - TAp63 - breast carcinoma - prostate carcinoma
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MOZNOSTIVYUZITI P63 V BIOPTICKE DIAGNOSTICE

Uvod

Protein p63 patfi do rodiny transkrip-
¢niho faktoru a nadorového supresoru
p53, kam se kromé p53 fadi také p73.
Tyto proteiny navzijem vykazuji vyso-
kou sekvencni homologii a sdileji stej-
nou doménovou strukturu, coz jim
umoznuje navzajem interagovat ¢i vazat
se na transkripcni cile ostatnich ¢lend
rodiny. Role jednotlivych proteint se ve
vyvoji tkani a onkogenezi lisi, odlisna je
dokonce i funkce jednotlivych izoforem.
Gen TP63 kéduje nejméné 10 rliznych
izoforem p63. Transkripce ze dvou riz-
nych promotorl umoznuje vznik dvou
N-koncovych izoforem, plnodélkové
TAp63 a N-koncoveé zkracené ANp63 izo-
formy, kterd byva rovnéz oznacovana
jako p40 a postrada N-koncovou tran-
skrip¢né aktivacni doménu. Alternativ-
nim sestfihem pak vznikaji C-koncové
varianty (a, B,y, 9, €) [1,2]. Pfevladajici
izoformou v tkanich je p40, ktera je ex-
primovand ve vysoké mifte v bazalnich
a myoepitelidlnich burikidch vrstevna-
tého dlazdicového a Zlaznatého epitelu
rlznych organd [3] a je také zndma pro
svou roli v udrZovani proliferativniho
potenciadlu epitelidlnich kmenovych
bunék [4,5]. S mirou bunécné diferen-
ciace exprese p40 klesa. TAp63 se na-
opak vyskytuje v bazélnich epitelidlnich
bunikdch pouze zfidka, vy3si expresi Ize
pak pozorovat v burikdch umisténych
suprabazalné, coz naznacuje odlisnou

roli obou izoforem v pribéhu diferen-
ciace [6]. Exprese TAp63 je také charakte-
risticka pro jadra primarnich oocytt [7],
byla detekovana v lymfocytech a stro-
malnich bunkach [8]. Neddvno byla
popsana nova izoforma GTAp63 vy-
skytujici se u prekurzort samcich zaro-
decnych bunék, kde prispiva k udrzo-
vani integrity genomu [9]. Z hlediska
onkogeneze je TAp63 obecné povazo-
vana za nadorovy supresor diky schop-
nosti indukovat zadstavu bunécného
cyklu a apoptézu [10], zatimco p40 vy-
kazuje vlastnosti onkoproteinu a jeji vy-
sokd exprese je charakteristicka zejména
pro dlazdicobuné¢né karcinomy [11],
urotelidlni karcinomy [12] a karcinomy
bazalniho typu [13-15]. O p40 se také
diskutuje jako o markeru naddorovych
kmenovych bunék u rdznych typd na-
dorovych onemocnéni [16]. Nicméné
TAp63 se rovnéz muze chovat jako on-
koprotein a bylo prokazano, ze je pre-
vlddajici izoformou u nékterych typl
hematologickych malignit [17] (tab. 1).
O jednotlivych C-koncovych izofor-
mach p63 se vi zatim pouze malo, coz
je také zpusobeno komercni nedostup-
nosti specifickych protildtek (s vyjimkou
p63a ay), soucasné studie vsak nazna-
Cuji jejich rozdilné funkce [18,19]. V bio-
ptické diagnostice se vyuziva prlkaz
p63, event. cilené prikaz p40 dvéma za-
kladnimi zpUsoby. V prvni fadé se jedna
0 znazornéni myoepitelii nebo bazalnich

bunék s cilem zhodnotit invazivitu, nebo
obecnéji malignitu léze. Dalsim pou-
zitim je prikaz p40 jako markeru dife-
renciace nadoru smérem k viceradému
epitelu nebo k jeho histogenetickému
zarazeni.

Prukaz myoepitelii nebo
bazalnich bunék

U normalni tkdné mlécné Zlazy je ja-
dernd exprese p63 charakteristickym
markerem myoepitelidlnich bunék, za-
timco luminalni burky jsou p63 nega-
tivni. Pouziti p63 v nadorové patologii
odstartovala celd fada studii zamére-
nych na duktalni karcinom in situ (DCIS),
které navrhly pouZiti pfitomnosti myo-
epitelidlnich bunék k odliseni invaziv-
nich a neinvazivnich [ézi [20,21]. Myo-
epitelidlni buriky tvofi v nenddorové
mlé¢né Zlaze souvislou vrstvu lemu-
jici epitelidIni stranu bazalni membrany.
U karcinomd in situ jsou myoepitelidlni
bunky zachovény, pfip. mirné reduko-
vany v hustoté. Kompletni absence myo-
epitelii pak svéd¢i pro invazivni charak-
ter 1éze [20].

Podrobnéjsi studie zamérené na cha-
rakteristiky myoepitelidlnich bunék
v in situ karcinomech duktalniho, ale
rovnéz lobularniho (lobular carcinoma
in situ — LCIS) a papildrniho typu nebo in-
traduktdlnich papilom0 prokazuji alte-
raci imunofenotypu ve smyslu snizené
exprese nékterych markerd, p63 viak ma

Tab. 1. Exprese a funkce jednotlivych N-koncovych variant p63 u normalini a nadorové tkané.
Normalni tkan Nadorova tkan
Vysoka exprese Funkce Vysoka exprese Funkce
e dlazdicobunécné role v progresi nadoro-
T udrzovani proliferativniho : q .y
myoepitelidlni buriky - o, karcinomy vého onemocnéni
ANp63 o potencialu epitelidlnich o . .
bazalni buriky : . urotelialni karcinomy regulace vlastnosti nddo-
kmenovych bunék . o ) . N
karcinomy bazalniho typu  rovych kmenovych bunék
suprabazalni buiiky regula.ce prolliferace .
TADG3 L ; a diferenciace hematoloaické malianit role v progresi
P primarni oocyty epitelialnich bungk ematologicke malignity < dorového onemocnéni
B lymfocyty 5Bl .
udrzovani integrity genomu
stromalni buriky
GTAp63 prekurzory samcich udrzovani integrity genomu
zarodecnych bunék
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relativné nejvyssi citlivost [22-24].Vzhle-
dem k déle diskutovanym skute¢nostem
o jeho expresi v invazivnich nadorech
je viak jeho specificita ¢aste¢né ome-
zena a ve spornych pfipadech se dopo-
rucuje vzdy pouziti dvou markerd, ze-
jména doplnéni priikazu p63 o barveni
kalponinu [24,25]. DalSimi pouzivanymi
markery myoepitelidlnich bunék jsou
CD10, myozin tézkého fetézce hladkého
svalstva (smooth muscle myosin heavy
chain - SMMHC) ¢i cytokeratiny 5/6, a to
¢asto spolu s p63 jako soucasti rliznych
protilatkovych koktejld [25-27]. U vzac-
nych epitelialné-myoepitelidlnich karci-
nomU prsu (breast carcinoma — BC), jako
jsou myoepitelidIni karcinomy [28] ¢i
adenoidné cystické karcinomy [29], vSak
myoepitelidIni p63 pozitivni buriky tvofi
soucast nadoru.

Nicméné ne vsechny neoplastické
bunky béznych karcinomd jsou p63 ne-
gativni. Mimo jadernou lokalizaci bylo
imunohistochemické barveni p63 u fady
invazivnich BC pozorovano také v cyto-
plazmé neoplastickych bunék, oviem
pouze ve studiich vyuzivajicich nej¢as-
téji pouzivanou anti-p63 protilatku klon
4A4 [13,30-32]. Ve srovnani s 4A4 je pak
p40 protildtka s vyhradné jadernym
barvenim povazovéana za vice specific-
kou [33]. Jelikoz ale byva cytoplazma-
ticka exprese p63 v literature casto zmi-
novana, bude ji vénovan prostor také
v této publikaci.

Mezi nadory charakteristické vysokou
jadernou expresi p63 patfi zejména karci-
nomy bazalniho typu 2 (basal like 2 - BL2)
patfici do skupiny triple negativnich BC
(TNBCQ), které jsou negativni pro estroge-
novy (ER), progesteronovy (PR) receptor
a také receptor typu 2 pro lidsky epider-
malni rlstovy faktor (human epidermal
growth factor receptor 2 — HER2) [34].
U TNBC bazalniho typu byla pozorovéna
rovnéz vyssi exprese p63 v cytoplazmé ve
srovnani s nebazalnimi typy [13]. Jader-
nou expresi p63 Ize nalézt také u malého
procenta ER+ karcinom [35,36].

Z pohledu histologické klasifikace BC
byla jadernd exprese p63 navrzena jako
specificky marker metaplastickych kar-
cinomd [37]. Nicméné p63 pozitivni je
také relativné vysoké procento medu-
larnich a atypickych medularnich karci-
nomu [38].V literature Ize nalézt rovnéz

pfipady p63 pozitivnich malignich fy-
loidnich ¢i sarkomatoidnich nadort [39].
Jadernd i cytoplazmaticka exprese byla
pozorovédna u nékterych invazivnich
mikropapildrnich [40] a také u sekrec-
nich karcinoma, kde byl p63 pozitivni
také intraluminalni sekretovany mate-
rial [31,41]. Pfikladem karcinomu s aty-
pickou expresi p63 je s téhotenstvim
spojeny BC. MyoepitelidIni buriky u to-
hoto onemocnéni vykazuji snizenou ja-
dernou expresi p63, zatimco asocio-
vané epitelidIni buriky jsou pozitivni pro
cytoplazmatickou expresi tohoto pro-
teinu. Aberantni cytoplazmaticka ex-
prese p63 zde ziejmé prispiva k zvy-
Seni invazivity a agresivity epitelidlnich
bunék [30,32].

Pfi pouziti 4A4 protilatky je zapotrebfi
pocitat se skutecnosti, Ze rozpoznava
vsechny izoformy p63 a navic vykazuje
kfizovou reaktivitu s p73 [8]. Specificita
cytoplazmatického barveni touto proti-
latkou je také pfedmétem diskuzi. Vzhle-
dem k odlisSnym funkcim jednotlivych
izoforem p63 a p73 v nadorové pro-
gresi se jevi pouziti izoformové speci-
fickych monoklonélnich protilatek jako
lepsi diagnosticky ndstroj. Studie hod-
notici specificitu a citlivost p40 jako mar-
keru myoepitelidlnich bunék ve srovnani
s 4A4 ukazuji, Ze pouziti obou protilatek
je srovnatelné [42-44]. Nicméné napf.
u TNBC pouziti protilatek specifickych
proti jednotlivym variantdm p63 uka-
zalo, ze zatimco exprese p40 asociuje
s metaplastickymi a meduldrnimi karci-
nomy a s bazalnim bunécnym fenoty-
pem, exprese TAp63 koreluje s expresi
androgenového receptoru (AR), nemu-
tovanym BRCA1/2 statusem a pozitivi-
tou PTEN. TAp63 pozitivni nadory navic
vykazuji lepsi celkové preziti [45].

Jaderna exprese p63 je v klinické praxi
pouzivana také jako marker bazélnich
bunék prostaty. Bazalni buriky prostaty
podobné jako myoepitelidIni bunky
prsu tvofi souvislou vrstvu podél ba-
zalni membrany pod vrstvou lumindl-
nich bunék.V prostaté se navic vyskytuje
jesté jeden bunécny typ, buriky neuro-
endokrinni, které jsou spolu s luminal-
nimi bunkami p63 negativni [46,47].
p63 pozitivni bazalni bunky lze na-
lézt u benigni prostatické hyperplazie
(BPH), u prekancerdzni prostatické in-

traepitelidlni neoplazie (PIN) a v ade-
noéze prostaty. Vétsina karcinomd pro-
staty (prostate carcinoma - PC) je oviem
p63 negativni [48]. Proto je také negati-
vita p63 pouzivana k odliseni dobfre di-
ferencovanych invazivnich karcinom{
v punkénich biopsiich, nejé¢astéji v rdmci
protilatkového koktejlu spolu s alfa-me-
tylacyl racemdazou (AMACR) a cytoke-
ratiny o vysoké molekulové hmotnosti
(high molecular weight cytokeratins -
CK HMW, 34Be12) [49]. V literature lze
vsak najit i kazuistiky p63 pozitivnich in-
vazivnich PC. Existuji vzacné pfipady PC
z bazalnich bunék [14,15] a také pfipady
p63 pozitivnich adenokarcinomd, které
jsou molekuldrné odlisné od PC obvyk-
[ého typu a také od karcinom( z bazal-
nich bunék a vykazuji expresi bazalnich
i luminalnich markerd. Tyto nadory jsou
pozitivni pfi pouziti 4A4 a vétsina z nich
také pfi pouziti p40 protilatky [50,51].
Stejné jako u BC byly u PC rovnéz zazna-
mendny pfipady cytoplazmatické ex-
prese p63 u neoplastickych bunék, ex-
prese tohoto markeru navic korelovala
se zvysenou mortalitou [52].

Histogeneticka klasifikace nadorti
V fadé nadorovych lokalit mdze byt
priikaz diferenciace karcinomu smé-
rem k vicetadému epitelu klinicky dale-
Zity. Vyraznym pfikladem je klasifikace
nemalobunécnych plicnich karcinomu
v malych, morfologicky ¢asto malo re-
prezentativnich punk¢nich biopsiich.
Pozitivita p40 je zde spolu s negativi-
tou tyroidniho transkripéniho faktoru 1
(TTF1) a Napsinu A typickym znakem
dlazdicobunécnych karcinomd a vy-
lucuje adenokarcinom [53]. Pouziti
p40 specifickych protilatek zde zna¢né
zlepsuje specificitu diagndzy [54]. V si-
tuaci, kdy je k dispozici omezené mnoz-
stvi materidlu, je tak mozno optimalizo-
vat sekvenci navazujicich prediktivnich
vysetfeni, jako jsou mutace receptoru
pro epidermalni rdstovy faktor (epi-
dermal growth factor receptor — EGFR)
a translokace genu anaplastické lymfo-
mové kinazy (ALK) u adenokarcinomu
¢i exprese ligandu receptoru progra-
mované bunécné smrti 1 (programmed
death-ligand 1 — PD-L1) u spinocelular-
niho karcinomu. Obecné rozliseni mezi
adenokarcinomem a spinoceluldrnim
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nebo urotelidlnim karcinomem pomoci
barveni p40 je také uzite¢né zejména pfi
vysetieni morfologicky nezaraditelnych
nadorl urogenitélniho traktu [55]. V pa-
tologii slinnych Zlaz se barveni p63 pou-
ziva k rozliseni acinarniho (negativni)
a mukoepidermoidniho (pozitivni) kar-
cinomu slinnych zl4z [56]. Rozdily v ex-
presi p63 mezi intermediarnim trofob-
lastem choriovych klkd a implantacnim
trofoblastem mohou byt dale vyuzity
v diferencialni diagnostice vzacnéjsich
trofoblastickych nador( a pfipadné dal-
sich trofoblastickych 1ézi [57].

Zavér

Imunohistochemické barveni p63, ze-
jména izoformy ANp63 (p40), je v sou-
¢asné dobé dobfe zavedenou metodou
bioptické diagnostiky slouzici zejména
k prikazu invazivity negativnich nado-
rovych lézi v orgdnech s vicefadym epi-
telem (prs, prostata) a k upfesnéni histo-
genetické klasifikace karcinomu (plice,
urogenitalni trakt). Potencial prakazu
p63, pfip. jeho specifickych izoforem
v souvislosti s moznou ulohou v bio-
logii nadorovych kmenovych bunék
nebo jako prediktivniho markeru na své
mozné naplnéni teprve ceka.
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Vyznam membranovych proteinu v [écbé
nadorovych onemocnéni a moznosti jejich

dalsiho studia

Importance of Membrane Proteins in the Treatment of Tumor
Diseases and the Possibilities of Their Further Study

Dosedélova L., Nekulova M., Zahradnikova M., Faktor J., Vojtések B., Hernychova L.

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

Souhrn

Vychodiska: Proteiny bunécné cytoplazmatické membrany predstavuji heterogenni skupinu
proteind s odli$nou strukturou, lokalizaci a funkci. U¢astni se mnoha buné¢nych procest, mezi
néz patii zprostfedkovani buné¢né signalizace nebo komunikace s vnéjsim prostredim i mezi
bunkami samotnymi. Mutace a posttranslacni modifikace méni fyzikalné-chemické vlastnosti
membranovych proteinli a tim vyrazné zasahuji i do procesu kancerogeneze. Membranové
proteiny tak predstavuji dlezité cile pro diagnostiku a Ié¢bu nadorovych onemocnéni. V sou-
Casnosti je cilend lé¢ba v podobé monoklonélnich protilatek nebo nizkomolekuldrnich inhi-
bitord namitena predevsim na receptory ristovych faktor( na povrchu nadorovych bunék
a rdzné typy molekul v¢. cilt tzv. checkpoint inhibitor na povrchu bunék imunitniho systému.
K lepsimu poznéni vlastnosti a funkci membranovych protein(i v souvislosti s vyvojem novych
cilenych pfistupll v terapii jsou v soucasnosti intenzivné vyuzivany proteomické a molekularné
biologické ptistupy. Cil: Cilem tohoto ¢lanku je pfiblizit vlastnosti a funkce rtiznych skupin mem-
branovych 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 l1écby. Podrobnéji jsou popsany glykosylace
a fosforylace jako typické a nejvice prostudované posttransla¢ni modifikace membranovych
proteind a dale hmotnostni spektrometrie jako efektivni nastroj pro identifikaci a kvantifikaci
membranovych proteina.

Klicova slova
membranové proteiny - glykosylace - fosforylace — proteomicka analyza - cilena Ié¢ba
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VYZNAM MEMBRANOVYCH PROTEINU V LECBE NADOROVYCH ONEMOCNENT 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
membrane proteins — glycosylation — phosphorylation — proteomic analysis - targeted therapy

Uvod

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

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

-~

integralni membranovy protein

fosfolipidova dvojvrstva

o

hydrofilni ¢ast

~

EXTRACELULARNI
PROSTOR

periferni membranovy protein

cytoplazmaticka membrana

INTRACELULARNI
PROSTOR

} hydrofobni ¢ast

J

Obr. 1. Struktura cytoplazmatické membrany a umisténi perifernich a integralnich
membranovych proteind. Cytoplazmatickd membrana je tvofena dvéma fosfolipido-
vymi vrstvami. Jejich hydrofobni vnitfni ¢ast je tvofena retézci 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.

brané, které hraji ddlezitou roli v pri-
béhu vzniku a progrese primarniho na-
doru a pfi metastazovani nadorovych
bunék [2]. Studium membranovych
proteind se tak ukazalo 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 bunce
vznikd, pokud jsou na povrchu bunky
prezentovany nadorové antigeny. V pfi-
padé, Ze jsou nadorové buriky podobné
bunkdm normalnim, jsou imunitnim sys-
témem tolerovany. V mechanizmech
Uniku nadorovych bunék pfed imunitni
odpovédi hraji podstatnou ulohu mem-
branové proteiny, které jsou nadoro-
vymi bunkami vyuzivény 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-
tigend, napt. zménou funkce hlavniho
imunohistokompatibilniho systému) [3].
Kromé zmény exprese povrchovych pro-
teinll dulezitych pro reakci imunitniho
systému mohou mit nddorové burky
i pozménénou expresi receptord rlsto-
vych faktord (napf. zvysend exprese re-
ceptoru 2 pro lidsky epidermalni rlistovy
faktor (human epidermal growth factor
receptor-2 — HER2) u karcinomu prsu)
nebo povrchovych strukturnich pro-
tein( (napf. ztrata adheznich molekul
Vv procesu metastazovani) [4].
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N

membranové receptory

membranové proteiny s enzymatickou aktivitou

transportni membranové proteiny

strukturni
membranové
proteiny

Obr. 2. Rozdéleni membranovych proteint podle funkce. Membranové receptory pienasi signal z extracelularniho prostoru dovnitf
buriky po navazani ligandu. Transportni membranové proteiny tvofi hydrofilni kanaly prochazejici cytoplazmatickou membranou,
k pfenosu 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 membrany se dale déli
na periferni a integralni (jejich lokalizace
jeznazornéna na obr. 1). Integralni mem-
branové proteiny ve vétsiné pfipadu in-
teraguji s fosfolipidovou dvojvrstvou,
nékteré se pfipojuji pouze k jedné vrstvé
fosfolipidd (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 zakladnich skupin -
1. receptory spojené s a) G-proteiny,
b) iontovymi kanaly a c) tyrozinkindzami;
2. transportni proteiny; 3. strukturni pro-
teiny a 4. proteiny s enzymatickou aktivi-
tou (obr. 2) [1].

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 signdlnich drah, prendseji extrace-
luldrni signél do bunky a fidi napf. bu-

néc¢nou diferenciaci a proliferaci [6].
Typickym znakem néadorovych bunék
je zvysend proliferace, kterd nastava
mimo jiné v dlsledku nadmérné akti-
vace téchto receptor(.Ta je obvykle zpQ-
sobena raznymi typy mutaci, pfikladem
jsou receptory pro rlistové 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). Druhd moznost, kterd vede ke
konstitutivni aktivaci téchto receptor(
a naslednému neregulovanému rlstu
bunék, je nadmérnd produkce jejich li-
gandd, tj. rdstovych faktor( [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-
bitord tyrozinkinazové aktivity [6]. Pfi-
klady lé¢iv zamérfenych na tento typ re-
ceptory jsou dnes uz bézné pouzivané
monoklondlni protilatky trastuzumab
(Herceptin®), cetuximab (Erbitux®) a pa-
nitumumab (Vectibix®). Ke zndmym za-
stupclim nizkomolekuldrnich inhibitora
patfi napf. gefitinib (Iressa®), lapatinib
(Tykerb®, Tyverb®), sunitinib (Sutent®),
sorafenib (Nexavar®) a dalsi (kompletni

pfehled viech monoklondlnich proti-
latek a nizkomolekuldrnich 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 proteind maji v onkologii vy-
znam predevsim tzv. ABC (ATP-binding
cassette) transportéry. Jedna se o trans-
membrénové proteiny, které vyuzivaji
energiizrozkladu adenozintrifosfatu (ade-
nosine triphosphate - ATP) pro pfenos
rdznych substratl pres bunécnou mem-
branu. Transportéry ze skupiny ABC B
jsou zodpovédné za vznik tzv. mnoho-
cetné |ékové rezistence (multidrug re-
sistence - MDR), tedy rezistence vuci
[é¢iviim s rGznou strukturou i funkci. Lé-
¢iva jsou pomoci transportérl vyluco-
vana z bunék a dochazi ke snizeni jejich
intracelularni hladiny, pticemz 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 léCiva, které neni substratem
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~
Tab. 1. Monoklonalni protilatky schvalené FDA nebo EMA pro pouziti v onkologii [52-54].
Komer¢ni
Monoklonalni protilatka nazev proti- Cilovy protein Vyuziti v onkologii
latky
ac’io-trastuzu'ma!) emtasm. (konju- et HER2 mBC
gat s cytotoxickym emtasinem)
alemtuzumab Campath, CD52 chronicka B-lymfocytarni leukemie
Lemtrada
atezolizumab Tecentriq PD-L1 urotelidlni karcinom, mNSCLC
avelumab Bevencio PD-L1 metastaticky karcinom z Merkelovych bunék
bevacizumab Avastin VEGF mCRC
blinatumomab Blincyto CcD19 ALL, prekurzorové B-lymfocytarni

brentuximab vedotin
(konjugét s cytotoxickym Adcentris CD30
monomethylauristatinem E)

HodgkinGv lymfom, anaplasticky velkobunécny
lymfom

zobrazovaci diagnostika pro nové
ProstaScint PSMA diagnostikovany karcinom prostaty nebo
po prostatektomii

capromab pendetid
(radioznaceny)

maligni ascites u pacientl s karcinomy pozitivnimi

catumaxomab (bispecificky) Removab EpCAM, CD3 pro EpCAM
cetuximab Erbitux EGFR mCRC
daratumumab Darzalex CD38 MM
dinutuximab Unituxin GD2 neuroblastom vysokého rizika
durvalumab Imfinzi PD-L1 urotelialni karcinom
elotuzumab Empliciti SLAMF7 MM

o . relabovany nebo refrakterni low-grade, folikularni
ibritumomab tiuxetan Y 9

(radioimunoterapeuticky) Zevalin CD20 nebo transformovany B-bunécny nehodgkinsky
lymfom

ipilimumab Yervoy CTLA-4 metastaticky melanom

necitumumab Portrazza EGFR metastaticky spinocelularni NSCLC

metastaticky melanom, metastaticky

nivolumab Opdivo PD-1 spinocelularni NSCLC
obinutuzumab Gazyva CD20 CLL

ofatumumab Arzerra CD20 CLL

olaratumab Lartruvo PDGFRa sarkomy mékkych tkani
panitumumab Vectibix EGFR mCRC
pembrolizumab Keytruda PD-1 metastaticky melanom
pertuzumab Perjeta HER2 mBC

ramucirumab Cyramza VEGFR2 karcinom zaludku
rituximab Rituxan CD20 B-bunécny nehodgkinsky lymfom
trastuzumab Herceptin HER2 mBC

kombinace rituximabu folikuldrni lymfom, difdzni B-velkobunécny lymfom,

Rituxan Hycela CD20

a hyaluronidazy CLL

inotuzumab ozogamicin
(konjugét s cytotoxickym Besponsa CD22 ALL, prekurzorova B-lymfocytarni
0zogamicinem
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Tab. 1 - pokrac¢ovani. Monoklonalni protilatky schvalené FDA nebo EMA pro pouziti v onkologii [52-54].

0zogamicinem)

bevacizumabu)

trastuzumabu)

Monoklonalni protilatka

gemtuzumab ozogamicin
(konjugét s cytotoxickym

bevacizumab - awwb (biosimi-
larni monoklonalni protilatka

trastuzumab — dkst (biosimi-
larni monoklonalni protilatka

Komer¢ni
nazev proti- Cilovy protein
latky
Mylotarg CD33
Mvasi VEGF
Ogivri HER2

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

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

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

Vyuziti v onkologii

AML

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

Nizkomolekularni
inhibitory

afatinib
axitinib
cabozantinib

erlotinib
gefitinib
lapatinib

lenvatinib
midostaurin

neratinib

osimertinib

pazopanib
regorafenib
sorafenib
sunitinib

vandetinib

Komer¢ni

nazev

Gilotrif, Gitrif,

Tovok

Inlyta

Cabometyx,
Cometriq

Tarceva
Iressa
Tykerb

Lenvima
Rydapt

Nerlynx

Tagrisso

Votrien

Stivarga

Nexavar

Sutent

Caprelsa,
Zactima

Cilovy protein

EGFR, ErbB2, ErbB4
VEGFR1/2/3, PDGFRp
RET, MET, VEGFR1/2/3, Kit, TrkB, Flt3, Axl, Tie2

EGFR
EGFR
EGFR, ErbB2
VEGFR1/2/3, PDGFR, FGFR, Kit, RET

FIt3, PDGFR, VEGFR, PKC

ErbB2/HER2
EGFRT970M

VEGFR1/2/3, PDGFRa/@, FGFR1/3, Kit, Lck,
Fms, Itk

VEGFR1/2/3, BCR-Ab, B-Raf, Braf (V600E), Kit,
PDGFRa/B, RET, FGFR1/2, Tie2, Eph2A

VEGFR1/2/3, B-/C-Raf, mutant B-Raf, Kit, FIt3,
RET, PDGFR

PDGFRa/3, VEGFR1/2/3, Kit, Flt3, CSF-1R, RET

EGFRs, VEGFRs, RET, Brk, Tie2, EphRs,
Src rodina kinaz

FDA - Food and Drug Administration, NSCLC — nemalobunécny karcinom plic, RCC — karcinom ledviny, mCRC — metastaticky kolo-
rektalni karcinom, BC — karcinom prsu, AML - akutni myeloidni leukemie

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
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pro ABC transportéry (napf. alkyla¢ni
latky nebo antimetabolity) nebo pouziti
tzv. MDR modulator( jako chemosenzi-
bilizatord. MDR modulétory jsou poda-
vany spole¢né s chemoterapeutikem
a funguji prevazné jako konkurencni
substraty ABC transportérd. V soucas-
nosti pokracuje vyzkum a klinické testo-
vani druhé generace MDR modulator(,
které by mély vykazovat vys3si uc¢innost
a nizsi toxicitu oproti MDR moduléator(im
prvni generace [7].

Vyznamné cile protinadorové |écby
predstavuji i tzv. CD (cluster of differen-
tiation) molekuly. CD nomenklatura byla
plvodné zavedena pro epitopy mono-
klonalnich protilatek pouzivanych pro
imunofenotypizaci leukocytd, dnes je
takto oznacovéna heterogenni sku-
pina pfiblizné 400 membranovych pro-
teinl s rlznou strukturou a funkci [9].
Pro oznaceni CD je tfeba prokazat, ze
danou molekulu vadZou spolehlivé ale-
spon dvé monoklonalni protildtky. Pro-
toze se jednd 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-
noklonalnich protilatek, jako jsou napf.
rituximab, ofatumumab a obinutuzu-
mab pfi |é¢bé B-bunécnych lymfomd
a leukemii (tab. 1).

Nadorové burnky maji vyvinuty rlizné
mechanizmy, které jim umoznuji unik-
nout imunitni odpovédi. Jednim z nich
je exprese povrchovych proteind, které
interaguji s bunkami imunitniho sys-
tému (T lymfocyty) a tim blokuji jejich
proliferaci a spoustéji apoptédzu. V sou-
¢asnosti jsou intenzivné zkoumany
a v onkologické 1é¢bé stale vice vyuzi-
vany tzv. checkpoint inhibitory. Jednd
se o latky (obvykle monoklonalni proti-
latky), které blokuji interakce mezi nado-
rovymi burikami a burfikami imunitniho
systému a tim brani utlumeni imunitni
odpovédi. Jde predevsim o zablokovani
interakce proteinu PD1 (programmed
cell death 1, CD279) na povrchu lymfo-
cytl a PD-L1 (programmed cell death-
-ligand 1, CD274) na povrchu nadoro-
vych bunék protildtkami 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.
bunécné adhezni molekuly (cell adhe-
sion molecules - CAMs), jako jsou napf.
kadheriny, integriny nebo selektiny [1].
Zmény ve slozeni a funkci adheznich
molekul hraji zasadni roli v procesu me-
tastazovani. Podileji se na regulaci bu-
nécné adheze, migrace a invaze, ale
i proliferace a apoptdzy (integriny), na
tvorbé mezibunécénych 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, zadna z téchto latek
viak zatim neni bézné pouzivana v kli-
nické praxi [13-15].

Posttransla¢ni modifikace
Posttransla¢ni modifikace jsou kova-
lentni modifikace proteind vznikajici
v pribéhu nebo po ukonceni jejich syn-
tézy a ovliviuji jejich fyzikdlni a che-
mické vlastnosti, a tedy i stabilitu a mo-
lekularni funkce. Rozmanitost modifikaci
rozsifuje spektrum funkénich vlastnosti
protein( 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 dal3i méné ¢asté typy modifi-
kaci. Nejc¢astéji studovanymi posttrans-
la¢nimi modifikacemi membranovych
proteind v nadorové biologii jsou pak
fosforylace a glykosylace.

Fosforylace proteinu vznikd kovalent-
nim pfipojenim zbytku kyseliny fosfo-
re¢né k postrannim fetézclm rdznych
aminokyselin nejcastéji tyrozinu, serinu

a threoninu. Jedna se o reverzibilni post-
transla¢ni modifikaci, kterd hraje klicovou
roli v regulaci bunééné signalizace a me-
tabolizmu. Fosforylace je velice pfisné re-
gulovana plsobenim enzym kindz a fos-
fataz [16,17]. Fosfoproteiny jsou obecné
pfitomny v burice jen ve velmi nizkych
koncentracich, presto reverzibilni fosfo-
rylace/defosforylace umoziuje bunce
rychle reagovat na vnitini a vnéjsi stimuly.
Pro nadorové bunky je typickd abnor-
malni fosforylace proteint [18,19], proje-
vujici se napt. konstitutivni aktivaci recep-
torovych tyrozinkinaz [6]. Pro identifikaci
novych, dosud nepopsanych fosfopro-
teinli a konkrétnich zmén fosforylace spe-
cifickych pro nadorové bunky Ize vyuzit
kvantitativni proteomickou analyzu [20].

Glykosylace je dalsi ¢astou posttrans-
la¢ni modifikaci membranovych pro-
teinl, 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-
bihd prevazné v endoplazmatickém reti-
kulu nebo Golgiho aparatu. Pro nadorové
bunky je ve srovnani s normalnimi bun-
kami typicka zvy3end produkce vétve-
nych glykanovych struktur (tzv. tfi a vice
antennarni) a/nebo zménéné hladiny
glykoprotein(l [22]. Za zmény v glykosy-
la¢nim profilu jsou nejcastéji odpovédné
N-glykany, kovalentné vdazané 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,
ktera obvykle ukoncuje jednotlivé vétve
glykanové struktury [24,25]. Zmény v sia-
lylaci membranovych proteind nado-
rovych bunék ovliviuji jejich interakce
s dal$imi bunkami a s extracelularni ma-
trix a tim i schopnost metastazovat [26].
Zvysena exprese termindlni a-2-6 vazané
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 nddorovych bunék [27-29].
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Analyzovat glykanové struktury neni
jednoduchy ukol. Na rozdil od pro-
teinG probiha syntéza glykan( beztem-
pladtovym procesem a vyslednd glyka-
nova struktura je produktem pUsobeni
mnoha vysoce specifickych a striktné re-
gulovanych glykosidaz a glykosyltrans-
feraz. Nadorova burika obvykle vykazuje
vyznamné pozménénou expresi a akti-
vitu obou typl enzymi podilejicich se
na tvorbé glykanovych struktur, ¢imz
dochazi ke zvyseni glykosylace a zméné
zastoupeni jednotlivych glykan(. Nej-
vyznamnéjsi zmény byly zaznamenany
u sialyltranferaz a fukosyltransferdz, je-
jichz produkty jsou polysialylované
a polyfukosylované glykanové struktury.
Dobfie charakterizované jsou zmény
N-glykosylace v séru pacientek s dia-
gnostikovanym karcinomem prsu spo-
¢ivajici v markantnim ndrustu sialylace
a fukosylace glykanovych struktur ve
srovnani se zdravou populaci [30,31].

Velkou skupinu silné glykosylovanych
proteinll syntetizovanych epitelidlnimi
bunkami reprezentuji muciny. Pro mu-
ciny je charakteristickd vysokd moleku-
lovd hmotnost, z niz 50-80 % zaujima
hmotnost glykan(, nejcastéji O-glykand.
Muciny tvofi vyznamnou komponentu
mukédznich sekretd, které pokryvaji epi-
telidIni buriky gastrointestinainiho, uro-
genitalniho, dychaciho, o¢niho a slu-
chového systému, ale soucasné byvaji
nadmérné syntetizovany i u vétsiny kar-
cinomu [32]. Nékteré muciny jsou vdzané
v plazmatické membrané diky svému
hydrofobnimu charakteru. Vétsina z nich
je vsak sekretovéna, a muze proto slou-
zit jako ligand adheznich receptor( jako
napf. selektinl, které podporuji schop-
nost nadorovych bunék interagovat
s hostitelskymi leukocyty, endotelovymi
bunkami nebo s krevnimi desti¢kami [33].

Mnohé glykoproteiny jsou v klinické
praxi vyuzivany jako diagnostické mar-
kery nebo markery progrese nadorovych
onemocnéni, napt. prostaticky specificky
antigen (prostate-specific antigen — PSA)
u karcinomu prostaty [34], CA125 (carci-
noma antigen 125) v pfipadé karcinomu
vajec¢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 MUC1 je ukotven na vnéjsim povr-
chu epitelidlnich bunék a je nadmérné ex-
primovan u nador( prsu, tlustého streva,
plic, slinivky bfisni nebo vajec¢niku, a to
soucasné s vysokou produkci zkracenych
O-glykanovych struktur [37]. Synteticky
peptid odvozeny od MUC1 predstavuje
hlavni slozku vakciny Tecemotide (Sti-

muvax), ktera stimuluje imunitni odpovéd

proti nddorovym burnkdm exprimujicim
MUCT1. Vakcina je v soucasné dobé hod-
nocena ve dvou studiich faze Il 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 dfive obvykle
identifikovany pomoci monoklonal-
nich protilatek. V soucasnosti je proteo-
mika modernim nastrojem pro studium
zmén proteomu v¢. exprese Ci posttrans-
la¢nich modifikaci membranovych pro-
teind [39]. Vstupnim materidlem pro
izolaci a detekci membranovych pro-
teinli mohou byt stabilni bunécné linie,
primokultury, nddorova tkan, sérum ci
dalsi télni tekutiny [4]. Samotna ana-
lyza membranovych protein je rozdé-
lena do nékolika krokl - 1. obohaceni
vzorku a purifikace proteind, 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
membranovych proteinli (magnetické
kulicky s konkanavalinem A), elektro-
statickych interakci (kladné nabité kre-
mikové kuli¢cky a zdporné nabité pro-
teiny plazmatické membrany), chemické
znaceni intaktnich membranovych
proteinli nebo napf. inkorporace do
polymer( [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 daldi analyzu.
Pro naslednou solubilizaci membrano-
vych proteind se nej¢astéji pouzivaji de-
tergenty (napf. dodecylsiran sodny -
SDS) [40]. V zavislosti na typu pouzitého
detergentu se mohou projevit rlizné ne-
zédouci uUc¢inky pfi dalsim zpracovani
vzorku. Jednd se napf. o interferenci
s kapalinovou chromatografii, inaktivaci
protedzy béhem enzymatického 3té-
peni, potlaceni ionizace peptidd ¢i kon-
taminace hmotnostniho spektrome-
tru [47]. Detergenty je tedy nutné pied
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
proteinti se v pfipadé proteomické ana-
lyzy obvykle vyuzivd LC-MS/MS. Pro
identifikaci a charakterizaci membrano-
vych protein( |ze pouzit dva hlavni pro-
teomické pfistupy. Prvni pfistup ,top-
-down” je zalozen na analyze proteint
nebo jednoduché proteinové smési
bez pouziti enzymatického Stépeni.
Naopak druhy ,shotgun” pfistup se vyu-
zivd 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 piipadé relativni kvantifi-
kace Ize porovnavat kvantitu proteint
dvou ¢i vice biologickych systém, napf.
metodou izotopového znaceni (label-
-based) [4,49]. Mezi label-based kvantifi-
ka¢ni metody Ize zafadit i metody s che-
mickym typem znaceni jako napft. 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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Dalsi moznosti relativni kvantifikace je
i tzv. label-free metoda bez vyuZiti izoto-
pového znaceni [51].

Druhy, absolutni zplsob kvantifikace
pfimo uréuje 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-
teinU 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 1é¢by, cozZ po-
tvrzuje mimo jiné i nardstajici pocet
nové schvalenych Iécebnych preparatt
a rozdifujici se spektrum ndadorovych
onemocnéni, pro kterd je cilend lécba
dostupna. Proteiny vnéjsi cytoplaz-
matické membrany zde hraji Ustfedni
roli jako cile tohoto typu Iécby. Proteo-
mické pristupy ke studiu membrano-
vych protein(i mohou pfinést nové zna-
losti vlastnosti a funkci membranovych
proteind, které v budoucnosti pfispéji
k vyvoji novych monoklonalnich proti-
latek, syntetickych peptidd a nizkomole-
kuldrnich inhibitord umoziujicich rozsi-
fit personalizovanou lé¢bu nadorovych
onemocnéni.
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PREHLED

Vliv metylace DNA na vznik nadorovych

onemochneni

Effect of DNA Methylation on the Development of Cancer

Holc¢akova J.

Regionalni centrum aplikované molekularni onkologie, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno

Souhrn

Vychodiska: \V'yzkum posledniho desetileti potvrdil vyznam epigenetickych procest pfi vzniku,
vyvoji a Ié¢bé nadorovych onemocnéni. Pfedevsim sekvenovani nové generace umoznilo zma-
povat lidsky epigenom a sledovat jeho zmény béhem kancerogeneze. Tento pfistup odhalil
pfima napojeni epigenetickych abnormalit na mutace gend, které kontroluji metylaci DNA,
sbalovani a funkci DNA v chromatinu, nebo na metabolizmus bunék. Epigenetické zmény DNA
se vyskytuji uz v casnych fazich vyvoje nadorovych onemocnéni, a jsou tedy slibnymi kandidaty
na diagnostické a prognostické markery a soucasné epigenetické procesy predstavuji vhodné
cile pro vyvoj novych terapeutickych latek. Ziskané poznatky o aberantni metylaci DNA umoz-
fuji dva rGzné pohledy na to, jak dana modifikace pfispiva k vyvoji nddorového onemocnéni.
Prvni pohled predpokladd, ze normalni bunky podléhaji transformaci vlivem fidicich mutaci,
kdy néasledné metylace de novo a demetylace DNA prispivaji k fadé programovych zmén ge-
nové exprese. Alternativni pfistup pohlizi na zmény v metylaci DNA jako na dlsledek napf.
starnuti bunék. A pravé tyto ziskané zmény zvysuji citlivost DNA ke vzniku mutaci a k nasledné
onkogenni transformaci. Cile: Cilem prehledového ¢lanku je shrnout dosud zndmé ulohy ab-
normalni metylace DNA pfi vyvoji nddorového onemocnéni a predstavit jiz publikovanou alter-
nativni teorii, kterad k dané problematice pfistupuje méné obvyklym zplsobem.

Klicova slova
metylace DNA - polycomb proteinovy komplex — CpG ostrlivky

Summary

Background: Research in the last decade has confirmed the importance of epigenetic proces-
ses for the onset, development, and treatment of cancer. Next generation sequencing has allo-
wed the inspection and mapping of the human epigenome and its monitoring for changes
during carcinogenesis, which has revealed direct links between epigenetic abnormalities and
mutations in genes that control DNA methylation and packing and those that function in chro-
matin dynamics and metabolism. Epigenetic changes that occur in the early stages of tumor
progression thus represent promising candidates for diagnostic and prognostic markers, and
epigenetic processes are suitable targets for the development of new therapeutic strategies.
There are two contrasting views on how aberrant DNA methylation contributes to the develop-
ment of cancer. The first view assumes that normal cells undergo transformation due to driver
mutations and subsequent de novo methylation and DNA demethylation, resulting in global
changes in gene expression. The second view considers changes in DNA methylation to be
a consequence of cell aging, for example, and that the acquired changes increase the sensitivity
of DNA to mutations and oncogenic transformation. Aims: The aim of the review article is to
briefly summarize the role of abnormal DNA methylation in the development of cancer, and to
present an alternative theory that considers the role of aberrant DNA methylation patterns in
cancer from a new and unconventional perspective.
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DNA methylation — polycomb-group proteins — CpG islands
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Uvod

Jiz béhem 80. let 20. stoleti byly zazna-
mendany zmény v metylaci DNA nado-
rovych bunék [1] a pozdéjsi intenzivni
vyzkum pfinesl dalsi znalosti o struk-
tufe a modifikacich chromatinu a jejich
vlivu na genovou expresi. Ukazalo se,
ze vznik a progrese nadorového one-
mocnéni jsou podminény nejen gene-
tickymi, ale i epigenetickymi zménami
a do odborného jazyka tak vstupuje
pojem ,nadorovy epigenom®. Sekveno-
vani nové generace vyuzivané pro zma-
povani chromozom( a metylaci DNA
u normalnich, nadorovych nebo pluri-
potentnich kmenovych bunék prineslo
nové poznatky o struktufe chromatinu
a postaveni nukleotid(l a o tom, jak tyto
zmény prispivaji ke vzniku a rozvoji rliz-
nych onemocnéni. Zaroven se tim ote-
viely moznosti pro nalezeni novych na-
dorovych marker( a terapeutickych cilG.

Metylace DNA
Za zdkladni epigeneticky mechaniz-
mus je povazovana metylace DNA, tedy
kovalentni pfipojeni metylové sku-
piny k adeninu nebo cytosinu (u ade-
ninu na 6. uhlik, u cytosinu na 4. nebo
5. uhlik) [2]. V savéim genomu se vysky-
tuje pouze 5-metylcytosin (5mC) v rdmci
CpG (cytosine-phosphatidyl-guanin) di-
nukleotidd [3]. Metylace DNA reguluji
expresi genll bez zmény genetické in-
formace a ovliviuji replikaci, rekombi-
naci a opravy DNA nebo sestfih hete-
rogenni nuklearni RNA. Plsobi tak na
vyvoj kmenovych bunék, diferenciaci
a udrzovéni bunék a tkani. Dale se podi-
leji na zachovéani genomové stability, po-
tlacuji transkripci repetitivnich sekvenci
a retrovirové DNA, zabranuji translokaci
transponovatelnych elementd a béhem
zarodecného vyvoje kontroluji expresi
imprintovanych genll. Zmény v epige-
netickych regula¢nich mechanizmech
probihaji béhem procesu starnuti a za
patologickych podminek pfispivaji ke
vzniku rakoviny nebo autoimunitnich
a degenerativnich onemocnéni [4].
Metylace DNA je zprostfedkovdna
DNA metyltransferdzami (DNMTs), které
vyuzivaji jako zdroj metylové skupiny
S-adenosylmethionin. DNMT1 je zod-
povédnd za udrzovaci metylace, kdy
katalyzuje pfipojeni metylové skupiny

k dinukleotidu CpG na hemimetylova-
nych vldknech DNA bé&hem replikace.
DNMT3A a DNMT3B zajistuji metylaci
de novo [5]. Ztrata metyltransferazy
DNMT1, kterd zajistuje dédicné me-
tylacni vzory DNA, je letalni. [6].

Demetylaci DNA fidi transloka¢ni pro-
teiny TET (tet methylcytosine dioxyge-
nase), které katalyzuji konverzi 5-me-
tylcytosinu na 5-hydroxymetylcytosin
a nasledné na cytosin. Mnozstvi hyd-
roxylovanych cytosinl v promotorech
genl koreluje s jejich expresni aktivi-
tou, pficemz pFitomnost metylcytosinu
vede k represi transkripce. Modifikace
DNA metylaci pfimo fyzicky brani tran-
skrip¢nim faktordm nasednout na je-
jich vazebné misto nebo se diky ni na
DNA navazou tzv. proteiny vazajici me-
tylované CpG (methyl-CpG binding pro-
teins — MBP), které méni chromatinovou
strukturu a reguluji tak vazbu dalSich
faktora [7].

Metylace DNA u nadori

U nadorovych bunék se casto vyskytuje
komplexni ztrdta metylace soustfedéna
do hypometylovanych blokd nebo na-
opak hypermetylace urcitych oblasti [8].
Celogenomové sekvenovéni vzorkd nor-
malni a nddorové tkané tlustého streva
prokazalo, ze ztrata metylace DNA neni
ndhodng, ale vétiinou postihuje rozséhlé
oblasti (v fddu megabazi) u mnoha chro-
mozomu [9]. Jednd se predevsim o ja-
derné oblasti spojené s laminem, kde
probiha pozdni replikace. Domény spo-
jené s laminem tvofi asi 40 % genomu
a obsahuji repetitivni sekvence chudé na
geny [10,11]. Pfedpoklada se, Ze hypome-
tylace nepromotorovych sekvenci DNA
a strukturnich &asti, jako je centromera,
zvysuji genomovou nestabilitu [12] a mu-
tace genlU pro metyltransferazy, které
vedou ke ztraté metylace DNA, jsou spo-
jovany se strukturnimi zménami chromo-
zom( [13]. Hypometylace promotorovych
sekvenci je zodpovédnd za nadmérnou
expresi protoonkogend, ristovych fak-
tord a genll zapojenych do regulace pro-
liferace, invazivity a metastazovani na-
dorovych bunék [14], hypometylace
retrotransposon pak podporuje kance-
rogenezi destabilizaci genomu prostied-
nictvim inzer¢nich mutaci a rekombinaci
mezi nealelickymi repeticemi [15].

Nejcastéji sledovanou epigenetic-
kou zménou u nadoru je viak nyni ab-
normalni metylace DNA de novo u stan-
dardné nemetylovanych promotor(
a s tim souvisejici potlaceni transkripce
a ztrata genové exprese [16,17].

Hypermetylace CpG ostruvki

CpG dinukleotidy nejsou v genomu za-
stoupeny c¢asto a vétSinou se soustre-
duji do kratkych oblasti (0,5-4 kb) zna-
mych jako CpG ostrivky. CpG ostrivky
byly béhem evoluce umistény a zacho-
vany v oblastech DNA, které maji funkéni
vyznam. Reguluji chromatinovou struk-
turu, ¢imz ovliviuji vazbu transkripénich
faktort a vysledné i genovou expresi.
U vétsiny genl savc¢iho genomu se CpG
ostrlvky nachdzeji v poc¢atecnich oblas-
tech promotor( a prvniho exonu av nor-
madlnich burikach obvykle nejsou mety-
lovany. Metylace CpG ostravk( vede ke
stabilnimu snizeni exprese téchto gend.

Mapovani metylaci DNA u nédoro-
vych bunék potvrdilo, ze téméf viechny
typy nador( obsahuji stovky gena s ab-
normalni metylaci, pficemz v normal-
nich bunkach neni 5-10 % CpG ostravku
téchto promotorli od embryonainiho
vyvoje nikdy metylovano [3]. Pfekvapivé
jsou hypermetylace promotord u nado-
rovych bunék minimalné stejné tak c¢asté
jako vyskyt mutaci nadorovych supre-
sord. Aberantni metylace promotoru
spojené s jeho uml¢enim predstavuji se-
lektivni vyhodu pro neoplastické buriky
podobné jako mutace. Téméf 50 %
gend, jejichz zdrode¢né mutace vedou
k dédi¢cnym formam rakoviny, pod-
Iéha i hypermetylaci a naslednému po-
tlaceni jejich exprese. Pfikladem je gen
BRCA1 kédujici nadorovy supresor, jehoz
zérodené mutace jsou spojeny se zvy-
$enym rizikem vzniku karcinomu prsu
(breast cancer - BC). U 10-15 % zen s BC,
které nenesly mutaci BRCAT, byla nale-
zena hypermetylace tohoto genu. Pro-
fily genové exprese BC s hypermetylova-
nym i mutovanym BRCAT jsou totozné,
aje tedy zfejmé, Ze i dlisledky obou typl
aberaci BRCAT, tj. mutace i hyperme-
tylace, jsou stejné [18,19].

Predpoklada se, Ze ztrata exprese na-
dorovych supresor(i se fenotypové pro-
jevi jen v ptipadé, Ze jsou inaktivovany
obé alely genu. Nékteré studie v3ak uka-

2542

Klin Onkol 2018; 31 (Suppl 2): 2541-2545




VLIV METYLACE DNA NA VZNIK NADOROVYCH ONEMOCNENI

zaly, Ze jedna z alel genu muze stabilné
nést zdrode¢nou mutaci a druha je inak-
tivovana pravé metylaci[20]. Nicméné se
zda, Ze metylovéana je vzdy jen wild type
alela a nikdy ne alela mutovand [21].

Podobné jako se mutace DNA casto
objevuji u specifickych gent (TP53, KRAS
apod.), které pUsobi jako spoustéce na-
dorového bujeni, jsou zndmy i epigene-
tické zmény, které se u nador( vyskytuji
pomérné ¢asto. Piikladem jsou hyperme-
tylace nadorového supresoru VHL u kar-
cinomu ledvin nebo CDKN2A (kédujici
nadorové supresory INK4A a ARF) u kar-
cinomu plic [22], jicnu [23], Burkittova
lymfomu [24] nebo melanomu [25].

Seznam identifikovanych gen, u kte-
rych dochazi u rdznych typl nadort
ke snizeni exprese v dlsledku hyper-
metylace, se neustdle rozsifuje. Tyto
geny jsou pravdépodobné dulezité pro
vyvoj daného nddoru z podstaty jejich
funkce, ale nepodIléhaji ¢asto muta-
cim. Piikladem je gen MGMT nezbytny
pro genomovou stabilitu, rdstovy re-
gulator CDKN2B nebo supresor prolife-
race RASSF1A [26,27]. Pfedpoklada se,
Ze hlavnim plisobenim metylaci je jejich
nahromadéni do jednotlivych signal-
nich drah, které napomahaji vzniku a vy-
voji rakoviny [28]. Pfikladem jsou geny
pro transkrip¢ni faktory GATA4 a GATA5,
které fidi epitelialni diferenciaci u karci-
nomu tlustého stfeva a které byvaji sou-
bézné hypermetylovany spolu se svymi
cilovymi geny [29]. SoubéZné hyperme-
tylaci podléhaji i geny negativné regu-
lujici signalni drahu WNT a doplnuji tak
vliv fidicich mutaci APC a CTNNB1, které
WNT drahu naopak aktivuji [30]. Sou-
¢innost rlznych hypermetylovanych
genu navic prispiva i k naruseni signaini
drahy p53.

Metylace DNA prispiva ke vzniku
mutaci DNA

Epigenetické zmény casto zvysuji riziko
vzniku mutaci v prabéhu vyvoje nadoru.
Poprvé byl tento jev popsan u genu
MLH1, ktery je ¢asto hypermetylovan
u nadorl s vysokou hladinou nestability
mikrosatelitQ, jako jsou naddory tlustého
stfeva a konecniku [31]. Dalsim genem,
ktery je nezbytny pro opravy DNA a pod-
[éhd hypermetylaci, je MGMT. MGMT
kéduje protein OS-alkylguanine DNA

alkyltransferdzu, ktery opravuje O%-me-
tylguanin vznikajici pfi pGsobeni karci-
nogend zpét na guanin a zabranuje tak
vzniku mutaci (tranzici) G - A. Nadory
s uml¢enymi alelami genu MGMT jsou
pak nachylné k mutacim v klicovych ge-
nech, jako je TP53 nebo KRAS [32].

Metylace cytosinu mUize ovlivnit vznik
a vyvoj nadoru i jinymi mechanizmy, nez
je umlceni genové exprese. Samotna
5-metylace cytosinu je v podstaté muta-
genni, protoze muze vést ke spontanni
deaminaci a nasledné tranzici C - T [33].
Uvadi se, Ze az 50 % inaktivujicich bo-
dovych mutaci nddorového supresoru
TP53 u somatickych bunék vychazi z me-
tylovaného cytosinu [34]. Pfitomnost
metylové skupiny u CpG v kédujici ob-
lasti TP53 zvysuje vyskyt mutaci vyvo-
lanych UV zafenim u nadorud kdze, pro-
toze zvysuje citlivost cytosinu k oblasti
spektra prevladajiciho u slune¢niho za-
feni [35]. Metylované CpG jsou i cilem
tranzi¢nich mutaci C — T vyvolanych
karcinogenem benzo(a)pyren diol epo-
xid, ktery je pfitomen v tabaku [36]. Sku-
te¢nost, Ze kédujici sekvence TP53 obsa-
huje velké mnozstvi metylovanych CpG,
tedy mUze zvysovat pravdépodobnost
vzniku mutaci tohoto genu.

Metylace DNA a polycomb
proteiny

Metylace DNA je spojovana pfedevsim
s potla¢enim genové exprese a pred-
poklada se, Ze jeji hlavni ulohou pfi tu-
morigenezi je inaktivace nadorovych
supresorl. Ackoliv byl tento typ inhi-
bice pozorovdn u nadorovych bunéc-
nych linii [37], je tento pohled ponékud
zjednoduseny. Metylace CpG de novo se
nevyskytuje pouze u nddorovych bunék,
ale v nizké hladiné byly pozorovany
i u normélnich tkani a jejich mnozstvi
se postupné navysuje s vékem [3,38].
Podobné i demetylace typické pro na-
dorové bunky se objevuji u normal-
nich starnoucich hematopoetickych
a epidermdlnich kmenovych bunék
in vivo [39].

Nékolik studii prokdazalo, ze vétsina
gend metylovanych u nadord de novo
je transkripéné neaktivni i u normal-
nich bunék, coz je v souladu s tvrzenim,
Ze vétsina cilovych genl pro metylaci
je oznacena tzv. polycomb komplexem

(polycomb-group proteins — PcGs) [40].
PcGs predstavuji rodinu proteind, které
vyuzivaji epigenetické mechanizmy
k udrZzeni nebo potlaceni exprese ci-
lovych genl. PGvodné byly objeveny
u Drosophila melanogaster, ale jejich
uloha v regulaci vyvojovych gen( byla
prokazana u mnoha Zzivocisnych druhd.
PcGs potlacuji transkripci gend nezbyt-
nych pro tvorbu vyvojovych linii z em-
bryondlnich nebo dospélych kmeno-
vych bunék [41,42]. Exprese téchto genl
je béhem raného embryonalniho vy-
voje potlac¢ena vazbou PcGs, které zpro-
stfedkovavaji metylaci histonu H3 po-
moci histon metyl transferdzy (EZH2),
a dochézi k lokalni tvorbé fakultativniho
heterochromatinu. To je relativné plas-
ticka struktura, kterd maze byt jedno-
duse zrusena uvolnénim PcGs a dochazi
k obnové transkripce [43]. Tato regu-
lace bez pfitomnosti abnormalni me-
tylace DNA promotor( byla pozorovana
u mnoha typd nador(. Pfedpoklada se,
ze molekuldrni vyvoj béhem tumorige-
neze zacina abnormalni expanzi dospé-
lych kmenovych bunék a progenitord,
kde u CpG ostrlvkl v ramci promotor
dochézi k nahrazovani flexibilniho uml-
¢eni genl pomoci PcGs mnohem sta-
bilnéjsi regulaci spojenou s metylaci
DNA, kterd je zprostifedkovana de novo
metylazami DNMT3A a 3B [44,45]. Je
ziejmé, ze spiSe nez potlaceni aktivnich
genll postihuje metylace jiz umlcené
geny a hlavni dlohou je zabranéni jejich
reaktivace [46].

Protoze vétsina CpG, které podléhaji
zménam de novo, je standardné ozna-
¢ena PcGs, jsou vysledné metylaéni
vzory u viech tkani podobné, acko-
liv se intenzita metylaci liS$i mezi jed-
notlivymi nadory, napf. je vysokd u na-
dor( stiev nebo naopak nizka u nadort
mozku [47]. V principu zde tedy musi
existovat dalsi kontrolni mechanizmy,
které fidi metylace de novo a pravdépo-
dobné vychazeji z vyvojové historie jed-
notlivych bunécnych typd. Napfiklad
lokalni zanéty zvysuji pravdépodob-
nost nadorové transformace a metylace
DNA je do téchto procesl také zapo-
jena [48,49]. Podobné pusobi i oxida¢ni
stres, ktery ptimo ovliviiuje vazbu DNA
metyltransferdz na cilové geny oznacené
PcGs [50].
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Co bylo dfive, mutace,

nebo metylace?

Podle Klutsteina et al Ize na soucasné
znalosti o metylacich DNA u nador( na-
hlizet ze dvou stran [51]. Bud mohou
1. normalni bunky podlehnout nado-
rové transformaci v dlsledku genetické
mutace a nasledna metylace a deme-
tylace DNA vede k celkové programové
zméné genové exprese, nebo se 2. sub-
populace bunék, u kterych doslo ke
zménam v metylaci DNA, napf. v dd-
sledku starnuti, stava nachylnéjsi k on-
kogenni transformaci [49]. Podle dru-
hého modelu je pfitomnost abnormalni
metylace u nadoru dasledkem vybéru
primarni buriky s charakteristickym me-
tylacnim fenotypem, ze které nador
vznikl. Pokud je tento fenotyp jednou
ustanoven, pfrendsi se na dcefiné bunky
podobné jako mutace. Velké mnozstvi
dikazl napovida, Zze metylace DNA sou-
visejici s nadory nebo starnutim pochazi
z malé populace bunék. Jako ptiklad
uvadi Klutstein et al vyvoj nador( tlus-
tého streva [51]. Stfevni epitel se neu-
stale obnovuje diky kmenovym bui-
kam umisténym ve stfevnich kryptach.
Kmenové bunky produkuji proliferu-
jici bunky, které v urc¢itém bodé podlé-
haji diferenciaci a vytvareji novy stfevni
epitel. Vétsina genll podilejicich se na
tomto kroku je fizena vazbou PcGs.
Béhem vyvoje jsou tyto geny vazbou
PcGs umlceny a k jejich reaktivaci do-
chazi az po jejich uvolnéni. Nasledné se
zacinaji produkovat transkrip¢ni faktory,
které vedou k diferenciaci bunék. Béhem
starnuti podléhd subpopulace kmeno-
vych bunék metylacim de novo na cilo-
vych CpG ostrlivcich a vznikaji malé ob-
lasti tkané s aberantnim metyla¢nim
profilem. Tato modifikace vede k tvorbé
konstitutivniho heterochromatinu, ktery
nelze jednoduse zménit. Takové kme-
nové burky mohou sice odstranit z ci-
lovych diferencia¢nich gen(i PcGs, ale
k reaktivaci jejich transkripce nedo-
chazi. Buriky se nepreménuji na epite-
lidIni a zGstavaji v proliferativnim stavu.
Tim vznikaji pfiznivé podminky pro ma-
ligni transformaci, at uz v disledku ge-
netické predispozice, nebo spontanni
mutace. Tuto teorii podporuji zjisténi,
Ze cilova mista jsou jiz ¢aste¢né metylo-
vana u normalnich bunék a silné modifi-

kovana u ranych prekanceréznich stadii,
tzv. polypu [47]. BEhem obnovy stiev-
niho epitelu z kmenovych bunék umis-
ténych v kryptach dochazi k rychlym
a ¢astym pfeménam. Proto je metylacni
vzorec u normalnich stfevnich bunék
stejny jako u pfislusnych kmenovych
bunék. Metylace DNA u bunék jedné
stievni krypty se zdaji byt uniformni,
mezi jednotlivymi kryptami se v3ak lisi.
Predpoklada se, ze jednotlivé CpG os-
trivky podléhaji abnormalni metylaci
de novo zcela individudlné, nékteré jsou
silné modifikovany, jiné zcela nemetylo-
vany, ale u jinych tkadni tomu mize byt
naopak. To naznacuje, Ze v kazdé tkani
jsou pfitomny bunky s nizkou hladinou
metylace de novo a jiné buriky maji me-
tylaci CpG ostrlivk( vysokou. A pravdé-
podobné jsou to pravé tyto buriky, které
nasledné podléhaji transformaci a ziska-
vaji selekéni vyhodu. Podle této teorie
metylace de novo existuji jiz u subpopu-
lace normélnich bunék jesté pred jejich
transformaci podminénou genetickou
mutaci [51].

Malignity krvetvorby jsou dalsim pfi-
kladem, jak zmény v metylaci DNA pfispi-
vaji k vyvoji nadord. Myelodysplasticky
syndrom nebo akutni myeloidni leuke-
mie jsou onemocnéni vyznacujici se po-
ruchou diferenciace krevnich bunék, je-
jichz riziko stoupd s vékem pacientd.
Nékolik studii popisuje, Ze béhem star-
nuti jak u mysi, tak i u ¢lovéka se zvysuje
pocet hematopoetickych kmenovych
bunék, jejichz schopnost diferenciace
do lymfocytt je snizena a prevladd mye-
loidni fenotyp. Bisulfitové studie ce-
Iého genomu prokazaly, Ze tento pro-
ces je spojen se specifickymi metylacemi
de novo a demetylacemi standardné pfi-
tomnymi u nadorU a je pravdépodobné,
Ze tyto zmény pfispivajici k obnové kme-
novych bunék a ztraté diferenciace jsou
vysledkem pfirozeného starnuti bez pfi-
tomnosti genové mutace.

Zaveér

V uplynulych letech doslo ke zna¢nému
pokroku v problematice nddorové epi-
genetiky. Velka c¢ast vyzkumu byla vé-
novana charakteristice epigenomu nor-
malnich a nadorovych bunék s cilem
definovat pfesny bunéény plvod na-
doru a vyuziti epigenetiky ke zlep3eni

klasifikace jednotlivych podskupin na-
dorl. Nyni se pozornost obraci k ob-
jasnéni funkci jednotlivych epigene-
tickych modifikaci. V posledni dobé se
pojmy genetika a epigenetika k sobé
pfiblizuji a ustupuje boj o to, kterd ze
zmén DNA je pro iniciaci a progresi na-
dora dilezitéjsi. Naopak je ziejmé, ze
mutace a epigenetické zmény DNA vza-
jemné ,spolupracuji” na vzniku a vyvoji
tohoto onemocnéni. Oteviraji se dalsi
moznosti pro hledani biomarkerd a no-
vych preventivnich a terapeutickych
strategii. Cilem pfistich let tedy bude
zavedeni DNA metyla¢nich marker( do
klinické diagnostiky a vyuziti identifi-
kovanych epigenetickych terapeutic-
kych cilt pro 1é¢bu nejen nadorovych
onemocnéni.
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PREHLED

Uloha proteinu HSP70 v nadorech
a jeho vyuziti jako terapeuticky cil

The Role of HSP70 in Cancer and its Exploitation as a Therapeutic Target

Martinkova V., Trcka F,, Vojtések B., Miller P.

Regionalni centrum aplikované molekularni onkologie, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno

Souhrn

Vychodiska: Vysoky proliferacni potencial a geneticka nestabilita nadorovych bunék je spojena
se zvysenou produkci mutovanych a konformacné nestabilnich proteind. Nadmérna proteo-
syntéza spolu se zvysenym metabolickym obratem vytvareji stresové podminky, které musi
nadorova bunka trvale kompenzovat. Nadorové burky se tak stavaji zavislé na udrzovani pro-
teinové homeostéazy zahrnujici kontrolu kvality proteind, jejich skladani, transport a stabilizaci.
Tyto funkce jsou zajistovany molekularnimi chaperony, které jsou u nador( reprezentovany
predevsim stresovymi proteiny HSP70 a HSP90. Jejich exprese a aktivita je vyznamné zvysena
ve vsech malignich nadorech, kde spolu s dalsimi proteiny nazyvanymi kochaperony vytvafi
multiproteinové komplexy. Aktivita HSP70 a HSP90 je nezbytna pro udrzeni maligniho fenotypu
tim, Ze se podili na stabilizaci ¢etnych onkoproteind, podporuje proliferaci a inhibuje apoptozu.
V tomto ohledu predstavuji proteiny teplotniho Soku dulezity cil vyuZitelny v protinddorové
terapii, nebot jejich inhibice umoznuje soubéznou inaktivaci fady signalnich drah dllezitych
pro preziti nadorové bunky. Ackoli bylo v uplynulém desetileti vyvinuto nékolik specifickych
inhibitort HSP90, jejich protinadorova aktivita je znacné limitovana vzhledem k indukci pro-
teinl HSP70, které umoznuji bunkdm prezit. Vyvoj inhibitor(i HSP70 predstavuje novou vyzvu
v terapii cilené na inhibici proteostatickych mechanizmu nadorovych bunék. Cil: Cilem tohoto
¢lanku je shrnout informace o strukture HSP70 a jeho roli pfi udrzovani proteinové homeostazy
v normélnich a naddorovych burkéch. Clanek popisuje mechanizmy inhibice HSP70 pomoci niz-
komolekuldrnich slouc¢enin a jejich potencialni aplikace v cilené protinadorové terapii.

Klicova slova
HSP70 - stresové proteiny — molekuldrni chaperony - bunéc¢ny stres — nddory — sklddani proteinu

Summary

Background: Sustained proliferation and genetic instability of cancer cells are associated with
enhanced production of mutated and conformationally unstable proteins. Excessive proteo-
synthesis along with increased metabolic turnover generates stress conditions that cancer cells
must permanently compensate for. Tumor cells thus become dependent on the maintenance
of protein homeostasis, which involves protein quality control, folding, transport and stabili-
zation. These tasks are provided by molecular chaperones, predominantly the stress proteins
HSP70 and HSP90. Their expression and activity is increased in all malignant tumors, where they
associate with their cochaperones to form large multiprotein complexes. HSP70 and HSP90
maintain the malignant phenotype because they facilitate the folding of numerous oncoge-
nic proteins, maintain proliferative potential, and inhibit apoptosis. In this regard, heat-shock
proteins represent an important target for cancer therapy because their inactivation results in
the simultaneous blockade of multiple signaling pathways. Although several specific HSP90
inhibitors have been developed in the past decade, their antitumor activity as single agents is
limited due to the induction of HSP70, which enables cell survival. Inhibitors of HSP70 thus pre-
sent new possibilities for targeting proteostatic mechanisms in cancer cells. Aim: The aim of this
article is to summarize information on the structure of HSP70 and its role in maintaining protein
homeostasis in normal and cancer cells. The mechanisms of HSP70 inhibition by low-molecular
weight compounds and their application in targeted antitumor therapy are also described.

Key words
HSP70 - stress proteins — molecular chaperons - cellular stress — tumours — protein folding
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ULOHA PROTEINU HSP70 V NADORECH A JEHO VYUZITI JAKO TERAPEUTICKY CIL

Uvod

Genetické zmény a vysoky prolifera¢ni
potencial vedou u nadorovych bunék ke
zvy$ené proteosyntéze a nadprodukci
konformacné nestabilnich protein(. Pro
nadorové bunky je proto nezbytné ak-
tivovat mechanizmy udrzujici proteino-
vou homeostézu. Mezi zdkladni mecha-
nizmy kontrolujici kvalitu a mnozstvi
proteinu v bunce patfi ubiquitin-pro-
teazomovy systém, autofagie a moleku-
larni chaperony. Zatimco prvni dva jme-
nované mechanizmy slouZi k degradaci
protein(i, molekularni chaperony umoz-
nuji skladani a stabilizaci fady mutova-
nych proonkogennich proteinl nezbyt-
nych pro proliferaci nadorovych bunék.
V pribéhu maligni transformace se tak
nadorova burka stava zavisla na zvysené

aktivité molekularnich chaperonl. Mezi
nejcastéji zastoupené chaperony patfi
stresové proteiny teplotniho Soku (heat-
-shock proteins — HSPs) reprezentované
nékolika proteinovymi rodinami rozdé-
lenymi podle molekulové hmotnosti.
HSP70 tvofi rodinu sekven¢né kon-
zervovanych molekularnich chaperonl
s molekulovou hmotnosti 70 kDa [1].
V lidském genomu je tato rodina repre-
zentovana minimalné 13 rliznymi geny
kédujicimi strukturné a funkéné po-
dobné proteiny, které dohromady tvofi
az 2 % bunécného proteomu [2]. Mezi
nejduilezitéjsi konstitutivné exprimo-
vané izoformy patii HSPA8 v cytosolu
a jadre, HSPAS5 v endoplazmatickém reti-
kulu a HSPA9 v mitochondriich. Exprese
indukovand stresem je pak charakteris-

ticka pro HSPA1A a HSPA1B lokalizované
v cytoplazmé i jadfe [1]. Za fyziologic-
kych podminek napomaha HSP70 nové
vznikajicim proteinlm ziskat nativni
konformaci. Dale je zapojen do vnitro-
bunécného transportu protein(, degra-
daci poskozenych proteint a asistuje pfi
opétovném skladani chybné slozenych
proteind. Uloha HSP70 je nezastupitelna
pfi stresovych podminkach (hypoxie,
teplotni sok, UV zéfeni apod.), které zpa-
sobuji poskozeni konformace proteint
¢i jejich agregaci. HSP70 nésledné roz-
poznava hydrofobni aminokyseliny po-
skozeného proteinu, na které se navaze,
zabrani jeho agregaci a s vyuzitim ener-
gie z hydrolyzy adenozintrifosfatu (ade-
nosine triphosphate — ATP) umoziuje
denaturovanym proteindm ziskdvat na-

Tab. 1. Lidské proteiny patfici do rodiny HSP70.
. UniProt s Lo . PoF et . Exprese . Nazev Genové
Protein Alternativni nazvy Bunécna lokalizace amino- indukovana
ID . genu ID
kyselin stresem
HSPA1A PoDMvg 1P70-1,Hsp72, HspAl,  cytosol, jadro, bunécna 641 ano HSPATA 3303
Hsp70-1A, Hsp70i membrana, exozomy
HSPA1B  PODMV9 Hsp70-2, Hsp70-1B cytosol, jddro, exozomy 641 ano HSPA1B 3304
Hsp70-1L, Hsp70-hom, .

HSPA1L P34931 Hsp70-1t, Hum70t cytosol, jadro 641 ne HSPATL 3305
HSPA2 P54652 Heat—.shock 70kD pro- cytosoI,Jfa\dro, bunécnd 639 ne HSPA2 3306

tein 2, Hsp70.2 membrana, exozomy
HSPAS P11021 Hsp70-5, !3|P, Grp78, endoplazmatické retiku- 654 ne HSPAS 3309

Mif-2 lum, exozomy
HSPA6 P17066 Hsp70-6, Hsp70B’ cytosol, exozomy 643 ano HSPA6 3310
HSPA7  P48741 Hsp70-7, Hsp70B krevni mikrocastice, 367 ano HSPA7 3311
exozomy
i cytosol, jadro,
HsPAS  P11142  1SP7O8 HSCTOHsc7l, o eeng membréna, 646 ne HSPA8 3312
Hsp71, Hsp73
exozomy
Hsp70-9, Grp75,
HspA9B, MOT, MOT2, . .
HSPA9 P38646 PBP74, mot-2, mtHsp70, mitochondrie, jadro 679 ne HSPA9 3313
mortalin
Hsp70-12A, FLJ13874,
HSPA12A 043301 KIAAO417 exozomy 675 ne HSPA12A 259217
Hsp70-12B, R .

HSPA12B  B7ZLP2 RP23-32L15.1, e”d°te"a"|‘;f:12ky' krevni= — gg5 ne HSPA12B 116835

2700081NO6Rik P
HSPAT3  P48723 Hsp70-13, Stch endoplazmatické retiku- 471 ne HSPAT3 6782

lum, exozomy, mikrozomy
HSPA14  QOVDF9 Hsp70-14, Hsp70L1 cytosol, membrédna 509 ano HSPA14 51182
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linker
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Obr. 1. Struktura HSP70.

Cervené jsou oznaceny a-helixy, Zluté struktury B-skladaného listu, zelené nestrukturované oblasti a modfe peptidovy substrét, nukleo-
tid a hotecnaty kationt. a) Na obrazku je znazornéna cela krystalova struktura HSP70 (PDB: 2KHO). Protein se sklada ze SBD a NBD, které
navzéjem spojuje linker. b) Detailni pohled na strukturu substrat vazebné domény nalevo (PDB: 1DKZ) a nukleotid vazebné domény na-
pravo (PDB: 4B9Q). c) Schematické zobrazeni vyraznych strukturnich zmén v HSP70 po hydrolyze ATP. Nejvyraznéjsi zmény mlizeme na

prvni pohled pozorovat u SBD (PDB: 4JNE, 2KHO).
SBD - substrat vazebna doména, NBD - nukleotid vazebna doména, ATP — adenozintrifosfat, ADP — adenozindifosfat

tivni konformaci. Diky témto funkcim
je HSP70 zapojen do udrzeni protei-
nové homeostazy béhem fyziologickych
i stresovych podminek. Tuto rozsdhlou
$kélu funkci vdak HSP70 nezastava sa-
mostatné. Proteiny, které se pfi téchto
procesech s molekuldrnimi chaperony
asociuji a napomahaji jejich funkci, jsou
oznacovany jako kochaperony [3,4].

V tomto ¢lanku je skupina proteind,
které patfi mezi HSPs 70, oznacovana
souhrnné jako HSP70 a pokud bylo
v textu potieba uvést konkrétni izo-
formu, je oznacena podle oficialniho
nazvu genu (tab. 1).

Struktura a ATPazovy cyklus
HSP70

Protein HSP70 je tvofen N-koncovou
nukleotid vazebnou doménou (nuk-
leotide-binding domain - NBD), 44 kDa
a C-koncovou substrat vazebnou domé-
nou (substrate-binding domain — SBD),

28 kDa (obr. 1a). NBD je déle ¢lenéna na
subdomény IA/B a IIA/B, jejichz pros-
torové usporadani vytvaii kavitu pro
vazbu ATP/adenozindifosfat (adenosine
diphosphate ADP) v koordinaci s vaz-
bou hofe¢natého a draselného kationtu
(obr. 1b) [5,6]. SBD se sklada ze dvou sub-
domén. Vlastni vazebné misto pro sub-
strat je utvareno v subdoméné se struk-
turou B-sklddaného listu. Subdoména
SBD tvorena soustavou a-helixh ma
pak funkci ,vika“, které stabilizuje vazbu
substratu (obr. 1b). NBD a SBD domény
jsou spojeny kratkou, vysoce konzervo-
vanou hydrofobni sekvenci - linkerem
(obr. 1a), ktery hraje vyznamnou roli pfi
regulaci alosterickych strukturnich zmén
v molekule HSP70 vyvolanych vazbou
ATP [7].

V neptitomnosti ATP se NBD a SBD do-
mény HSP70 chovaji jako nezévislé a SBD
doména vykazuje vysokou afinitu k sub-
stratu — vznika tzv. uzaviena konformace

SBD (obr. 1c¢) [4]. Vazba ATP do NBD vede
k ¢astecnému splynuti (,docking”) NBD
a SBD domén regulovanému linkero-
vou sekvenci. Tim dochézi ke snizeni afi-
nity substratu k SBD, kterd se tak nachazi
v tzv. oteviené konformaci. Hydrolyza
ATP na ADP uvadi molekulu HSP70 opét
do stavu s ,uzavienou konformaci” SBD.
PrGchod proteinu HSP70 ATPazovym
cyklem je usnadnovéan jeho interakci
s proteiny HSP40, které se vazi na roz-
hrani NBD-SBD domén HSP70 v ATP-va-
zaném stavu, a spolu se substratem, ktery
transportuji do SBD, katalyzuji hydrolyzu
ATP a vznik ,uzaviené konformace” SBD
s navdzanym substratem (obr. 2). Spon-
tanni uvolnéni ADP z NBD je pomaly
proces, ktery vyrazné urychluji proteiny
s funkci NEF (nucleotide-exchange fac-
tor). Vyména ADP za ATP vede ke vzniku
,oteviené konformace” SBD a uvolnéni
substratu, ¢imz se HSP70 navraci na za-
catek ATPazového cyklu [8,9]. Typickymi

2548

Klin Onkol 2018; 31 (Suppl 2): 2546-2554




ULOHA PROTEINU HSP70V NADORECH A JEHO VYUZITI JAKO TERAPEUTICKY CiL

-

/

Obr. 2. ATPazovy cyklus HSP70.

1 - klientsky protein je dopraven kochaperonem do SBD HSP70, 2 - vazba HSP40 zp(isobi rozsdhlé konformacni zmény, které zpUsobi
hydrolyzu ATP a uzavieni klientského proteinu v SBD, 3 — konformacénimi zménami dojde k odhaleni vazebného mista pro NEF, 4 — vazbou
NEF je umoznéna vyména ADP za ATP, 5 — navazani ATP zpUsobi konformacni zmény vedouci k uvolnéni slozeného klientského proteinu.

SBD - substrat vazebnd doména, ATP - adenozintrifosfat, NEF — nukleotid vyménny faktor, ADP — adenozindifosfat

substraty HSP70 jsou kratké hydrofobni
peptidové motivy obklopené pozitivné
nabitymi aminokyselinami, které jsou po
denaturaci proteinli exponovany na je-
jich povrchu [10].

Regulace exprese HSP70

PfestoZe jsou proteiny HSP70 silné ex-
primovany ve viech bunécnych typech,
je jejich exprese vyznamné zvysovana
plGsobenim bunééného stresu. Zvyseni
genové exprese HSP70 a dalSich stre-
sovych proteinu je centralnim protektiv-
nim mechanizmem kompenzujicim pU-
sobeni proteotoxického stresu u viech
eukaryotickych organizmd. Klicovou roli
v regulaci genové exprese hraje evo-
lu¢né konzervovany transkrip¢ni fak-
tor HSF1 (heat-shock factor) [11]. Tento
transkrip¢ni program je oznacovan jako

odpovéd na tepelny sok (heat-shock re-
sponse — HSR). Aktivita HSF1 vede ke
zvySené expresi nékterych molekular-
nich chaperon(, kochaperon( i dalsich
protein(, které obsahuji ve svych pro-
motorech tzv. elementy tepelného Soku
(heat-shock elementy — HSE). Jedna se
o kratké sekvenéni motivy DNA, na které
se vaze HSF1 [12]. Aktivita HSF1 je fizena
jeho lokalizaci a trimerizaci. HSF1 je v ne-
stresovanych bunkach pfitomen v cyto-
plazmé jako monomer. Stresové pod-
minky vyvolavaji trimerizaci HSF1 a jeho
presun do jadra, kde spousti expresi da-
nych gen(. Aktivita HSF1 je fizena zpét-
nou vazbou - spusténim exprese HSE-
-regulovanych genl nastane rovnéz
zvyseni hladiny HSP90 a HSP70, jejichz
pfitomnost negativné ovliviiuje aktivaci
HSF1 [13].

Uloha HSP70 v patologii nadort

HSPA1A a HSPA1B patii mezi inducibilni
izoformy HSP70, jejichz exprese je vy-
znamné zvysena u vsech nadort [14]. Ze
souhrnnych Udaja o téchto inducibilnich
izoformach vyplyva, Ze tyto chaperony
mohou hrat kauzalni roli pti zahajeni
maligni transformace. Konkrétné bylo
zjisténo, ze zvySena exprese HSPA1A
podporuje tumorigenicitu u bunék my-
siho fibrosarkomu a navozuje u nich re-
zistenci vUci cytotoxickému pUsobeni
imunitnich bunék [15]. Zvyseni exprese
inducibilni izoformy HSP70 podporuje
tvorbu T buné¢ného lymfomu u trans-
gennich mysi. U imortalizovanych fib-
roblastd Rat-1 bylo prokazano, ze nad-
mérnd exprese HSPA1A zpUsobuje ztratu
kontaktni inhibice a vyvolava vznik na-
dor( pfi implantaci do mysi. Naopak sni-

Klin Onkol 2018; 31 (Suppl 2): 2546-2554

2549




ULOHA PROTEINU HSP70V NADORECH A JEHO VYUZITI JAKO TERAPEUTICKY CiL

4 N
K///rr» (J(/ P ))//rf r)
L 4 4 J
cytoplazma
\ HSF1
- - trimerizace
d) stabilizace substrata HSF1
a) stabilizace lysozomalnich Hspgo =
membran / HER2 HSF1 ‘iif
- = AKT [ “
- l Hsp90
\ CDK4
autofagie €= ] —
—
ik || Rras \ B
Vi L
s 70
| v ‘
L e
b) inhibice apoptézy c) inhibice senescence ‘
\ jadro
- J

Obr. 3. Pfiklady proonkogenniho ptisobeni HSP70.
Nadorové bunky jsou neustale vystavovany stresu (hypoxie, zanét, zména pH apod.), ktery aktivuje transkrip¢ni faktor HSF1 zodpovédny
za zvy$enou expresi HSP70. Zvysené mnozstvi proteinu HSP70 podporuje nadorovou transformaci na nékolika urovnich. a) Stabilizuje
membrany lysozom, ¢imz podporuje autofagii. b) Nékolika zpUsoby inhibuje vnéjsii vnitini drahu apoptdzy. Zabranuje translokaci BAX
do mitochondrii, interakci s APAF1 inhibuje vznik apoptozomu, zabranuje kondenzaci chromatinu fizenou AIF-1 a inhibuje i déje fizené
nékterymi kindzami. c) Blokuje senescenci zavislou i nezavislou na proteinu p53. d) Spolu s HSP90 se podili na maturaci fady onkogen-

nich protein(i v¢. HER2, CDK4 a AKT.

zeni exprese tohoto genu vede u téchto
bunék ke ztrdté tumorigennich vlast-
nosti. Proonkogenni pasobeni induci-
bilni HSP70 se uplatriuje rovnéz v pato-
genezi nddorl prsu (breast cancer — BC).
Bylo ukdzano, zezvyseniexprese HSPATA
je nezbytné pro maligni transformaci vy-
volanou onkogenem HER2. Zvy3ena ex-
prese HSPATA je charakteristicka pro
vétsinu malignich nadord, u nichz ko-
reluje s mirou dediferenciace (grade)
a horsi prognézou [16]. Nadorové bunky
pottebuji HSPATA napf¥. k inhibici apo-
ptdzy a senescence, ale i k posileni auto-
fagie (obr. 3) [17]. HSPA1A potlacuje apo-
ptdézu inhibici jeji vnitini i vnéjsi drahy.
U vnitini drahy je HSP70 vazén na BAX

(¢len proapoptotické rodiny BCL-2), ¢imz
zabranuje jeho translokaci do mitochon-
drii [18]. DalSim mechanizmem, kterym
HSPA1A zabranuje spusténi apoptézy,
je inhibice proapoptotického proteinu
APAF1 (apoptotic protease activating
factor 1). HSPA1A se vaze na APAF1 a za-
branuje tak jeho oligomerizaci, kterd je
nutnd pro tvorbu apoptozomu a aktivaci
kaspazy 9 [19]. HSP70 rovnéz inhibuje
aktivaci vnéjsi apoptotické drahy vaz-
bou k receptortim smrti. HSPA1A blokuje
signalizaci zprostftedkovanou apoptd-
zou indukujici ligand patfici do skupiny
tumor nekrotizujiciho faktoru (tumor
necrosis factor-related apoptosis-induc-
ing ligand — TRAIL) tim, Ze tvofi kom-

plex s receptory DR4 a DR5 a znemoz-
fuje tak tvorbu DISC (death-inducing
signaling complex) u Ber-Abl pozitivnich
bunék [20]. Programovanou bunécnou
smrt zavislou na kaspazach ovliviuje
HSPATA interakci s apoptézou induku-
jicim faktorem (AIF), ¢imz blokuje kon-
denzaci chromatinu fizenou AIF [21].
HSPA1A dale inhibuje i kaskadu déju fi-
zenou mitogenem aktivovanymi pro-
teinkindzami (mitogen-activated pro-
tein — MAP), v¢. napt. c-Jun [22]. Kromé
inhibi¢niho vlivu HSP70 na apoptézu
byl dokumentovan i jeho vliv na sene-
scenci nadorovych bunék. Bylo proka-
zano, ze vysoka exprese inducibilnich
izoforem HSP70 je nutnd pro zabranéni
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senescence v nadorovych burikach. Sni-
Zeni exprese HSPATA pomoci siRNA vedlo
k navozeni senescence doprovazené ak-
tivaci nddorového supresorového pro-
teinu p53 a zvySenou expresi proteinu
p21 [23]. Snizeni exprese HSPA1A v na-
dorovych burkach mlze rovnéz induko-
vat senescenci nezavislou na p53, a to diky
schopnosti HSPA1A ovlivihovat signalizaci
zprostfedkovanou onkogennimi kindzami
PI3K, RAS a ERK [24]. Obdobné zavéry vy-
plyvajiiz praci, které ukdzaly, Ze inducibilni
izoformy HSP70 jsou nezbytné pro nado-
rovou transformaci zprostiedkovanou on-
koproteinem HER2/neu a snizeni jejich ex-
prese vede k navozeni senescence [25].

Zvysena exprese HSPATA koreluje se
zvysenou proliferaci nddoru, s klinickym
stadiem a Spatnou progndzou pacientu
s nemalobunécnym karcinomem plic
(non-small cell lung cancer - NSCLC) [26],
BC, endometria [27], kolorektaInim karci-
nomem [28], hepatoceluldrnim karcino-
mem [29] a karcinomem prostaty [30].
U pacientd s akutni myeloidni leuke-
mii s charakteristickou expresi Bcr-Abl je
zvysena exprese HSPA1A spojovana s re-
zistenci k imatinibu [31,32].

Plazmatickd membrana nadorovych
bunék ¢asto obsahuje zvy$ené mnoz-
stvi HSPA1A [33]. Nadory s vysokym ob-
sahem membranového HSPA1A jsou
obecné vysoce rezistentni k chemote-
rapii a to ¢asto kvdli inhibici signalnich
drah JNK, ERK a NF-kB [34]. U metastaz
je hustota membranového HSPA1A vy3si
v porovnani s primarnim tumorem, coz
naznacuje schopnost membrénového
HSPA1A usnadnit proces metastazovani.
V souladu s témito poznatky byla vyssi
hustota membranového HSPATA spo-
jena s nepfiznivou progndzou a snize-
nym celkovym prezitim pacientl s rek-
télnim karcinomem a spinoceluldrnim
karcinomem plic [35,36].

Kromé cytoprotektivnich ucinkd se
zménénd exprese nebo funkce HSPATA
podili také na vyvoji dalSich onemoc-
néni, ktera jsou spojena s defekty v kon-
formaci ¢i skladani proteind. Mezi tato
onemocnéni patfi napf. Parkinsonova
a Alzheimerova choroba [4].

Inhibice HSP70
V soucasnosti jsou neustéle vyvijeny
nové strategie pro Uspésnou lé¢bu ma-

lignich onemocnéni. Zakladnim koncep-
tem Uspésné chemoterapie je narudeni
procesu, ktery je pro nadorovou buriku
klicovy. Podobné jako genotoxické latky
vyuzivaji u nddorl zvyseny metaboliz-
mus nukleovych kyselin, mGzeme zvyse-
nou proteosyntézu a pfitomnost nesta-
bilnich proteinG v nadorovych burikach
vyuzit k cilené protinddorové lécbé. Do-
savadni vyvoj protinddorové terapie za-
lozené na naruseni proteinové homeo-
stazy se soustiedil zejména na vyvoj
nizkomolekularnich latek inhibujicich
proteazom a stresovy protein HSP90.
Ackoli bylo v uplynulém desetileti vy-
vinuto nékolik specifickych inhibitor(
HSP90, jejich protinddorova aktivita je
znacné limitovana kvli indukci protein(
HSP70, které zabranuji navozenibunéc¢né
smrti a umoznuji burkam prezit. Syntéza
selektivnich inhibitord HSP70 tak pred-
stavuje novou vyzvu v terapii cilené na
inhibici proteostatickych mechanizmu
nadorovych bunék [37-39].

Vhodnym mechanizmem ucinku inhi-
bitor( HSP70 je jejich vazba do substrat
a nukleotid vazebné domény a také na-
ruseni protein-proteinovych interakci
mezi HSP70 a jeho kochaperony [40].
Doposud bylo nalezeno nékolik inhibi-
tord, u nichz byla potvrzena jejich vazba
do struktury HSP70 (tab. 2). Mira aktivity
inhibitory a sila vazby latek k HSP70 byla
charakterizovana pomoci inhibi¢ni kon-
stanty IC, (koncentrace inhibitoru, pfi
které dojde ke snizeni odpovédina 50 %),
stfredni efektivni koncentrace EC,, (kon-
centrace latky, pfi které nastane snizeni
definované odpovédi na polovinu) nebo
disocia¢ni konstanty Kd (sila vazby mezi
inhibitorem a HSP70) (tab. 2).

MKT-077 a jeho derivaty

Jednim z prvnich nalezenych inhibi-
torG HSP70 je kladné nabité rhodacyani-
nové barvivo MKT-077, které se vaze po-
bliz vazebného mista pro ATP v nukleotid
vazebné doméné mitochondridlniho
HSPA9. Za selektivitu MKT-077 je zod-
povédnd i jeho kationtova povaha, diky
¢emuz je akumulovan protonovym gra-
dientem v mitochondriich rychle se dé-
licich nadorovych bunék [41,54]. Pozdéji
byla také pomoci spektroskopie nukledrni
magnetické rezonance potvrzena vazba
mezi MKT-077 a HSPAS. Inhibitor je zde

vazan do negativné nabité kapsy v bliz-
kosti nukleotid vazebného mista. Diky
jeho selektivni vazbé pouze do ADP stavu
HSPA8 zacal byt MKT-077 klasifikovan jako
alostericky inhibitor [54]. Jeho protinddo-
rovy efekt byl pozorovan napf. u inhibice
proliferace nddorovych buné¢nych linif
prsu, stfeva a mocového méchyfe (IC, ~
1-5 pm) a zéroven nebyla pozorovana to-
xicita u zdravych bunék ledvin [41]. In-
hibitor MKT-077 postoupil do faze | kli-
nickych testl, v niz byly pacientim
aplikovany kazdodenné infuze o davce
30-50mg/m? po dobu 3 tydnd. U fady
pacientl vsak byla pozorovana rendlni to-
xicita a zaroven bylo zjisténo, ze dochazi
k rychlé metabolizaci MKT-077, ¢imz ne-
mohlo byt v séru dosazeno pozadované
terapeutické hladiny [55].

Nestabilita MKT-077 je zpUsobena
predevsim oxidaci benzothiazolového
a pyridinového kruhu. Lepsi stability za
soucasného udrzeni dobré antiprolife-
racni aktivity bylo dosaZeno systematic-
kymi susbstitucemi, pficemz nejlepsi vy-
sledky vykazovala latka se zaménénym
pyridinovym kruhem za thiazolovy he-
terocyklus se soucasnymi substitucemi
malych molekul (na benzothiazolovém
a thiazolovém kruhu). Aplikaci vzniklé
latky JG-98 na buriky prsniho adenokar-
cinomu MDA-MB-231 byly zjistény
EC,, = 0,4 um a > 7x lepsi mikrozomalni
stabilita — 37 min. Pozdéji byl JG-98 iden-
tifikovan jako alostericky inhibitor inter-
akce HSP70/BAG3 [42,56].

Novolactone

Haasan et al hledali drdhy a konkrétni
geny, které ovliviiuje pfirodni latka no-
volactone prostfednictvim screeningu
prezivani heterozygotickych a homozy-
gotikych dele¢nich mutantl kvasinek vy-
stavenych této latce. P¥i blizsim zkoumani
biochemickych vlastnosti kvasinkového
i lidského HSP70 po jejich ovlivnéni no-
volactonem bylo objeveno, Ze se jedna
o alostericky inhibitor, ktery se kovalentné
vaze na Glu444 v SBD HSPA1A. Studium
chovéni HSPA1A inhibovaného novolac-
tonem pfineslo nové poznatky o aloste-
rické komunikaci NBD a SBD domén [43].
Zminény inhibitor je proto uzite¢nym na-
strojem pro pochopeni fungovani chape-
ronU in vitro i in vivo a v neposledni fadé
také novym potencidlnim lécivem.
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Tab. 2. Latky modulujici aktivitu HSP70. )
Latka Vazebné Znama struktura Mira aktivity/vazby Reference
misto HSP70 inhibitor [pm]

rhodocyaniny a analoga

MKT-077 NBD Ano ¢ (NMR) 1,4 (EC,) [41,42]
JG-98 NBD 0,4 (EC,) [42]
novolactone SBD Ano ® (RTG) 0,25(IC,) [43]
flavonoidy

EGCG NBD 12(IC,); 0,7 < (Kd) [44]
myricetin NBD Ano ® (NMR) 14,5(1C,) [45]

latky mimikujici ATP

VER-155008 NBD Ano ¢ (RTG) 05(C,); 03" (K, [46]
fenylehtylsulfonamidy

PES SBD 8,4 (1C,0);6° (K, [47,48]
PET-16 SBD Ano ? (RTG) 1,5(C,);4°(K) [48]
derivaty kolchicinu

AEAC neznamé 100 (IC,); 0,15° (K ) [49]
imidazoly

apoptozol NBD 0,21¢(K)); 0,14° (K ) [50]
peptidy

peptidovy aptamer A8 SBD [51]
peptidovy aptamer A17 NBD [51]
polyaminy

15-deoxyspergualin SBD 44(K) [52]
dihydropyrimidiny

MAL3-101 NBD 839(IC,) (53]
vakciny

pNGVL4a-Sig/E7(detox)/HSP70 DNA (NCT00121173)
rekombinantni protein HSP70 (NCT00030303)
HSP70-peptid TKD/IL-2 aktivovany (NCT02118415)
protilatka cmHSP70.1 epitop TKD (NCT02118415)
CN54gp140 glycoprotein-HSP70 (NCT01285141)
konjugovana vakcina

NMR - spektroskopie nukledrni magnetické rezonance, EGCG - epigalokatechin galat, ATP — adenozintrifosfat, SBD - substrat va-
zebna doména, NBD - nukleotid vazebna doména, TKD - peptid o aminokyselinové sekvenci: TKDNNLLGRFELSG

2dnaK, PHSPA1, <HSPA5, ¢HSPA8

Inhibitory s flavonoidni

strukturou

Epigalokatechin galat (epigallocatechin
gallate — EGCG) je pfirodni polyfeno-
licky flavonoid ze zeleného ¢aje, u néhoz
byla pomoci afinitni chromatografie zjis-
téna interakce s NBD endoplazmatic-

kého HSPA5 (Kd = 0,7 um) [44]. Dalsim
inhibitorem s flavonoidni strukturou je
myricetin, ktery taktéz inhibuje ATPazo-
vou aktivitu HSP70. Detailnéjsi mecha-
nizmus jeho Gc¢inku byl popsan u bak-
teridintho HSP70 - DnaK. Myricetin
inhibuje interakci DnaK s kochaperonem

DnaJ (HSP40), ¢imz blokuje ATPazovy cy-
klus DnaK [45].

Latky mimikujici ATP

Williamson et al v roce 2009 s vyuzi-
tim krystalové struktury komplexu ATP
a HSPA8/BAGT navrhli a pfipravili sérii
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8- a 8,5'-substituovanych derivatd ade-
nozinu. Naslednymi systematickymi
modifikacemi téchto inhibitorl v po-
loze C8 a 5’ bylo dosazeno hodnoty
IC,, = 0,5 um u latky, ktera dostala nazev
VER-155008. Krystalova struktura kom-
plexu VER-155008-HSPA8 odhalila sta-
bilizaci inhibitoru v NBD HSPA8 pro-
stfednictvim nékolika m-m interakci mezi
Arg272, aromatickymi kruhy obou substi-
tuentl a Tyr15 [46]. Doposud byla u této
latky prokdzana inhibice proliferace na-
dorovych linii prsu a stfeva s Gl v roz-
mezi 5,3-14,4 um. U linie BT474 (BC) VER-
155008 indukuje kaspazami-3/7 zévislou
apoptozu, kdezto u linie HCT116 (karci-
nom stieva) zpUsobuje apoptdzu nezavis-
lou na systému kaspaz-3/7 [57].

2-phenylethynesulfonamid
Nizkomolekuldrni latka 2-phenylethy-
nesulfonamid (PES) (zndma téz pod na-
zvem pfithtrin-y) zabranovala akumu-
laci p53 v mitochondriich, nebyly viak
zndmy jeho pfimé intracelularni cile. Pro-
stfednictvim biotinylovaného PES a afi-
nitni precipitace byl jako intracelularni
cil tohoto inhibitoru nalezen HSPA1A. Va-
zebné misto pro PES bylo pomoci dele¢ni
mutageneze identifikovdno v substrat
vazebné doméné HSP70 [47]. PES vyka-
zuje cytotoxicitu v0ci Sirokému spektru
solidnich nadorl bez ohledu na jejich
status p53 a zvySenou expresi antiapo-
ptotického Bcl-xL. PES zpUsobuje posko-
zeni procesu degradace makromolekul
pomoci autofagie a lysozom, coz vede
k nahromadéni nespravné slozenych
a agregovanych proteind, v¢. substratl
HSP90 a nasledné k buné¢né smrti [58].

AEAC

AEAC je synteticky derivat kolchicinu in-
hibujici HSPATA. Bliz3i charakterizace
mechanizmu ucinku prokazala inhibici
vazby substratu a poskozeni HSP70-fi-
zeného refoldingu. Prozatim existuji na
zékladé in silico predikci tfi potencidlni
mista vazby inhibitoru AEAC - jedno
v NBD a dvé v SBD. Ackoliv byla namé-
fena nanomolérni afinita mezi AEAC
a HSPA1A in vitro a in silico, nebyl pozo-
rovan vyrazny vliv podani AEAC na viabi-
litu nddorovych bunék krysiho glioblas-
tomu (C6) a melanomu (B16). Soucasné
podani AEAC a doxorubicinu vsak sig-

nifikantné zesililo protinddorovy efekt
doxorubicinu [49].

Apoptozol

Apoptozol byl nalezen pfi screeningu
knihovny imidazolovych latek s apop-
totickym Ucinkem. P¥i blizsSim zkoumani
bylo zjisténo, ze se specificky vaze do
NBD HSPA1A a HSPA8 [50,59]. Mechaniz-
mus Ucinku tohoto inhibitoru spociva
v preruseni interakce mezi HSP70 a jeho
substratem APAF1. Tato udalost vede
k aktivaci bunécné smrti zavislé na
kaspazach. Vyuziti apoptozolu k poten-
cidlni protinddorové terapii podporuje
studie na mysich xenograftech, u nichz
bylo pozorovano zmenseni nadoru bez
vlivu na viabilitu mysi [59].

Vyuziti HSP70 v imunoterapii
Kromé nizkomolekuldrnich latek inhibuiji-
cich HSP70 jsou v poslednich letech také
intenzivné studovany imunogenni vlast-
nosti chaperont. V personalizované me-
diciné hledaji své uplatnéni komplexy
HSP70-substratovy peptid izolované z na-
dorli konkrétniho pacienta i lidsky re-
kombinantni protein HSPA1A [60-62].
Ke zdolani nadord pomoci imunitni od-
povédi viak existuje mnohem vic zpu-
sobl: a) imunizace komplexem HSP70-
-HPV16 oE7 antigenem vede k aktivaci
imunitni odpovédi fizené CD8+ bun-
kami; b) exozomy z nadorovych bunék
nadmiru produkujici HSP70 aktivuji zrani
dendritickych bunék a odpovéd fize-
nou bunkami CD4+ a CD8+ a ¢) kom-
plexy HSP70 s tumor asociovanymi anti-
geny izolované z flznich dendritickych
a nadorovych bunék zpUsobuji odpo-
véd fizenou T lymfocyty doprovaze-
nou indukci efektorovych i pamétovych
T bunék [60,63,64].

V soucasnosti probiha nékolik klinic-
kych testl sledujicich imunogenni vlast-
nosti HSP70. V prvnim klinickém testu
byla hleddna mira odpovédi imunit-
niho systému pacientd s chronickou my-
eloidni leukemii (CML) v chronické fazi
na vakcinu vyrobenou z jejich vlastniho
nadoru. Vakcina byla pfipravena z pre-
C¢isténého HSPA1A a na zakladé vysledka
byla reinfize autolognich NK (natural
killer) bunék aktivovanych HSPA1A shle-
dana za bezpecnou [65]. Diky Uspésnym
testlim z faze |, probihd v kombinaci

s chemoradioterapii faze Il u pacientt
sNSCLC (NCT02118415). Odlisnd vakcina
pNGVL4a-Sig/E7(detox)/HSP70 DNA
byla testovdna u pacientek s cervikalni
intraepitelialni neoplazii [66]. Ve fazi | kli-
nického testovani je také sledovan re-
kombinantni protein HSP70 pfi lé¢bé
CML v chronické fazi (NCT00030303).

Zaver

Zvyseni genetické nestability a proliferacni
aktivity nddorovych bunék klade velké na-
roky na bunécény proteostaticky aparat,
jehoz centrdlni slozkou jsou molekuldrni
chaperony HSP90 a HSP70. Uspésné za-
vedeni inhibice HSP90 do nadorové tera-
pie je komplikovdno komplexnosti buné¢-
ného chaperonového systému, ktery na
inhibici HSP90 reaguje zvysenim exprese
chaperona rodiny HSP70. Objeveni ¢i de-
sign selektivniho inhibitoru HSP70 s vyso-
kou afinitou a jeho kombinované pouziti
s inhibitory HSP90 predstavuje nadéjnou
strategii pfi |é¢bé nddorovych onemoc-
néni. Klicové je zejména zacileni na stre-
sem-indukovanou izoformu HSPA1A, jejiz
zvySend exprese je charakteristicka pro
nadorové bunky.
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Uloha proteinu HSF1 v nadorovej transformacii

The Role of HSF1 Protein in Malignant Transformation
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Sudhrn

Vychodiskd: Transkripcny faktor HSF1 je esencidlny regulator stresovej odpovede, ktora sluzi
k rychlej adaptacii organizmov na nepriaznivé podmienky, akymi st napr. zvysend teplota
alebo oxidativny stres. HSF1 reguluje expresiu velkého mnozstva génov primarne kédujucich
proteiny tepelného soku (heat shock proteins — HSPs). Ide prevazne o molekuldrne chaperdny,
ktoré umoznuju udrziavat nativnu konforméciu proteinov, zabraruju ich degradécii a podielaju
sa na odstrariovani denaturovanych proteinov. K zakladnym predstavitelom molekularnych
chaperénov patria proteiny HSP70 a HSP90. Stresova odpoved je vysoko konzervovana u viet-
kych eukaryotickych organizmov. HSF1 je ako hlavny regulator tejto odpovede zapojeny do
mnozstva fyziologickych procesov (ribozémova biogenéza, transldcia, transkripcia, bunkovy
cyklus, metabolizmus) a patologickych stavov (neurodegenerativne poruchy, akymi st napr.
Parkinsonova alebo Alzheimerova choroba). Zvysena expresia HSF1 bola pozorovand v roz-
vinutych stadiach ludskych nadorov (karcindm prostaty, prsnika, kolorektalny karcindm aj.),
v ktorych koreluje s ich agresivitou a zlou prognézou pre pacienta. HSF1 ovplyviiuje mnozstvo
procesov zapojenych v karcinogenéze, a preto predstavuje vyznamny diagnosticky a prognos-
ticky marker. Dnes je predmetom vyskumu pre potencidlnu protinddorovu terapiu. V suc¢asnosti
je znamych niekolko inhibitorov HSF1, u ktorych zostava objasnit molekularne mechanizmy ich
posobenia, potvrdit $pecifitu k HSF1, netoxicitu v zdravych tkanivach a ich Ucinnost v zabijani
cielovych nadorovych buniek. Ciel* Tento prehladovy ¢lanok sa zameriava na transkripény fak-
tor HSF1, zhriiuje zékladné mechanizmy jeho regulacie a aktivéacie, Ulohu HSF1 pocas malignej
transformacie a mozné protinadorové vyuzitie nizkomolekularnych inhibitorov HSF1 aktivity.

Kltacové slova
HSF1 transkripc¢ny faktor — molekularne chaperény — bunkovy stres — transformacia nadorov —
rakovina

Summary

Background: The heat shock transcription factor, HSF1, is the main regulator of the proteotoxic
stress response that orchestrates the adaptation of cells to stress conditions such as elevated tem-
perature, oxidative stress, and proteotoxic stress. As such, HSF1 regulates a large number of stress
response-related genes, primarily those encoding heat shock proteins (HSPs). HSPs are molecular
chaperones involved in the acquisition of native protein conformations and the prevention of
protein degradation, and they also contribute to the removal of denatured proteins via the pro-
teasome. Representative members of the HSP family are HSP70 and HSP90. The stress response
is a highly conserved mechanism across all eukaryotes, and HSF1 has been linked to a number
of physiological processes (ribosomal biogenesis, translation, transcription, cell cycle, and meta-
bolism) and pathological disorders (neurodegenerative disorders such as Parkinson’s and Alzhei-
mer’s diseases). HSF1 activation is also prominent in different types of cancer (prostate, breast,
colorectal carcinoma etc.) where it correlates with tumor aggressiveness and poor prognosis.
HSF1 is therefore considered a diagnostic and prognostic marker and is currently being targeted
to develop new cancer therapies. Several inhibitors of HSF1 have already been synthesized, but
their molecular mechanism(s) of action, specificity those of HSF1, nontoxicity in healthy tissues,
and their efficacy in targeting tumor cells remain to be elucidated. Purpose: This review summa-
rizes known mechanisms of HSF1 regulation and activation, the role of HSF1 during malignant
transformation, and the potential of designing small molecule HSF1 inhibitors for cancer therapy.

Key words
HSF1 transcription factor - molecular chaperones - cellular stress — tumor transformation —
cancer
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Uvod

Objav transkrip¢ného faktora HSF1 pred-
chdadzali pozorovania zmeny Struktury
chromozémov a zvysena expresia Spe-
cifickych proteinov po vystaveni bunky
stresovym podmienkam. Taliansky ge-
netik Feruccio Ritossa v roku 1962 pu-
blikoval, Ze v podmienkach zvysenej
teploty alebo vplyvom Dinitrofenolu
(Dinitrophenol - DNP) doché&dza u Dro-
sophily k rozvolneniu niektorych Speci-
fickych oblasti chomozémov [1]. Pozoro-
vanie rozvolnenia Struktury, pripisované
transkripéne aktivnym miestam, viedlo
k identifikacii proteinov tepelného
Soku (heat shock proteins — HSPs). Prva
zmienka o zvysenej syntéze tychto pro-
teinov po vystaveni buniek Droso-
phily stresovym podmienkam vyvola-
nym tepelnym Sokom bola publikovana
v roku 1974 [2]. Odvtedy zaznamenal
vyskum stresovej odpovede vyznamny
posun. Bolo odhalené, Ze mnohé HSPs
sluzia ako molekularne chaperény, ktoré
umoznuju udrziavat nativnu konforma-
ciu proteinov, zabranuju ich degrada-
cii a podielaju sa na odstranovani dena-
turovanych proteinov v podmienkach
proteotoxického stresu [3]. Vieobecne
sa o nich dé povedat, Ze sa svojou akti-
vitou podielaju na udrziavani proteino-
vej homeostdazy (proteostazy), a su preto
pre Zivot eukaryotickych organizmov
nevyhnutné.

Expresia génov HSPs je regulovana
vysoko konzervovanou skupinou tran-
skrip¢nych faktorov tepelného Soku
(heat shock transcription factors — HSFs).
U Saccharomyces cerevisiae a Drosophila
melanogaster bol charakterizovany je-

diny, esencidlny HSF [4]. U stavovcov
bolo popisanych niekolko HSFs (HSF1-
5, HSFY a HSFX) a niekolko dalsich bolo
popisanych u rastlin [5]. U vacsiny orga-
nizmov su HSF gény exprimované kon-
Stitutivne, a preto sa vyvinulo mnoZstvo
mechanizmov, ktoré reguluju aktivitu
HSF na urovni proteinu [5].

HSF1

HSF1 je hlavny regulator odpovede te-
pelného $oku. Ulohu transkripéného
reguldtora sprostredkovéva cez vdazbu
na tzv. elementy tepelného Soku (heat
shock element - HSE) — konzervované
useky promotorov cielovych génov [6].
HSF1 je znamy ako transkrip¢ny aktivator
chaperénov a ko-chaperénov, ktory zo-
hrava délezitu ulohu v zakladnych fyzio-
logickych procesoch, akymi su reguldcia
energetického metabolizmu, bunkové
delenie alebo starnutie [7]. So zniZzenou
expresiou HSF1 su spojené niektoré pa-
tofyziologické deje, medzi ktoré pa-
tria neurodegenerativne poruchy, ako
napr. Parkinsonova a Alzheimerova cho-
roba [8]. Na druhej strane, pokrocilé $ta-
did rozli¢nych typov nadorov su spojené
s jeho zvysenou expresiou [9].

Struktura a aktivacia HSF1

K pochopeniu mechanizmov aktivacie
HSF1 na molekuldrnej drovni je nevy-
hnutné detailné poznanie jeho Struktury.
HSF1 sa skladd z niekolkych funkc-
nych domén, ktoré su naprie¢ eukaryo-
tickymi druhmi vysoko konzervované.
Ludsky protein HSF1 je usporiadany do
4 funkénych domén s celkovou dizkou
529 aminokyselin (obr. 1). Na N-konci sa

nachadza DNA vdzbovad doména (DNA-
binding domain - DBD) [10], ktora je
zodpovedna za stabilizaciu oligomérnej
Struktary HSF1 a za vdzbu na promotor
cielovych génov. Za DBD sa nachadza
trimeriza¢na doména, ktord obsahuje
kratke hydrofébne opakovania (hydro-
phobic repeat - HR-A/B) majuce funk-
ciu tzv. leucinového zipsu. Nasledujuce
domény zahffajuce regula¢ni doménu
(RD), kratky hydrofébny usek (HR-C)
a C-koncovu transaktiva¢ni doménu
(TAD) su cielom pre kindzy/fosfatazy,
ktoré kontroluju uroven aktivacie HSF1
prostrednictvom posttransla¢nych mo-
difikacii (PTM) [11].

Komplexnost stresovej odpovede do-
tvaraju okrem PTM aj iné regulacné me-
chanizmy. V bazélnych podmienkach ne-
stresovanych buniek sa HSF1 nachddza
v jadre a cytoplazme v neaktivhej mono-
mérnej konformdcii v interakcii so cha-
perénovymi komplexmi HSP70 a HSP9O.
V tomto stave vykazuje HSF1 nizku afinitu
k ciefovym tGsekom DNA. Po vystaveni
proteotoxickému stresu HSF1 formuje
trimér prostrednictvom HR-A a HR-B
domén, ktory sa akumuluje v jadre, kde sa
nasledne viaze na HSE motivy v prométo-
roch cielovych génov [11,12] (obr. 2).

HSF1 je priamy senzor stresu, ktory
reaguje na rozne stresové podmienky
rozvolnenim monomérnej konformécie
a formovanim stabilnej trimérnej kon-
formécie. Otazkou dodnes zostava me-
chanizmus braniaci spontdnnej trimeri-
zacii HSF1. Existuju tri modely, ktoré
mozu byt za tuto represiu zodpovedné.

Prvy model predstavuje intramole-
kuldrna interakcia medzi hydrofébnymi

N

N
5230 $320 326
N DNA vézhova . (I R (\ ? ? ?( .r (L o cna (.)_ C
doména J regulaéna doména \
\ AN J \ J J
15-120 130-203 221-310 384-409  410-529

Obr. 1. Struktdra HSF1. HSF1 je protein zlozeny zo 4 funkénych domén — DNA vizbova doména, trimerizaéna doména, regulaéna
doména a transaktiva¢na doména. Dizka ludského HSF1 je 529 aminokyselin. P (5230, S320, $326) znazoriiuji 3 najlepsie popisané

fosforylacie, spojené s aktivaciou HSF1.

HSF1 - transkrip¢ny faktor tepelného Soku 1, P - fosforylacia, HR — hydrofébne opakovania , TA doména - transaktiva¢na doména
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oblastami HR-A/B a HR-C. Vystavenim
buniek zvysenej teplote dochadza k roz-
volneniu tejto struktury, a tym aj k ulfah-
¢eniu prechodu HSF1 do energeticky
vyhodnejsieho stavu (trimérna konfor-
macia). Tento mechanizmus bol podpo-
reny pracou popisujucou purifikovany
rekombinantny protein HSF1 ako priamy
senzor zvysenej teploty [13]. Praca vsak
nevysvetluje mechanizmus jeho priame;j
aktivécie pri odlisnych typoch stresu.

Dalsi mozny mechanizmus predsta-
vuje vdzba HSF1 s molekuldrnymi cha-
peronmi, ktoré stabilizuju monomérnu
konformaciu. Vplyvom HSP90 inhibito-
rov alebo iného proteotoxického stresu
dochédza k disociacii HSF1 z komplexu
molekuldrnych chaperénov, k jeho tri-
merizacii a naslednej aktivacii [14]. Po
uplynuti stresu vedie zvy$ena hladina
volnych chaperénov k spatnovazbovej
inaktivacii HSF1 [15-17].

V bezstresovych podmienkach pred-
stavuje HSF1 monomérny fosfopro-
tein, ktory je fosforylovany na niekol-
kych serinovych zvySkoch [18]. PTM
preto mézu prezentovat dal$i mecha-
nizmus schopny ovplyviiovat Uroven
aktivacie HSF1 v odlisnych stresovych
podmienkach.

Vazba na DNA

Trimér HSF1 sa viaZze na konzervované,
kanonické oblasti HSE, ktoré sa nacha-
dzaju v promotoroch velkého mnozstva
génov asociovanych so stresom. Struk-
tira HSE sa moze mierne lisit medzi
jednotlivymi génmi. HSE oblasti pred-
stavuju invertované repeticie s nGAAn
sekvenciou (nTTCn|nGAAN|nTTCn|n-
GAAn), kde ,n” predstavuje fubovolny
nukleotid. Kazdd DNA vdzbova do-
ména trimérneho HSF1 rozpoznava
jednu nGAAn sekvenciu, pricom tri strie-
davo orientované DBD domény su ne-
vyhnutné pre stabilnd vazbu HSF1 na
DNA [7].

Posttranslacné modifikacie

Tvorba trimérnej konformacie, ktora
umoznuje DNA vazbovu aktivitu neza-
bezpecuje Uplnu transkripcnu aktivitu.
HSF1 preto podlieha PTM, ktoré zahinaju
fosforylacie, acetylacie a sumoylacie.
Medzi najlepsie preskimané fosforyla-
cie patria fosforylacie serinovych zvys-

skladanie proteinov

-

chaperony

NN

nezloZené proteiny

mTORC1, PKA

K’ @ \v \/ERK
p-TEFb

HSF1

000\

\J

chaperény C‘Q" S|rt1

\_ %
Obr. 2. Aktiva¢no-utlmujlci cyklus HSF1. Pod vplyvom proteotoxického stresu docha-
dza k nespravnemu skladaniu proteinov, ktoré stiperia s HSF1 o vazbu molekularnych
chaperdnov. Po disociacii chaperénovych komplexov podlieha HSF1 trimerizécii, ktora
umoziuje DNA vazbovu aktivitu. Prostrednictvom aktivaénych fosforylacii (mTORC1,
PKA) dochadza k uplnej aktivacii HSF1. Pre inicidciu transkripcie st nevyhnutné dalsie
ko-aktivatory, akym je napr. p-TEFb. Po utlmeni stresu je HSF1 acetylovany (p300/CBP),
strdca DNA vazbovu aktivitu a plynulo prechddza do monomérnej konformacie, ktora

STRES

P300/CBP

je stabilizovana vazbou chaperénovych komplexov.

A - acetyldcia, P - fosforylacia, HSF1 — transkripcny faktor tepelného Soku 1,

mTOR komplex 1, Sirt1 - Sirtuin 1

kov S121 (MK2) [19], S303 (GSK3) [20],
S307 (ERK) [21] a S363 (PKC) [22], ktoré
potlacaju aktivitu HSF1 a fosforyla-
cie 5230 (CaMKII) [23], S320 (PKA) [24]
a S326 (mTORC1) [25], ktoré naopak
podporuju transaktiva¢nu kapacitu
HSF1. Daldie PTM, akymi su acetylacia
a sumoyldcia, sa podielaju po uplynuti
stresu na miere a dizke stresovej odpo-
vede [26] (obr. 2).

Génova reguldcia

Délezitou charakteristikou stresovej od-
povede je rychlost, akou bunka dokaze
odpovedat na vzniknuté podnety pro-
strednictvom zvysenej expresie adap-
tacnych proteinov. Aktivacia HSF1 musi
preto predstavovat velmi rychly pro-
ces. Aktivovany HSF1 je lokalizovany
na cielovych prométoroch uz niekolko
sekind po tepelnom 3oku. Promaétory
génov HSPs su prisposobené k rych-
lej aktivacii tym, Ze obsahuju neaktivnu
RNA polymerazu Il, ktord sa nachadza
priblizne 20 bp od pociatku transkrip-
cie [27]. Vzdjomna interakcia HSF1 s po-
zitivnym transkripénym elongacnym fak-
torom 1 (p-TEFb) umoznuje naviazanie

mTORC1 -

p-TEFb na cielové prométory a P-TEFb
nasledne sprostredkovava fosforylaciu
C-koncovej domény RNA polymerézy Il
spojenu s aktivaciou, a tym spolo¢ne
s HSF1 zahajuje transkripciu [28].

Uloha HSF1 po¢as malignej
transformacie

Proteinovd homeostaza je v nadoro-
vych bunkdach ¢asto narusend dysregu-
lovanou proteosyntézou, nerovnovéhou
proteinov spdsobenou aneuploidiou
a nadmernou expresiou onkogénov.

To, Ze maligna transformacia je pro-
ces silno asociovany s proteotoxickym
stresom, podporuju pozorovania zvyse-
nej aktivity HSF1 u rozli¢nych typov lud-
skych nadorov, akymi su napr. nadory
prostaty [29], prsnika (breast cancer - BC)
[30], kolorektdlny karcindm (colorectal
carcinoma — CRC) [31], oralny skvamdzny
karcindm [17] alebo hepatocelularny
karcinom [32]. Zvysend hladina HSF1 ko-
reluje s agresivitou onkologického ocho-
renia, pozitivne ovplyvnuje invazivitu
a rozvoj metastaz a je spojend so zlou
prognézou pre pacienta [33]. Délezi-
tost HSF1 v procese karcinogenézy pod-
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metabolizmus

angiogenéza

migracia

-

proliferacia
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molekularne
chaperony
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Obr. 3. Prehlad vyznamnych tloh HSF1 pocas karcinogenézy. HSF1 reguluje expresiu
HSPs, energeticky metabolizmus a mnozstvo signalnych drah. Reguldciou procesov,
akymi su proliferacia, EMT, nadorova angiogenéza, invazivita, migracia a tvorba me-
tastaz zohrava délezitu ulohu pocas malignej transformacie.

HSF1 - transkripcny faktor tepelného Soku 1, EMT - epitelidlno-mezenchymadlna tranzicia,

HSE - elementy tepelného Soku

poruje znizené riziko tvorby nadorov
u HSF1 deficientnych mysi, ktorych rast
bol indukovany mutéciou p53, onkopro-
teinom Ras alebo chemickymi mutagé-
nmi [33]. V fudskych nadorovych liniach
vedie utiSenie HSF1 k znizenej prolifera-
cii a k znizenému prezivaniu bunkovych
kultdr [33]. Prvym vysvetlenim tohoto
fenoménu bolo, ze HSF1 podporuje ma-
lignitu prostrednictvom expresie protei-
nov HSPs. Studie zamerané na interak-
cie HSF1 s chromatinom v3ak ukazali, ze
HSF1 riadi pocas malignej transformacie
odlisnu skupinu génov ako pocas stre-
sovej odpovede [9]. Aj napriek vyraznej
podpore karcinogenézy viak HSF1 ne-
predstavuje klasicky onkoprotein, pre-
toze v ludskych nadoroch neboli po-
zorované Zziadne somatické mutdcie
HSF1 a ani nadmerna expresia HSF1 ne-
viedla k malignej transformacii, ako je to

v pripade inych onkoproteinov, akym je
napr. Ras [33]. HSF1 podporuje karcino-
genézu tym, Ze sa zUcastiuje na fyzio-
logickych procesoch, na ktorych sa stali
nadorové bunky zavislé.

HSF1 a HSPs

HSPs predstavuju skupinu molekular-
nych chaperénov umoznujucich udr-
Ziavat proteinovi homeostazu pocas
stresovych podmienok [34]. Niektoré
podtypy BC, nddorov prostaty ¢i hru-
bého &reva su spojené so zvysenou ex-
presiou tychto chaperénov, predovset-
kym vsak HSP27, HSP70 a HSP90 [31,35].
Hoci za ich expresiu zodpovedd pri-
marne HSF1, nie vzdy bola pozorovana
asociacia medzi zvySenou expresiou
HSPs a HSF1. Podporuje to hypotézu, ze
HSF1 nespusta v nddorovych bunkéch
klasicku stresovu odpoved, ale regu-

luje expresiu iba niektorych Specifickych
HSPs a to v zavislosti od typu a $tadia
ochorenia [9]. Napriklad u agresivnych
HER2+ nadorov prsnika je knock-out
HSF1 spojeny so zniZzenou expresiou
HSP27 a HSP70. U HER2+ mysi viedol na-
sledne knock-out HSF1 k znizenej karci-
nogenéze prsnika, ako aj k znizenému
vyskytu pltcnych metastaz [36,37]. Jed-
nou z moznosti protinadorového efektu
delécie HSF1 je prave znizena expre-
sia tychto chaperénov. KedZe mnozstvo
klientskych proteinov HSPs predsta-
vuju silné onkoproteiny, ich stabiliza-
cia pomocou chaperénov je pre nado-
rové bunky nesmierne doélezitd. Okrem
toho zvysend proliferdcia nadorovych
buniek spojend so zvysenou produk-
ciou proteinov kladie vysoké naroky na
mechanizmy kontrolujuce kvalitu pro-
teinov. HSPs hraju preto v tychto proce-
soch nezastupitelnu ulohu zavisla na ak-
tivite HSF1.

Jednym z klientov HSP70 je napr.
proapopticky protein p53. HSP70 inter-
aguje s mutovanym p53 rovnako dobre
ako s wild type p53 [38]. V pripade mu-
tacie chaperén HSP70 stabilizuje muto-
vany p53 a tym umoziuje propagaciu
jeho onkogénnych vlastnosti.

Dal$im délezitym chaperénom so zvy-
Senou expresiou u mnohych typov fud-
skych nadorov je HSP27. Zvy3end hla-
dina HSP27 casto koreluje s rezistenciou
k chemoterapeutikam a so zlou progné-
zou [39]. HSP27 sa podiela na reguldcii
prestavby aktinovych filamentov pocas
bunkového pohybu. HSF1 tak méZze pro-
strednictvom indukcie expresie a fosfo-
ryladcie HSP27 podporovat migraciu a in-
vazivitu nddorovych buniek [32].

Tretim délezitym chaperénom, ktory
sa zUcastriuje nadorovej transformacie,
je HSP90. Jeho expresia je rovnako ako
u predchadzajucich chaperénov regu-
lovana aktivitou HSF1. HSP90 pri pro-
cese karcinogenézy stabilizuje viacero
onkogénnych klientov, akymi su pro-
teinkindza B (PKB), inhibi¢ny faktor mi-
gracie makrofagov (MIF) alebo samotny
HSF1 [35].

V CRC bola hladina mRNA pre
HSF1 zvySend u 86 % pacientov. Zvy-
sena hladina HSF1 v CRC koreluje
so zvySenou expresiou chaperénov
HSP27 a HSP90 a ko-chaperénu BAG-3.
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Obr. 4. Metabolizmus glukézy v zdravych a nddorovych bunkach. Nadorové bunky su zavislé na aerébnej glykolyze (Warburgov
efekt) [64]. ZvySena hladina HSF1 v nadorovych bunkach indukuje syntézu laktat dehydrogenazy, ktora katalyzuje premenu py-

ruvatu na laktat [67].

HSF1 - transkrip¢ny faktor tepelného Soku 1, LDH - laktatdehydrogenaza, ATP - adenozintrifosfat

BAG-3 stabilizuje hladinu anti-apoptic-
kych ¢lenov rodiny Bcl-2 a tym umoz-
nuje bunkdm CRC prezit aj v pro-apop-
tickych podmienkach [40].

HSF1 a signalne drahy

Vznik néddora, epitelidlno-mezenchy-
malna tranzicia (EMT), zvySend migra-
cia a invazivita, vyskyt metastaz alebo
vznik rezistencie k apoptéze st nasled-
kom mutacii, ktoré vedu k dereguldcii
signalnych drah a metabolizmu bunky.
HSF1 zohrava centrdlnu tlohu v mnoz-
stve signélnych drah, ktoré sa zdcastruju
tychto procesov (obr. 3).

p53 aRas

Tumor supresor TP53 a onkogén Ras su
dva najcastejsSie mutované gény v lud-
skych nadoroch. V modelovych mysich
organizmoch s mutaciou p53 bol pozo-
rovany zvyseny vyskyt lymfémov, pricom
simultanna delécia HSF1 a p53 viedla
k poklesu tvorby lymfémov [33]. Dai et al
ukazali, ze delécia HSF1 dramaticky zni-
Zuje tvorbu nadorov u mysi nesucich do-
minantne negativhu mutaciu génu Tp53.
Naproti tomu, HSF1+/+ a HSF1+/- mysSi
nestice dominantne negativhu muta-
ciu génu Tp53 mali vyvinuté Siroké spek-

trum néadorov, zahfnajucich lymfémy,
sarkémy aj karcindmy. Poukazuje to na
vyznamnu Ulohu HSF1 pri p53 induko-
vanej karcinogenéze, ktord bola potvr-
dena aj pri dalSich onkogénoch. Proteiny
Ras ako aj PDGF-B su silné mitogénne
transduktory, ktorych aktivita vedie
k nadmernému deleniu buniek. Mysie
embryonalne fibroblasty (MEFs) s delé-
ciou HSF1 v3ak dokazu odoldvat Ras-me-
diovanym mitogénnym signalom [33].

HSF1 a HIF-1

Jednym z moznych nésledkov nadmer-
nej proliferacie neoplazii je vznik nedo-
stato¢ne vaskularizovanych hypoxic-
kych oblasti charakteristickych znizenou
hladinou kyslika v nddorovom tkanive.
Kla¢ovym regulatorom hypoxickej od-
povede je transkrip¢ny faktor HIF-1 (hy-
poxia-inducible factor 1), ktory po vytvo-
reni heterokomplexu pozostavajuceho
z podjednotiek HIF-1a a HIF-1( reguluje
expresiu cielovych génov cez vdazbu na
Specifické responzivné elementy (hypo-
xia response element - HRE) sekvencie
v DNA [41]. Adaptdcia na hypoxiu je viak
okrem aktivacie HIF-1a podmienena via-
cerymi faktormi vseobecne asociova-
nymi so stresovou odpovedou, akymi

sU napr. aktivacia drahy opravujucej po-
Skodenie DNA, alebo antioxida¢nej od-
povede [42-44]. U viacerych eukaryo-
tickych organizmov bola pocas hypoxie
pozorovand aj vyrazne zvysena expre-
sia HSPs, ktorych expresia nebola spa-
jana s regulaciou HIF-1 [45,46], aviak
sa ukdzala ako dolezitd pre prezivanie
v podmienkach so znizenou hladinou
kyslika. To poukazuje na dolezitost akti-
vacie HSF1 signélnej drahy pocas hypo-
xickej odpovede [47,48]. Naopak Baird
et al na modeli Drosophily melanogaster
pozorovali po knock-oute HIF-1 vyrazne
znizenu expresiu HSPs spojenu s nizsim
prezivanim po vystaveni hypoxii a reo-
xygenacii. Tieto pozorovania naznacuju,
ze HIF-1 signalna draha by mohla regu-
lovat aj expresiu HSPs, ktoré su zapo-
jené do fyziologickej odpovede na stres
sposobeny nedostatkom kysliku [49]. Na
druhej strane bolo popisané, Zze chape-
rénova aktivita HSP70 a HSP90 je po-
trebnd pre stabilizaciu HIF-1, a je teda
kritickd pre adaptaciu na hypoxiu a oxi-
dativny stres [50,51]. MOZe teda aktivita
HSF1 nepriamo regulovat hypoxickd sig-
nalnu drahu cez expresiu HSPs stabili-
zujucich HIF-1? Na mySom modeli pro-
genitorovych buniek kostnej drene
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spbsobil knock-out HSF1 nedostato¢nu
mieru angiogenézy asociovanej s utl-
menim HIF-1 signalnej drahy [52]. Pre-
pojenie medzi signdlnymi drahami re-
gulovanymi transkripénymi faktormi
HIF-1 a HSF1 je z hladiska protinadoro-
vej terapie zaujimavym, avsak nie Uplne
objasnenym fenoménom, ktory si zaslu-
huje dalsie skimanie.

HSF1 a PI3K-AKT-mTOR

Receptor HER2 je okrem nadorov vajecni-
kov a Zaludka asociovany hlavne so zvy-
senou agresivitou ludského BC [37,53].
Nadmernd expresia HER2 spdsobuje
jeho spontannu, na ligande nezavislu
dimerizaciu, ktora vedie k aktivacii sig-
nélnej drahy PI3K/AKT [54]. Draha PI3K-
-AKT-mTOR (mammalian target of rapa-
mycin) je zapojend do reguldcie rastu,
prezivania a apoptdzy a je casto dere-
gulovand v ludskych nédoroch [55-57].
V HER2+ nadoroch prsnika je mTOR
zodpovedny za konstitutivnu fosforyla-
ciu HSF1 na S326, expresiu HSPs a sta-
bilizaciu HSP90 klientov, akymi su napr.
MIF, AKT, mutovany p53 alebo samotny
HSF1, ktoré podporuju rast HER2+ né-
dorovych buniek [25,35]. V pritomnosti
metabolického stresu AMP-aktivovana
proteinkinaza (AMPK) dokaze potlacat
aktivitu komplexu mTORC1 [58]. Tymto
sa metabolicky stres podiela nepriamo
na inaktivacii HSF1. EMT je bunkovy pro-
ces podporujuci tvorbu metastaz [59].
Jednym z hlavnych iniciatorov EMT je
regulac¢ny faktor Slug [60]. Prostrednic-
tvom signalizacie HER2-PI3K-AKT-mTOR
aktivovany HSF1 je schopny indukovat
expresiu proteinu Slug, podporovat EMT
a podielat sa na zvySovani malignity
HER2+ nadorov [61].

HSF1 a energeticky
metabolizmus

Aby nadorové bunky spinali zvy$ené na-
roky na rast a proliferaciu, je u nich vy-
razne zosilneny prijem Zivin, najma glu-
kézy [62]. Zdravé bunky sa spoliehaju
primdrne na mitochondridlnu oxida-
tivnu fosforylaciu na generovanie ener-
gie potrebnej pre bunkové procesy.
Naproti tomu nddorové bunky ¢asto vy-
uzivaju aerébnu glykolyzu. Tento jav sa
nazyva ,Warburgov efekt” a je pre na-
dorové bunky charakteristicky [62,63].

Tie metabolizuju glukézu za vzniku py-
ruvatu, ktory je viak prostrednictvom
zvysenej katalytickej aktivity laktatde-
hydrogendzy A (LDH-A) redukovany
na laktét, a to aj v pritomnosti kyslika
(obr. 4). V porovnani s oxidativnou fos-
forylaciou ide o energeticky nevyhodny
proces, a preto nadorové bunky zvysuju
prijem glukdzy a stavaju sa ,zavislé na
cukre”. Nadorové bunky maju tiez zvy-
Senu aktivitu LDH-A a utiSenie LDH-A
u nich vyvoléava oxidativny stres a inhi-
buje progresiu naddora [64,65].

Studie interakcie HSF1 s chromati-
nom ukazali, Ze cicav¢i HSF1 sa zucast-
nuje na reguldcii energetického meta-
bolizmu [33,66]. Napriklad knock-out
HSF1 u mysich embryondlnych fibro-
blastov sposobil, Ze sa tieto bunky la-
hsie adaptovali na podmienky s niz-
kou glukézou a mali znizenu aktivitu
LDH-A [33]. V HER2+ BC zavisi aktivita
LDH-A od HSF1, ktory sa viaze na pro-
motor génu LDHA a spusta jeho expre-
siu. Naopak knock-out HSF1 v tychto
bunkach spésobuje inhibiciu expresie
génu LDHA, znizenu glykolyzu a chybny
rast buniek [67].

HSF1 a AMPK

AMPK je hlavny senzor metabolického
stresu, ktory hra dolezitu ulohu pri udr-
Ziavani energetickej rovnovéhy. Zvy-
senim pomeru adenozinmonofosfat
(adenosine monophosphate - AMP)/
adenozintrifosfat (adenosine triphos-
phate - ATP) v podmienkach metabo-
lického stresu dochadza prostrednic-
tvom fosforylacie Thr172 k aktivacii
AMPK [68]. Phospho-AMPK (P-AMPK)
sa nasledne Ucastni na potlacani pro-
cesov, ktoré spotrebovavaju ATP, akymi
su napr. proteosyntéza alebo produk-
cia lipidov [68]. V podmienkach nedo-
statku ATP a zniZzenej proteosyntézy
nie je pre bunku vyhodné udrziavat vy-
soku expresiu chaperénov, ktord je za-
visla od ATP [69]. P-AMPK preto v tychto
podmienkach fosforyluje HSF1 na S121,
inaktivuje ho a tym zniZuje expresiu
HSPs [70]. Zhou et al pozorovali v nddo-
roch pankreasu potlac¢enu aktivitu tu-
mor-supresoru AMPK, ktora korelovala
so zlou progndézou pacientov. Knock-out
AMPK v pankreatickych nadorovych li-
niach je asociovany so zvysenou aktivi-

tou HSF1 a podporuje invazivitu a mig-
raciu tychto buniek v miere zavislej na
HSF1 [70,71]. Identifikacia HSF1 ako sub-
stratu AMPK poukazuje na vztah medzi
metabolickym a proteotoxickym stre-
som, ¢o by mohlo byt zaujimavé z hla-
diska protinddorovej terapie. Prikladom
moznej terapie zameranej na signali-
zaciu AMPK-HSF1 je metformin, ktory
je celosvetovo pouzivany k lie¢be dia-
betes mellitus 2. typu. Metformin ucin-
kuje ako metabolicky stresor, ktory inhi-
buje mitochondridlny dychaci retazec,
zvySuje pomer AMP/ATP a tym sa po-
diela na AMPK sprostredkovanej inhibi-
cii HSF1 [58,72].

HSF1 ako ciel protinadorovej
terapie
Vdaka zvysenej aktivite a expresii
HSF1 a nim regulovanych chaperénov
v nadorovych bunkdch predstavuje
HSF1 potencialny ciel protinadorovej te-
rapie. Znizena aktivita HSF1 v nadoro-
vych bunkach vedie k poklesu prolife-
racie a ku zvysenej miere apoptdzy [33].
Nizkomolekularne inhibitory HSF1 by
tak mohli byt potencialne vyuzivané ako
sucast protinadorovej terapie. Inhibitory
HSF1 sa daju rozdelit na dve skupiny:
1.Tzv. nepriame inhibitory, ktorych apli-
kacia zamedzi vzniku podmienok ak-
tivujucich HSF1. Podla sucasnych
poznatkov je HSF1 aktivovany v pod-
mienkach zvysenej expresie proteinov
alebo nasledkom ich agregacie. Vseo-
becne teda plati, Ze podmienky desta-
bilizujuce proteostdzu indukuju akti-
vaciu HSF1 [73]. Naopak podmienky
znizujuce produkciu proteinov vyvo-
lané napr. inhibiciou transldcie (cy-
kloheximid, rocaglamid), inhibiciou
mTOR a aktivaciou AMPK (salycilat)
mozu sluzit k inaktivacii HSF1. Skupinu
spomenutych inhibitorov proteosyn-
tézy teda mdzeme klasifikovat ako ne-
priame inhibitory HSF1.
2.Druht skupinu reprezentuju inhibi-
tory, ktoré potlacaju expresiu HSPs
priamo cez vdzbu na HSF1. Ho-
vorime teda o priamych inhibito-
roch, ktoré zahfaju napr. KRIBB11,
AptHSF-RA1 alebo I 115. Sfubné vy-
sledky prinieslo testovanie inhibitora
KRIBB11, ktory v roznych nadorovych
bunkovych linidch znizuje prolifera-
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ciu a v mysich modeloch zniZuje rast
nadorov, a to bez straty ich telesnej
hmotnosti. KRIBB11 pdsobi prostred-
nictvom reverzibilnej vdazby na HSF1,
ktorou brani vézbe p-TEFb, nevyhnut-
ného pre aktivaciu RNA polymerazy
I, a zahajenie transkripcie [74]. Odlis-
nym mechanizmom pésobi RNA ap-
tamér AptHSF-RA1, ktory sa viaZe na
DNA vazbovu doménu HSF1, ¢im za-
medzuje jeho naviazaniu na promo-
torové oblasti HSPs. U bunkovej linie
HelLa bolo po transfekcii AptHSF1-
-RA1 oproti kontrolnym vzorkdm po-
zorované 9-nasobné zvysenie mor-
tality v bunkovej kulture [75,76].
|, 115 je dalsim priamym inhibitorom
HSF1, ktory ovplyviiuje priamo jeho
transaktiva¢nu funkciu. ATF1/CREB re-
guluje stresom-indukovant odpoved
tepelného Soku pomocou tvorby tran-
skripéného komplexu s HSF1 a umoz-
nuje tak nasadnutie HSF1 na cielové
prométory. 1,115 sa viaze na DNA
vazbovui doménu HSF1 a vyrazne zni-
zuje interakciu HSF1-ATF1 [77]. Pred-
poklada sa preto, ze |, 115 interferuje
s formovanim transkripénych kom-
plexov nevyhnutnych pre zahajenie
HSF1-sprostredkovanej transkripcie.

Zaver
HSF1 je transkrip¢nym faktorom dvoch
tvari. Na jednej strane sa obecne podiela
na ochrane bunky pred proteotoxickym
stresom, ale zaroven napomaha nadoro-
vym bunkdm prisposobit sa zvysenym
narokom vyvolanych malignou transfor-
maciou. VSeobecne sa daju jeho onko-
génne Ulohy rozdelit na:

a) reguldciu proteinov HSPs, ktoré ako
molekuldrne chaperdény stabilizuju
velké mnozstvo klientskych proteinov
esenciadlnych pre prezitie nddorovych
buniek (napr. mutovany p53);

b) zapojenie v mnozstve signdlnych drah
(AMPK, PI3K-AKT-mTOR), ktoré su zod-
povedné za proliferaciu, EMT, invazi-
vitu, alebo migraciu;

c) reguldciu energetického metabo-
lizmu, ktory predstavuje charakte-
ristickd ¢rtu naddorovych buniek.
Zvysena hladina HSF1 koreluje so
zvysenou agresivitou onkologic-
kého ochorenia a so zlou prognézou
pre pacienta. Vdaka jeho pleiotrop-

nej ulohe je HSF1 nielen vyznam-
nym diagnostickym a prognostic-
kym markerom, ale aj zaujimavym
potencidlnym cieflom protinadorove;j
terapie.
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Sudhrn

Vychodiskd: Proteiny HDM2 a HDMX su hlavné negativne regulatory tumorového supresoru
p53. Ich Ulohou je udrziavat nizku hladinu proteinu p53 za normalnych podmienok. V streso-
vych podmienkach je vsak tato negativna reguldcia prerusena, ¢o umozni aktivaciu p53 drahy.
V mnohych ludskych nadoroch, ktoré si zachovavaji wild type p53, bola ndjdena nadmerna ex-
presia proteinov HDM2 a HDMX, ako napr. v sarkdme. A tak okrem inaktivujicej mutacie v géne
pre protein p53, modulacia expresie proteinov HDM2 a HDMX predstavuje alternativny me-
chanizmus inaktivéacie signélnej drahy p53. Ciel: V tomto zhrnuti stru¢ne predstavime funkciu
proteinov HDM2 a HDMX, zhrnieme informacie o zvysenom vyskyte proteinov HDM2 a HDMX
v ludskych nadoroch, jeho mozné priciny a predstavime rozne pristupy k potencidlnej liecbe
nadorov zalozenej na cieleni na proteiny HDM2 a HDMX. Zdver: HDM2 a HDMX sa stali zaujima-
vymi cielmi protinddorovej terapie, kedy prerusenie negativnej regulécie p53 pomocou latok,
ako napr. nutlinov, méze viest k reaktivacii p53 odpovede a k potlaceniu rakovinového bujenia.
Nové poznatky o funkcii a $trukture proteinov HDM2, HDMX a p53 umozfiuji navrh novych
druhov terapeutik, ¢o méze prispiet k Specifickej liecbe a efektivnejsej odpovedi pacientov.
Mnohé z latok su uz testované v rdmci klinickych Studii faze |, Il a lll.

Klucové slova
HDM2 - HDMX - signélna draha p53 - onkogény — MDM2 - MDMX

Summary

Background: HDM2 and HDMX proteins are key negative regulators of the tumor suppressor
p53. Under normal conditions, p53 protein expression is maintained at a low level, whereas
under stress conditions, this negative regulation is alleviated to increase the p53 level. HDM2
and HDMX are overexpressed in many cancer types, mainly in tumors with wild type p53, such
as sarcomas. In addition to an inactivating mutation in the TP53 gene, HDM2 and HDMX ove-
rexpression represents another kind of p53 inactivation pathway. Aim: In this review, we first
briefly describe the roles of HDM2 and HDMX proteins and then the increased occurrence of
their overexpression and the possible causes of this overexpression in different human can-
cer types as well as therapeutic approaches targeting HDM2 and HDMX for the treatment of
human cancer. Conclusion: HDM2 and HDMX are important therapeutic targets. The interrup-
tion of their negative effect on p53 pathway by compounds such as nutlins, leads to the reacti-
vation of the p53 pathway. However, a deeper understanding of HDM2-HDMX-p53 structure
and function will enable the identification of new therapeutic strategies that could help to
provide more specific and more efficient therapies for cancer patients. Several small molecules
and peptides are the subject of clinical testing in phase |, Il and even Il trials.

Key words
HDM2 - HDMX - p53 signalling pathway - oncogenes - MDM2 — MDMX
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PROTEINY HDM2 A HDMX V LUDSKYCH NADOROCH

Uvod

Proteiny HDM2 (human double minute
2 protein, nazyvany aj MDM2) a HDMX
(human double minute X protein, nazy-
vany aj MDMX, MDM4, HDM4) su para-
I6gne proteiny patriace do rodiny MDM
(mouse double minute). Obidva pro-
teiny hraju nezastupitelnu ulohu v re-
guldcii stability p53, ale podielaju sa
aj na mnohych inych procesoch, ako
napr. opravach poskodenej DNA, trans-
la¢nej reguldcii, regulécii ribozomalneho
stresu [1]. Vyznamny vplyv proteinov
HDM2 a HDMX bol preukazany in vivo
na mysich modeloch. Mysi s MDM2-/-
a MDMX-/- vykazovali velmi skord em-
bryondlnu letalitu a zéroven bolo zis-
tené, Ze tejto letalite sa da zabranit,
pokial je vyradeny aj protein p53 [2,3].
Su to onkogénne proteiny, ktoré su
¢asto nadmerne exprimované, najma
v tumoroch s wild type p53. Pri nad-
mernej expresii su zodpovedné za nad-
merné odburavanie proteinu p53, ob-
medzenie jeho transkrip¢nej funkcie,
ale sp6sobuju aj gendmovu nestabilitu
a tym véetkym prispievaju ku vzniku na-
dorov. Dlhodoby vyskum v oblasti MDM
proteinov poukazuje na ich neprekryva-
juce sa, ale doplnujuce sa funkcie v regu-
lacii p53 signalnej drahy a inych. Vdaka
novym poznatkom su vyvijané lieciva,
ktoré Specificky cielia na obmedzenie
funkcie nie len HDM2 proteinu, ale aj
HDMX.

Funkcia proteinov HDM2 a HDMX
Najlepsie prestudovanou a pravdepo-
dobne aj najdolezitejSou ulohou pro-
teinov HDM2 a HDMX je ich regulacia
proteinu p53, a to skrz vplyv na stabi-
litu, ale aj transkrip&nu aktivitu proteinu
p53. Hladina proteinu p53 musi byt
prisne regulovand v zavislosti na pod-
mienkach. V normalnych podmienkach
je potrebné, aby bola hladina p53 nizka
a bunka mohla prechadzat bunko-
vym cyklom. V tomto pripade proteiny
HDM2 a HDMX interaguju s protei-
nom p53 a spdsobuju jeho proteazo-
malnu degradaciu. Protein HDM2 svo-
jou E3-ligdzovou aktivitou v sucinnosti
s E2-ligdzou katalyzuje polyubikvitinaciu
proteinu p53 na lyzinoch v DNA-vdzbo-
vej a C-termindlnej doméne. Takto ozna-
ceny protein p53 je odburany pomocou

proteazému [4]. Protein HDMX nie je
funkcnou E3 ligazou, ale svojou schop-
nostou tvorit heterodiméry s proteinom
HDM2 priamo zvy3uje Uc¢innost ubikvi-
tinacie proteinu p53 [5,6]. Daléi me-
chanizmus, akym méze HDM2 a HDMX
ovplyvnit funkciu p53, je skrz blokova-
nie transkripénej aktivity p53. Protein
HDM?2 aj HDMX sa viaZe do N-terminal-
nej transaktiva¢nej domény p53. Na-
viazanie proteinu HDM2 skrz transak-
tivacni doménu p53 blokuje moznost
proteinu p53 viazat sa s transkripénou
masinériou [7,8]. Aviak s vyuzitim mysich
modelov, ktoré exprimovali HDM2 s mu-
tovanou RING (really interesting new
gene) doménou bez schopnosti ubikvi-
tindcie, bolo preukazané, ze hlavny me-
chanizmus, akym HDM2 potlaca funk-
ciu p53, je skrz jeho odburavanie cez
proteazdm, a nie cez blokovanie tran-
skripénej aktivity [9]. Protein HDMX sa
viaze s proteinom p53 taktiez cez svoju
N-terminélnu doménu. Tejto vazbe bola
taktiez pripisovana schopnost blokovat
transkripcnu aktivitu proteinu p53 [10].
Neskoér boli identifikované aj interak-
cie dalSich domén veducich k ovplyvne-
niu transkripcnej aktivity proteinu p53,
a to kyslej domény HDM2 a DNA-vaz-
bovej domény p53 [11,12] a taktieZ kys-
lej domény HDMX a DNA-vézbovej do-
mény p53, ¢o vedie k inhibicii vazby
p53 k DNA [13]. Interakcia HDM2-HDMX-
-p53 je velmi komplexnd a je zavisla na
alosterickych zmenach vsetkych troch
proteinov [14].

V pripade stresovych podmienok, ako
je napr. poskodenie DNA, je potrebné,
aby sa rychlo zvysila hladina proteinu
p53 a ten mohol vykonat svoju funk-
ciu (zastavenie bunkového cyklu v pri-
pade mensieho poskodenia alebo vy-
volanie apoptézy v pripade vacésieho
poskodenia). V tomto pripade je nevy-
hnutné, aby bola interakcia p53 s pro-
teinmi HDM2 a HDMX prerusena. V pri-
pade poskodenia DNA je aktivovana
ATM kinaza (ataxia-telangiectasia mu-
tated), ktord vedie k fosforylacii pro-
teinu p53 na Ser15 a proteinov HDM2 na
Ser395 a HDMX na Ser403. Proteiny
HDM2 a HDMX su po fosforylacii
schopné efektivnejsie viazat p53 mRNA
a prerusuje sa interakcia s proteinom
p53 [15-17]. Ubikvitina¢na aktivita pro-

teinu HDM2 je presmerovana na sa-
motny protein HDM2 a HDMYX, ¢im do-
chadza k ich odburavaniu [18].

Po odpovedi p53 je nutné, aby sa hla-
dina proteinu p53 opat znizila. K tomu
je potrebné, aby bola obnovend dosta-
toc¢na hladina proteinov HDM2 a HDMX.
To je zabezpelené spatno-vazbo-
vou reguldciou, kedy zvysend hladina
p53 vedie k aktivacii transkripéného
programu p53. Dochddza k prepisu
génov HDM2 a HDMX a novo vznik-
nuté proteiny HDM2 a HDMX sa mézu
opat podielat na odburani proteinu
p53[19-21].

Interakcia proteinu p53 s HDM2 a HDMX
je regulovand mnohymi protein-protei-
novymi interakciami. Protein HDM2 in-
teraguje s plejadou réznych proteinov,
ktoré maju dopad na funkciu proteinu
p53. Napriklad protein ARF (alterante
reading frame protein) sa viaze do kys-
lej domény HDM2, blokuje E3-ligazovu
aktivitu HDM2 voci p53 a blokuje ex-
port proteinu p53 z jadra zavisly na
HDM2 [22]. HDMX taktiez interaguje
s proteinom ARF, ¢im ovplyvnuje stabi-
litu proteinu HDM2 [23,24]. Medzi dal-
Sie interagujuce proteiny patria ribozo-
malne proteiny, ako napr. RPL5, RPL11,
RPL23, ktoré taktiez limituju E3-ligdzovu
funkciu HDM2 [25]; protein p300, ktory
tvori komplex s HDM2 aj HDMX a umoz-
fuje aktivaciu p53 v stresovych pod-
mienkach [26,27] a mnohé iné.

Okrem vplyvu proteinov HDM2 a HDMX
na aktivaciu p53 odpovede bola popisana
aj ich funkcia nezavisla na proteine p53.
Obidva proteiny inhibuju opravu posko-
denia DNA skrz ich asociaciu s DNA-re-
paracnym komplexom MRN tvorenym
proteinmi MRE11/RAD50/NBS1 (meio-
tic recombination 11 homolog 1/DNA
repair protein RAD50/DNA repair and
telomere maintenance protein NBST).
HDM2 aj HDMX su viazané ku komplexu
skrz protein NBS1 a sposobuju spomale-
nie oprav DNA. Takymto sp6sobom obi-
dva proteiny moézu prispievat ku gené-
movej nestabilite a tumorigenéze [28].
TaktieZ bola popisana ich ucast v kon-
trole translacie urcitych proteinov skrz
ich vdazbu k mRNA. V pripade HDM2 tak
bol popisany okrem kontroly transla-
cie proteinu p53 [16] aj vplyv na transla-
ciu proteinov XIAP (X-linked inhibitor of
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Obr. 1. Schématické znazornenie struktury proteinov HDM2 a HDMX a ich homoldgie.
p53BD - p53 vdzbova doména, ACIDIC - kysld doména, ZINC - doména zinkového prstu, RING — RING doména, NLS — jadrovy lokaliza¢ny
signdl, NES - signal pre export z jadra, WW — autoregulacny motiv

apoptosis protein) [29], SLUG (taktiez
nazyvany SNAI2 - protein snail homo-
log 2) [30], MYCN (N-myc proto-onco-
gene protein) [31], VEGF (vascular endo-
thelial growth factor) [32].

Struktura proteinov

HDM2 a HDMX

Proteiny HDM2 a HDMX su paralégne
proteiny zhodné na 30 % svojou sek-
venciou. Obidva proteiny su zlozené zo
4 usporiadanych domén, medzi ktorymi
sa nachadzaju velké useky vnutorne
neusporiadanych casti (obr. 1).

Na N-termindlnom konci obidvoch
proteinov sa nachddza p53 vazbovia
domeéna, ktora je v proteinoch zhodnd
271 % a je zodpovedna za vdzbu a regu-
laciu proteinu p53. Aminokyseliny, ktoré
su nevyhnutné pre vazbu s proteinom
p53, su konzervované u obidvoch pro-
teinov [10] a taktiez protein p53 vyuziva
na vazbu k obidvom proteinom rovnaké
aminokyseliny [33]. Avsak dokladna
rontgenova Struktdrna analyza odha-
lila rozdiely v usporiadani p53 vazobnej
kapsy u proteinu HDM2 a HDMX. V pri-
pade proteinu HDMX postranné retazce
dvoch aminokyselin spésobuju uza-
vretejsiu konformaciu hydrofébnej str-
biny, ktord sa viaze k p53 [34].

Za N-terminalnou doménou sa naché-
dzaju neusporiadané casti proteinov.
Protein HDM2 obsahuje sekvenciu nazy-
vanu jadrovy lokaliza¢ny signdl (nuclear
localization signal — NLS), ktora umoz-
nuje premiestenie proteinu do jadra. Za
fou sa nachadza sekvencia nazyvana sig-
nal pre export zjadra (nuclear export sig-

nal — NES), umoznujica naopak export
proteinu z jadra do cytoplazmy. Protein
HDMX tieto signély neobsahuje. Je pri-
marne lokalizovany v cytoplazme bunky,
aviak na zéklade interakcii s inymi pro-
teinmi, ako napr. s HDM2, méze byt pre-
miestneny do jadra a spat [35]. Protein
HDMX naviac obsahuje za N-terminal-
nou doménou autoregulacny sekvenény
motiv (aminokyseliny TRP200 a TRP201)
nazyvany aj WW motiv. Ten sa viaze
k p53 vazbovej doméne na N-terminal-
nom konci samotného HDMX a tym blo-
kuje schopnost proteinu viazat sa k p53.
Strata tohto motivu vedie az k 32-nasob-
nému navyseniu vazby HDMX s protei-
nom p53 [36].

V centrdlnej Casti proteinov sa nacha-
dza kysld doména (ACIDIC), kde je pri-
tomnych viacero kyslych aminokyselin.
V proteine HDM2 hra tato doména po-
mocnu Ulohu pri degraddcii proteinu
p53 [37,38]. Najnovsie poznatky uka-
zuju, ze kysla doména proteinu HDMX
je taktiez dolezita pri regulacii p53, a to
cez vazbu kyslej domény HDMX k cen-
tralnej DNA véazbovej doméne pro-
teinu p53, ¢im dochadza k zablokova-
niu funkcie proteinu p53 [13,39]. Za
kyslou doménou sa nachddza doména
zinkového prstu. Tvori miesto pre inter-
akciu s mnohymi proteinmi, napr. s in-
hibitorom proteinu HDM2, proteinom
ARF [40]. Tato doména je taktiez kltucova
pri vdzbe s ribozomalnymi proteinmi
RPL5, RPL11, RPL23. Mutécie v zinko-
vom prste (najma v jednom z cysteinov,
ktoré tvoria Strukturu C4 zinkového
prstu) narusaju spravnu funkciu pro-

teinu HDM2 a su spajané s predispozi-
ciou vzniku rakoviny [41].

Na C-konci proteinov HDM2 a HDMX
sa nachadza RING doména, ktora je
opat velmi konzervovand. RING doména
proteinu HDM2 je priamo zodpo-
vedna za degradéciu p53, a to svojou
E3-ubikvitin ligdzovou aktivitou. Na-
priek velkej sekvenénej homoldgii RING
domény (72 %), HDMX nie je funkénou
E3 ligdzou. RING doména obidvoch pro-
teinov slUzi aj k protein-proteinovym in-
terakcidam s inymi RING-obsahujucimi
proteinmi. Dochadza najma k interak-
cii medzi proteinmi HDM2 a HDMX, tzv.
heterodimerizacii, ktord zvysuje stabi-
litu proteinov HDM2 a HMDX [42]. Pro-
tein HDM2 vytvéra cez RING doménu
aj homodiméry. Tato vlastnost ne-
bola u HDMX pozorovana. Obidva pro-
teiny obsahuju v svojej RING doméne
P-slu¢ku, ktord umoznuje vazbu mo-
lekul adenosintriphosphate (adenozin-
trifosfatu — ATP) [43,44]. RING doméne je
pripisovana aj schopnost viazat sa Spe-
cificky k urc¢itému typu RNA, ako napr.
k p53 mRNA [15,17], k XIAP mRNA [45].

Proteiny HDM2 a HDMX maju v plnej
dizke 491 a 490 aminokyselin. Skrz al-
ternativny zostrih su v bunkdach pri-
tomné aj rozne izoformy proteinov,
¢o predstavuje dalsiu rovinu regulacie
nie len ich moznej Struktury, ale aj ich
funkcie [46].

Hladina proteinov HDM2 a HDMX
v nadoroch

Protein MDM2 (mouse double mi-
nute 2, mysi homolég fudského proteinu
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Obr. 2. Frekvencia alteracie a vyskyt alteracie génov TP53, HDM2 a HDMX u vybranych

typov karcinomov.

A. Percentudlne znazornenie alteracie pre TP53, HDM2 a HDMX. B. Vyskyt alteracie pre
TP53, HDM2 a HDMX v typoch karcindmoy, kde bolo evaluovanych 500 a viac vzoriek [65].

HDM2) bol prvykrat objaveny v mysich
bunkdach 3T3-DM na zdklade zvy3eného
vyskytu amplifikacie génu MDM2 [47].
Neskoér bola popisand jeho asocidcia
s proteinom p53 a bol pozorovany re-
presivny vplyv proteinu MDM2 na tran-
skrip&nu aktivitu proteinu p53 [48]. Uz
v roku 1992 Oliner et al pozorovali zvy-
$enu hladinu proteinu HDM2 u priblizne

jednej tretiny pripadov ludského sar-
kému. Zaujimavou skutoc¢nostou je, ze
tieto pripady sarkdému si zachovavali
wild type formu proteinu p53 [49]. Ne-
skorsie Studie na va¢Som pocte vzoriek
potvrdili amplifikdciu HDM2 v mnohych
podtypoch sarkému, ako napr. v osteo-
sarkome, liposarkéme, lipéme [50-54].
Zvysend hladina HDM2 bola pozoro-

vana na urovni proteinu aj na urovni
MRNA. Mnohé 3Studie preukézali zvy-
Senu hladinu proteinu HDM2 v réznych
typoch rakoviny, ako napr. v malignom
gliéme [55], v rakovine prsnika [56,57],
v rakovine pluc [58].

Protein HDMX bol objaveny ako dalsi
regulator p53 na zaklade svojej podob-
nosti na protein HDM2 a svojej schop-
nosti priamo interagovat s proteinom
p53 [10]. Tak ako HDM2, aj HDMX je nad-
merne exprimovany v niektorych ty-
poch rakoviny. Jeho zvy3eny vyskyt bol
pozorovany u podobnych typov rako-
viny ako v pripade HDM2, napr. v glio-
blastéme [59], v sarkéme [60] a v rakovine
prsnika [61,62]. Naviac bol pozorovany
zvyseny vyskyt proteinu HDMX aj v reti-
noblastéme, kde moze zohrévat hlavnu
ulohu v inaktivacii signalnej drahy
p53 v RB1-deficientnych bunkach (reti-
noblastoma protein 1 — RB1) [63].

Stanovenie hladiny proteinov HDM2
a HMDX odhalilo, Ze proteiny su expri-
mované rézne v zavislosti na type tka-
niva a podmienok. Avsak porovnanim
normalnych a rakovinovych buniek sa
preukdzala nadmernd expresia tychto
onkoproteinov takmer vo vsetkych ty-
poch nadorov a méze byt spdsobend
skrz génovu alteraciu amplifikaciou
génov, alebo nadmernou transkrip¢nou
aktivaciou, translaciou a post-translac-
nymi modifikaciami.

Z hladiska génovej alteracie proteiny
HDM2 a HDMX, na rozdiel od ich hlav-
ného interakéného partnera p53, su
mutované len vynimocne. NajcastejSou
alteraciou je uz zmienend génova am-
plifikacia. V roku 2016 Oliner et al ana-
lyzovali dostupné déta tykajuce sa al-
terdcie génu HDM2 z databazy The
Cancer Genome Atlas. Kritérium pre re-
levantni HDM2 amplifikciu autori na-
stavili ako vzajomnu vyhradnost s mu-
taciou proteinu p53. To znameng, Ze za
amplifikaciu HDM2 bol povaZovany taky
pocet képii génu, kedy zvysend hladina
HDM2 a mutacia p53 sa nevyskytovali
zaroven v tej istej vzorke. Takto bola sta-
novena amplifikdcia HDM2 u 1,2 % vzo-
riek primarnych tumorov, avsak distri-
bucia medzi typmi tumorov bola velmi
rozdielna s najéastejsim vyskytom v sar-
kéme (18,7 %), glioblastome (7,2 %)
a urotelidlnom karcinéme (2,9 %) [64].
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Podla portalu cbioportal.org [65] su
gény HDM2 a HDMX spolu s génom
TP53 (kédujucim protein p53) altero-
vané az v 43 % skumanych vzoriek.
TP53 je alterovany v 39 % skimanych
vzoriek, s najc¢astejsim vyskytom muta-
cii. V 3 % vzoriek bola najdend alterécia
HDM2 a v 4 % vzoriek bola ndjdend altera-
cia HDMX (obr. 2A). Zastupenie danych al-
terdcii sa vyrazne lisi podla typu rakoviny
(obr. 2B). Gén TP53 je alterovany vyrazne
v mnohych typoch rakoviny najma skrz
mutacie, s najvy3sim vyskytom v ovarial-
nom a cervikdlnom karcinéme. V pripade
cervikalneho karcindomu mézeme pozo-
rovat, Ze amplifikdcia HDM2 a HDMX je
takmer vynimoc¢na. Najvyraznejsia am-
plifikdcia HDM2 sa vyskytuje v sarkéme
makkych tkaniv (takmer 20 %). HDMX je
amplifikovany najcastejsie v karcinome
prsnika (takmer 14 %).

Dal$ou pri¢inou zvy3enej hladiny pro-
teinov HDM2 a HDMX moze byt aj po-
lymorfizmus jedného nukleotidu (sin-
gle nucleotide polymorphism — SNP).
V géne HDM2 bol dékladne sku-
many polymorfizmus na dvoch mies-
tach, SNP309 a SNP285. Polymorfizmus
v mieste 309 sa nachadza v prvom in-
trone prométora HDM2 P2. Prométor
P2 vo variante SNP309 G/G vykazuje
2x vyssiu afinitu pre transkripcny faktor
Sp1 a vedie k efektivnejsej transkripcii
génu v porovnani s formou prométora
SNP309 T/T [66]. Variant alel SNP309 G/G
bol spojovany s vy$Sou pravdepodobno-
stou nadorovych ochoreni [66,67], avsak
mnohé studie na réznych typoch rako-
viny poukazuju na nejednoznacnu spo-
jitost polymorfizmu SNP309 s nado-
rovymi ochoreniami [68-71]. Naopak
polymorfizmus SNP285 je spajany s niz-
$im vyskytom rakoviny. Pritomnost alely
SNP285C potlaca zvysenu afinitu Sp1 vy-
volanu variantou SNP309G [72]. AvSak
tato suvislost nebola pozorovana napr.
v karcinéme pluc [73]. Novsie Studie na-
znacuju, Ze vzajomné porovnanie vy-
skytu jedného a druhého polymorfizmu
v konkrétnych tkanivach a vztiahnutie
vysledkov na konkrétny typ populécie
moze prispiet k jednoznacnejsim vysled-
kom [74]. V géne HDMX boli taktiez sle-
dované polymorfizmy jedného nukleo-
tidu spdjané s inaktivaciou proteinu p53,
ato SNP1, SNP7, SNP9 a SNP12 [75]. Dal-

$im Studovanym polymorfizmom HDMX
je SNP34091 A > C, avsak jednoznacné
spojenie s vyskytom v urcitych typoch ra-
koviny zatial nebolo preukadzané [76,77].

Regulacia hladiny proteinov
HDM2 a HDMX

Hladina proteinov HDM2 a HDMX je regu-
lovand na urovni transkripcie, translacie
a posttransla¢nych procesov. Medzi tran-
skripéné procesy veduce k nadmernej ex-
presii proteinov HDM2 a HDMX patri sig-
nalizacia skrz dradhu Ras, ktord aktivuje
transkrip¢ny faktor ETS, a ten vedie k pre-
pisu génov HDM2 a HDMX [78,79]. Na
transkrip¢nej regulécii génu pre HMID2 sa
podiela aj hlavny interakény partner, pro-
tein p53. Aktivacia proteinu p53 vedie
k spusteniu transkripcie génu HDM?2,
a tak dochéadza k spatnovazbovej regula-
cii. HDM2 méze opat ubikvitinovat p53,
¢im znizi jeho hladinu.V pripade proteinu
HDMX dlho nebol pozorovany priamy
vplyv proteinu p53 na transkripciu tohto
génu. Neskor bola aj u HDMX, tak ako
predtym u HDM2, popisana transkripéna
aktivacia proteinom p53 z miesta dru-
hého prométora, na rozdiel od bazélnej
transkripcie zacinajucej z prvého promé-
tora [20,21]. Boli popisané aj dalsie tran-
skripcné faktory podielajuce sa na regu-
lacii transkripcie HDM2, ako napr. IRFS,
Sp1[80].

Ako jednym z posttranskripcnych pro-
cesov ovplyvnujucich hladinu protei-
nov HDM2 a HDMX boli popisané rézne
mikroRNA. Napriklad mir-192, mir-194
amir-215, ktoré su ovplyviiované protei-
nom p53, znizuju hladinu HDM2 [81].
mir-34a sa viaze do miesta SNP34091
v mRNA pre HDMX a vedie k znize-
nej hladine proteinu HDMX [82]. Vplyv
tychto interakcii vSak nebol zatial potvr-
deny v in vivo experimentoch, a preto
su dalsie Studie nutné k objasneniu vy-
znamu a moznému vyuzitiu [83].

Posttransla¢né modifikacie tvoria vy-
znamny mechanizmus reguldcie pro-
teinov HDM2 a HDMX skrz vplyv na ich
stabilitu a funkciu. Délezitu ulohu zohré-
vaju mnohé kinazy veduce k fosforyla-
cii na Specifickych miestach proteinov.
Medzi kindzy, ktoré vyvolavaju zvy-
Senu stabilitu proteinov HMID2 a HDMX
a naslednu inaktivaciu p53, patria najma
Akt kinazy (thymomas of AKR mice)

HDM?2 je fosforylovany Akt kinazou
na Ser166 a Ser186 [84], HDMX na
Ser367 [85]. ATM kindza naopak repre-
zentuje fosforyla¢ny enzym veduci k od-
buravaniu proteinov HDM2 a HDMX.
Protein HDM2 je primarne fosfory-
lovany na Ser395 [86] a HDMX na
Ser403 [87]. Takto fosforylované proteiny
HDM2 a HDMX maju zvysenu afinitu
voci p53 mRNA [15,17,88]. Fosforylacia
a zaroven vazba s p53 mRNA znemoznia
ich schopnost viazat p53 protein, a tak
dochddza k aktivacii p53 drahy [18]. Fos-
forylacia taktiez meni ubikvitinacnua ak-
tivitu proteinu HDM2, pretoze namiesto
ubikvitinacie p53, protein HDM2 ubikvi-
tinuje sam seba a protein HDMX [18].
Fosforylacie v tychto miestach boli sku-
mané aj na mysich modeloch a bolo uka-
zané, Ze skutocne hraju ulohu v odpo-
vedi na poskodenie DNA [89,90].

Z uvedenych prikladov je zrejmé, ze
hladina proteinov HDM2 a HDMX je re-
gulovand na viacerych urovniach. Na-
rusenie spravnej reguldcie moéze viest
k nadmernej expresii HDM2 a HDMX.
Avsak zatial nie je Uplne zndme, akym
podielom sa mézu ré6zne mechanizmy
Ucastnit na onkogénnom pédsobeni
HDM2 a HDMX.

Vyuzitie HDM2 a HDMX v liecbe

ludskych nadorov

Proteiny HDM2 a HDMX su kltuc¢ové re-

gulatory proteinu p53 s neprekryvaju-

cou sa funkciou. Zasah do regulacnej osy

proteinu p53 cez tieto dva negativne re-

gulatory je tak prirodzenou moznostou,

ako potenciovat protein p53 k vykona-

vaniu jeho protinadorovej aktivity. Vdaka

dokladnému poznaniu $truktary a funk-

cie proteinov HDM2 a HDMX bolo navrh-

nutych viacero lie¢ebnych pristupov:

1. cielenie na protein-proteinovu inter-
akciu medzi HDM2-p53 a HDMX-p53;

2. cielenie na zmenu transkrip¢nej akti-
vity pre gény HDM2 a HDMX;

3. cielenie na ubikvitina¢nu funkciu RING
domény;

4. cielenie na heterodimerizéciu protei-
nov HDM2 s HDMX;

5. cielenie na transla¢nu kontrolu spros-
tredkovanu proteinom HDM2.

Jeden z prvych pristupov aktivujucich
p53 dréhu skrz inhibiciu protein-protei-
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novej interakcie medzi HDM2 bol popi-
sany uz v roku 2004 Vassilevom et al za
pouzitia nizkomolekuldrnych latok, nut-
linov [91]. Nutliny sa Specificky viazu do
hydrofébnej kapsy proteinu HDM2, a tak
znemoznuju naviazanie proteinu p53.
Tym dochédza k akumuldcii proteinu
p53, aktivacii drahy p53, zastave bunko-
vého cyklu a apoptdze. Tieto latky presli
aj do klinickych studii fazy | pod ndzvom
RG7112 alebo RO5045337 (klinické
studie ¢. NCT01677780, NCT01164033,
NCT01605526, NCT01143740, NCT0062
3870, NCT00559533, NCT01635296).
Boli testované na réznych solidnych tu-
moroch, leukémii a i. ako monoterapia,
ale aj v kombindcii s lie¢ivami ako do-
xorubicin ¢i cytarabin. Avsak bola za-
znamenana vysokd hematologicka toxi-
cita tejto latky [92]. Neskor boli vyvinuté
nutliny druhej generécie s vyssou ucin-
nostou a mensimi vedlajsimi efektmi,
ako napr. idasanutlin [93]. Tieto latky
boli testované ako monoterapia, ale aj
ako kombinovanad liecba s inymi lieci-
vami, napr. s cisplatinou, s Poly (ADP-ri-
boéza) polymerazou (PARP) inhibitormi
v preklinickych studiach [94,95]. Pod na-
zvom RG7388 alebo RO5503781 su za-
radené aj v klinickych studiach fazy | a l
opat ako monoterapia alebo v kombina-
cii s lie¢ivami, ako napr. obinutuzumab,
idarubicin a i. (faza | - NCT01462175,
NCT01773408, NCT01901172, NCT033
62723, NCT02828930, NCT02624986,
NCT02633059; faza Il - NCT03287245,
NCT02624986, NCT02633059). Napri-
klad v pripade akutnej myeolidnej leu-
kémie (AML) pacientov bola pozorovana
dobra znasanlivost lie¢by sprevadzana
klinickou odpovedou aj ako monote-
rapie, ale aj v kombindcii s cytarabi-
nom [96]. Idasanutlin sa dostal aj do kli-
nickych testov faze Il pre pacientov
s AML v kombindcii s cytarabinom (NCT
02545283).

Mnohé dalsie lie¢iva vyuzivaju straté-
giu blokovania p53 vazby s proteinom
HDM2. Patria sem nizkomolekuldrne
latky z rady spiro-oxindolov ako MI-
7730, imidazothiazolov ako DS-3032b,
piperidinonov ako AMG232 a mnohé
daldie [97]. Okrem nizkolmolekuldr-
nych latok sa ako inhibitory HDM2 vy-
uzivaju aj peptidy, ktoré mimikuju tri
hlavné aminokyseliny p53 interaguj-

Uce s HDM2 (Phe19,Trp23,Leu26). Takyto
peptid sa $pecificky viaze do hydroféb-
nej kapsy p53-vazbovej domény. Na roz-
diel od malych molekul ponuka moz-
nost blokovat nielen interakciu s HDM2,
ale zaroven aj s HDMX [98,99]. Peptid
s ndzvom ALRN-6924 vstupil aj do klinic-
kych studii zameranych na solidné tu-
mory, lymfémy a AML (NCT02909972,
NCT02264613).

Iné pristupy aktivacie p53 drahy
skrz HMD2 a HDMX boli zatial uka-
zané v predklinickych studiach. Na blo-
kovanie transkripcie génov boli po-
pisané latky ucinkujice na expresiu
HDM2 [100,101] alebo na HDMX [102].
Blokatory ubikvitina¢nej aktivity pro-
teinu HDM2 boli najdené pomocou
screeningu latok ubikvitina¢nym testom
v bunkach a bol ukdzany ich synergis-
ticky efekt na apoptézu s DNA-poskod-
zujucimi latkami [103]. KedZze HDM?2 di-
merizécia s HDMX stabilizuje protein
HDM2 a tym zvysSuje jeho ucinnost
v ubikvitinacii p53, narusenie tejto inter-
akcie pomocou mimikujucich peptidov
ponuka alternativu k aktivacii signalnej
drahy p53 [104]. Schopnost HDM2 viazat
MRNA XIAP bola tiez vyuzita pri navrhu
lie¢iv. HDM2 sa za normdlnych podmie-
nok viaze k mRNA XIAP, inhibitoru apo-
ptdzy, a zvysuje jeho translaciu. Pésobe-
nim latky MX69, ktord blokuje interakciu
HDM2 s mRNA XIAP, sa znizi hladina pro-
teinu HDM2 a taktiez translacia proteinu
XIAP, stabilizuje sa protein p53 a docha-
dza k zastave bunkového cyklu [105].

Zaver

Proteiny HDM2 a HDMX patria medzi
onkogénne proteiny.V normalnych pod-
mienkach su délezitymi regulatormi hla-
diny proteinu p53, ale hraju aj vyznamnu
Ulohu v opravach poskodenej DNA. Pri
nadmernej expresii HDM2 alebo HDMX
dochadza k nadmernému blokovaniu
odpovede skrz p53 signélnu dréhu, ¢o
vedie k vzniku nadorov. Zvysena hladina
proteinov HDM2 a HDMX bola pozoro-
vand takmer u vietkych typoch nadorov
a je spojovana s inaktivaciou signélnej
drahy p53 v nadoroch, ktoré si zacho-
vavaju wild type p53. Hladina protei-
nov HDM2 a HDMX je zvy$ena najma
skrz génovu amplifikaciu, ale bol popi-
sany aj vplyv polymorfizmov jedného

nukleotidu, prip. zmeny v reguldcii tran-
skripcie, posttranskripénych procesov,
translacie a posttransla¢nych procesov.
Vyskum v oblasti Struktdry proteinov
HDM2 a HDMYX, ich interakcie s protei-
nom p53 a poznanie funkcie jednotli-
vych domén dovolil vznikndt mnohym
pristupom k ovplyvneniu p53 drahy.
Niektoré latky vstupili do klinickych
studii fazy |, Il a lll a predstavuju sfubnu
moznost lie¢by urcitych typov rakoviny,
ako napr. AML.
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Prima-1a APR-246 v lécbé nadorovych

onemochneni

Prima-1and APR-246 in Cancer Therapy

Zatloukalova P, Galoczova M., Vojtések B.

Regionalni centrum aplikované molekularni onkologie, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno

Souhrn

Vychodiska: Nejc¢astéji mutovanym proteinem u naddorovych onemocnéni je p53 a jednou
zmoznosti protinadorové terapie je reaktivace jeho neaktivni mutované formy. Cilem reaktivaci
je nastartovani apoptdzy a potlaceni maligniho fenotypu. Latkou schopnou reaktivovat mu-
tantni p53 je Prima-1 nebo jeji metylovana forma Prima-1"¢t (ozna¢ovana také jako APR-246).
Jedna se o nizkomolekuldrni latky, které byly testovany u fady nadorovych bunécnych linii,
ale i na samotnych nadorech nesoucich mutantni p53. Cil: Cilem ¢lanku je shrnout dosavadni
poznatky o mechanizmu plsobeni Prima-1 a APR-246, popsat jejich vyuZiti v protinddorové
terapii a zaroven shrnout vysledky klinickych studii, jimiz APR-246 aktualné prochazi. Zdvér:
Z dosavadnich experiment( vzesla fada protichdidnych vysledkd upozorfiujicich na fakt, ze me-
chanizmus ucinku latek neni stale zcela objasnén. S urcitosti jen vime, Zze Prima-1 i APR-246 in-
dukuje apoptézu nadorovych bunék. Specificita latek k mutantnimu p53 je vsak velmi varia-
bilni a odviji se predevsim od pouzitého buné¢ného modelu a typu mutace. Kromé samotné
reaktivace p53 jsou pravdépodobné ovlivnény i dalsi bunééné mechanizmy, které cytotoxicky
ucinek latek modifikuji.

Klicova slova
Prima-1 (MET) — APR-246 - Prima-1 - reaktivace p53 - apoptéza

Summary

Background: p53 is the most mutated protein in cancer and the reactivation of its inactive mu-
tated form represents one possibility for antitumor therapy. Reactivation leads to the initiation
of apoptosis followed by the suppression of the malignant phenotype. Prima-1 and its methy-
lated form Prima-1"¢t (also called APR-246) are compounds capable of reactivating mutated
p53. Both are low-molecular substances that have been tested in a number of tumor cell lines
and tumors bearing mutated p53. Aim: This article summarizes what is currently known about
both compounds, describes the possibilities of their use in anti-tumor therapy, and outlines
the results of currently undergoing clinical trials of APR-246. Conclusion: The results show that
the mechanism of action of both compounds is still not clear. The mechanism is only known
clearly in the case of Prima-1, and APR-246 is only known to induce apoptosis. The specificity of
both substances for mutated p53 differs considerably and depends mainly on the cell model
employed and the type of mutation. In addition to p53 reactivation itself, these compounds
likely influence other mechanisms that also affect cytotoxic activity.

Key words
Prima-1Met — APR-246 - Prima-1 - reactivation of p53 - apoptosis
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Uvod

Protein p53 je nddorovy supresor, jehoz
klicovou funkci je regulace bunéc¢ného
cyklu a apoptézy v odpovédi na riizné
druhy buné¢ného stresu. Jako ,strazce
genomu” zamezuje kumulaci mutaci,
a tim pfispivéd k omezeni vzniku malig-
niho fenotypu. U témér poloviny na-
dorovych onemocnéni dochazi k mu-
tacim TP53. Sekvenovanim exom( vice
nez 3 000 vzorkd u 12 nejcastéji se vy-
skytujicich lidskych nadoru byla zjisténa
pfitomnost mutace TP53 u 42 % analy-
zovanych vzorkd, nejcastéji pak u karci-
nomu vaje¢niku a endometria, nejméné
naopak u karcinomu ledvin [1]. U n&-
dorl s velmi Spatnou prognézou, jako
jsou ,high-grade” serézni karcinom va-
jecniku, triple negativni karcinom prsu,
nador jicnu ¢i plic se uvadi pfitomnost
mutované formy p53 (p53mut) do-
konce az v 80 % pfipadl [2]. Nadory
s p53mut jsou obvykle charakterizovany
horsi prognézu, zvysenou invazivitou
a metastazovanim.

Nejcastéjsim typem mutaci TP53 jsou
bodové mutace, které méni smysl ko-
donu a jejichz vysledkem je substituce
jedné aminokyseliny za jinou. Témér
90 % z nich je lokalizovdno v DNA va-
zebné doméné p53 [3], kde pfispivaji
k nesprdvnému sbalovani proteinu,
znemoznuji jeho vazbu na DNA cilo-
vych genll a omezuji tak jeho nadorové
supresorovou funkci v bunce [4]. Ne-
mutovana forma p53 (p53wt) se v nor-
malnich bunkach vyskytuje ve velmi
nizkych hladinéach, a to z divodu regu-
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Obr. 1. Chemicka struktura Prima-1 a APR-
-246 a jejich spontanni konverze na
methylen quinuclidinon (MQ).

lované degradace E3-ubikvitin ligdzou
MDM2. Naopak v pfipadé p53mut je in-
terakce s MDM2 narusend a vede k jeho
omezené degradaci a kumulaci v bun-
kach [5]. p53mut muze navic ziskat nové
onkogenni vlastnosti pfispivajici k pre-
Ziti nddorovych bunék nebo ke vzniku
rezistence k chemoterapii [6].

V soucasné dobé je vyvijeno znacné
usili ziskat nové latky specificky se va-
zajici na p53mut, schopné vyvolat bu-
néc¢nou apoptdézu ¢i podpofrit dalsi
mechanizmy potlacujici rdst a prolife-
raci bunék nebo alespon zvysit citli-
vost bunék k chemoterapeutikiim. Mezi
latky, které byly jiz v minulosti testo-
vany a jejichz antiproliferativni Ucinek
je spojen s reaktivaci p53, patii napf.
MIRA-1 [7], CP 31398 [8], PhiKan083 [9],
ale také Prima-1 (p53 reactivation
and induction of massive apoptosis)
a APR-246[10,11].

Mechanizmus ptlisobeni

Prima-1 a APR-246

Prima-1 byla identifikovdna v roce
2002 v rdmci screeningu knihovny niz-
komolekuldrnich latek amerického Na-
rodniho onkologického institutu (Natio-
nal Cancer Institute — NCl). Jeho cilem
bylo nalézt latky schopné zménit ne-
funkcni konformaci p53mut na funkéni
p53wt a tim reaktivovat funkci p53 jako
nadorového supresoru schopného po-
tlacit rast nadorl [12]. Chemicky se
jednd o 2,2-bis(hydroxymethyl)-1-aza-
bicyklo[2,2,2]oktan-3-on (obr. 1) [10,12].
Analyzou strukturnich analogl byla
poté odhalena metylovana forma ozna-
Cujici se jako Prima-1"et neboli APR-246,
chemicky 2-hydroxymethyl-2-metho-
xymethyl-aza-bicyklo[2,2,2]oktan-3-on
(obr. 1). Biologicka aktivita obou slou-
¢enin je dana konverzi na methylen qui-
nuclidinon (MQ), ke které dochazi spon-
tanné pfi fyziologickém pH (obr. 1) [13].
Jeho struktura obsahuje dvojnou vazbu
udélujici MQ slabé elektrofilni vlast-
nosti a umoznujici mu fungovat jako Mi-
chaeldv akceptor, tzn. preferenéné in-
teragovat se slabymi nukleofily. Slabé
nukleofily jsou v buné¢ném prostredi
zastoupeny zejména thiolovymi sku-
pinami na cysteinech obsazenych ve
strukturach proteint ¢i redoxnich re-
guldtoru. V ptipadé p53 se MQ kova-

lentné vaze na centralni ¢ast proteinu,
kterd obsahuje 10 cysteinovych rezi-
dui [13]. Pocitacovou analyzou struktur-
nich modeld p53 byla identifikovéna va-
zebnd kapsa obsahujici cysteiny Cys124,
Cys135 a Cys141 [14]. In vitro studie
pak prokazaly, ze primarni roli pfi reak-
tivaci p53mut pomoci Prima-1 hraje al-
kylace Cys124 [14], kterd je spoustétem
alkylaci ostatnich cysteinC destabilizo-
vaného p53, které jej nakonec termo-
dynamicky uvézni v transkrip¢né aktivni
konformaci [15] a navrati mu schop-
nost transaktivovat cilové geny. Vazbou
MQ na Cys277 a Cys124 dochazi k reak-
tivaci p53 nesouciho mutaci v R175H. Al-
kylace pouze Cys277 zvysuje termosta-
bilitu p53wt a p53 nesoucich mutace
R175H a R273H [16]. Déle bylo zjisténo,
ze Prima-1 zvySuje expresi chaperonu
Hsp90a, ktery také mize napomahat
spravnému sbalovani p53 [17].

In vitro a in vivo studie u rlznych na-
dorovych modelG prokazaly schop-
nost Prima-1 i APR-246 indukovat apo-
ptézu [18-20] a zastavu bunécného
cyklu[19,20]. Vétsi cytotoxicitu obecné vy-
kazuje APR-246, a to piedevsim diky vyssi
lipofilité a schopnosti Iépe penetrovat bu-
nécnou membranou [11,21]. Reaktivace
p53 pomoci Prima-1 ¢&i APR-246 byla stu-
dovana predevsim v souvislosti s bodo-
vymi mutacemi ménicimi smysl kodonu.
Reaktivacni efekt obou latek byl ale také
prokazan u buné¢nych linii s TP53 nesou-
cich bodové mutace vedouci ke vzniku
zkracenych forem proteinu ¢i mutace
zplsobujici posun ¢teciho ramce [22].
V soucasné dobé se objevuiji studie upo-
zornujici na cytotoxicky efekt obou latek
u bunécnych linii s deletovanou ¢i nemu-
tovanou formou p53, tzn. na cytotoxicky
efekt nezavisly na mutaci v p53 [22-24].

Reaktivace p53 zpusobuje indukci
apoptoézy prostiednictvim vnitfni mi-
tochondridlni drahy, a to regulaci pro-
-apoptotickych a anti-apoptotickych
proteinl rodiny Bcl-2. Rada publikaci
popsala reaktivaci apoptdzy indukova-
nou Prima-1 nebo APR-246, avsak s roz-
dilnymi vysledky v expresi pro-apopto-
tickych proteinl PUMA, BAX a APAF-1.
U plicnich bunéénych linii APR-246 indu-
kovala zvyseni aktivace kaspdazy-2 a zvy-
Seni exprese PUMA a BAX [25].V jiné stu-
dii bylo prokazano, ze APR-246 indukuje
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expresi proteind APAF-1 a PUMA, nikoli
vsak BAX [26]. Naopak indukce apoptézy
po expozici Prima-1 nebo APR-246 ne-
byla zjisténa u nemalobunécného kar-
cinomu plic (non-small-cell lung can-
cer — NSCLC) [27], rakoviny prostaty [28]
nebo sarkomu mékkych tkani [29].
V této souvislosti nebyly u p53wt ani
p53mut detekovany zmény bunécéného
cyklu [27,28], pfitomnost apoptotickych
télisek [28] ani nedochazelo ke stépeni
PARP [27,29], které by jinak poukazovalo
na aktivaci apoptotickych mechanizm.
U nadorovych linii sarkomu mékkych
tkani bylo zjisténo, ze APR-246 akti-
vuje signalni drahu JNK [29] a tim spou-
$ti apoptdzu v zavislosti na mutantnim
stavu p53 u bunéc¢nych linii odvozenych
od nédor0 tlustého streva [30]. V proti-
kladu k témto studiim bylo ovsem také
publikovéno, Ze indukce apoptézy je
podminénd inhibici signalni drahy JNK
u linii odvozenych od nadoru prsu [31].
Rozdilné vysledky tedy upozoriuji
na nejasnosti v mechanizmu u¢inku
Prima-1 i APR-246 a poukazuji na moz-
nou pritomnost dalsich elementd ¢i me-
chanizmd, které by mohly ovliviovat je-
jich cytotoxickou aktivitu.

Procesy indukované Prima-1 nebo
APR-246 nezavislé na pritomnosti
p53mut

Jak bylo zminéno vyse, cytotoxicita
APR-246 i Prima-1 se mUze projevit bez
ohledu na pfitomnost p53mut. Mimo
reaktivaci p53mut maji Prima-1 i APR-
246 schopnost aktivovat procesy ve-
douci kindukci apoptdzy, které jsou viak
na p53 proteinu nezavislé (schéma 1).
APR-246 je inhibitorem thioredoxin re-
duktazy (TrxR1), enzymu katalyzuji-
ciho redukci thioredoxinu. MQ se vaze
na selenocysteiny obsazené ve struk-
tufe TrxR1, ¢imz méni jeho funkci z re-
duktdzy na NADPH oxiddzu vedouci
ke zvy3ené produkci reaktivnich forem
kysliku (reactive oxygen species — ROS)
a tim k indukci apoptézy [23]. Inakti-
vace TrxR1 mUlze byt podpofend spo-
le¢nym pouzitim APR-246 a inhibitort
PARP-1 [32]. MQ se také mUze véazat na
cysteiny glutationu a tim snizit jeho in-
traceluldrni hladinu a podpofit vznik
ROS [33]. Zvysena hladina ROS nasledné
indukuje autofagii, jak bylo prokdzano

MQ
reaktivace
—>  p53mut —> _—
APR-246 —> indukce
apoptézy
MQ
A
TAp63ymut reaktivace
_) U
TAp73Bmut
MQ MQ snizeni
intracelularnich
—> glutathion —> hladin > zvyiena
produkce
MQ zména funkce —> ROS
z reduktazy
—> TrxR1 —> naoxidazu
Prima-1 —>
indukce
ER stresu

Schéma 1. Procesy indukované Prima-1 a APR-246 vedouci k indukci apoptézy.
MQ - methylen quinuclidinon, TrxR1 - inhibitor thioredoxin reduktazy, ROS - reaktivni
formy kysliku, ER - stres endoplazmatického retikula

u nadorovych bunék exprimujicich
p53mut i p53wt [34]. Dale bylo zjis-
téno, ze p53 vykazuje modula¢ni efekt
na autofagii vyvolanou Prima-1 u bunék
s p53wt. Prima-1 omezuje autofagii, za-
timco v pfitomnosti p53mut autofagii
spousti a podporuje [34]. Proteomicka
analyza navic ukazala, Ze kromé pro-
teinQ vnitini mitochondridlni apopto-
tické drahy jsou do mechanizmu pu-
sobeni Prima-1 zapojeny také proteiny
anaerobni glykolyzy [35], které naopak
muzou napomdahat nadorovym burikdm
brénit se apoptotickym signaltim.
Dal$im mechanizmem pfispivajicim
k cytotoxicité Prima-1 je stres endoplaz-
matického retikula, tzv. UPR (unfolded
protein response) (schéma 1). K aktivaci
UPR dochazi pti kumulaci chybné sba-
lenych proteind. Bunika se snazi obno-
vit normalni stav tim, ze degraduje tyto
proteiny a zaroven zvysuje expresi mole-
kuldrnich chaperon(. V pfipadé selhani
téchto regula¢nich mechanizmd je spus-
téna apoptdza. Prima-1 zvysSuje expresi
chaperond, a to zejména proteinu tep-
lotniho Soku Hsp70 [24] a Hsp90 [17].
Zvysuje expresi CHOP [24], ktery spousti
apoptézu indukovanou UPR [36]. Navic

bylo potvrzeno, ze deplece CHOP vy-
razné snizuje cytotoxicitu Prima-1 [24].
Pfestoze je APR-246 nejcastéji zmino-
vana v souvislosti s reaktivaci p53, jeji
efekt byl prokdzan rovnéz u ostatnich
¢lend proteinové rodiny p53 (p63 a p73).
Proteiny rodiny p53 sdileji stejnou orga-
niza¢ni strukturu zahrnujici N-terminalni
transaktivacni doménu, DNA-vazeb-
nou doménu a C-terminalni oligome-
rizacni doménu. Diky caste¢né homo-
logii v oligomeriza¢ni doméné mohou
tvofit heterotetramery a vysoka homo-
logie v DNA-vazebné doméné indikuje
jejich schopnost vazat se také na stejné
cilové geny. Vsechny geny koédujici pro-
teiny rodiny p53 exprimuji fadu izofo-
rem. Diky existenci alternativnich pro-
motord ¢i pocatkd translace vznikaji
N-koncové zkracené izoformy, diky réz-
nym mistim sestfihu pak C-koncové
zkracené izoformy. N-koncové nezkra-
cené izoformy TAp63 a TAp73 pak vyka-
zuji nejvétsi homologii s p53 a rovnéz
se uplatiuji v indukci apoptdzy a zas-
tavé bunéc¢ného cyklu [37]. Na rozdil od
TP53 hraji TP63 a TP73 roli zejména v on-
togenezi a v nddorech jsou mutovany
jen velmi zfidka [38]. Mutace v TP63 jsou
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napf. hlavni pficinou EEC (ectrodactyly-
-ectodermal dysplasia-clefting) syn-
dromu, charakteristického ektrodakty-
lii, ektodermalni dysplazii a rozstépy rtu
nebo patra. APR-246 je schopna reakti-
vovat R240W a R304W mutantni formy
TAp63y, které odpovidaji hot-spot mu-
tacim R175H a R273H p53, a to u ke-
ratinocytt [39] a také u indukova-
nych pluripotentnich bunék pacienttd
s EEC syndromem [40]. Dale bylo zjis-
téno, Ze APR-246 je schopnd obnovit
pro-apoptotickou funkci mutantnich
forem TAp63y a TAp73B u nadorovych
bunék [41]. APR-246 mUze navic indu-
kovat p73-dependentni apoptézu bez
ohledu na mutaci p53 [42].

Cytotoxicita a terapeutické
vyuziti Prima-1 a APR-246
Distribuce latky do jednotlivych organ(
byla testovdna pomoci intravenézni ap-
likace radioaktivné znacené Prima-1.
Bylo zjisténo, Ze Prima-1 neni schopna
prekonavat hemoencefalickou bariéru,
akumuluje se ale v ledvinach a je vyluco-
vana moci [43].

Prima-1i APR-246 byly testovany u fady
lidskych malignit a cytotoxicky uci-
nek se lisil v zavislosti na pouzité na-
dorové linii ¢i nadoru (IC,, v rozmezi
0,75-200 pl) [44]. Rozdilna cytotoxicita
APR-246 byla pozorovand u bunéénych
linii nesoucich stejnou mutaci v p53, ale
i u vzorka ziskanych ze stejného nadoru,
ale v rGznych fazich histopatologické di-
ferenciace (odlisny ,grading”) [18]. Cy-
totoxicky ucinek APR-246 se nepro-
jevil u vzorkld ziskanych od pacienttd
s chronickou B lymfocytarni leukemii
(B CLL) nesoucich hemizygotni delece
v TP53 [45]. Omezeny nebo téméF zadny
cytotoxicky efekt Prima-1 nebyl pozoro-
van u nenddorovych bunék krve [42,45]
a fibroblastti [11,46].

Cytotoxicka aktivita APR-246 byla tes-
tovana in vitro a ex vivo v rdmci mnoha
studif, a to samostatné nebo v kombinaci
s bézné pouzivanymi cytostatiky.V [é¢bé
fady karcinom0 se uplatiuji slou¢eniny
platiny, které vytvareji kovalentni vazby
s purinovymi bazemi v DNA, ¢imz ome-
zuji jeji replikaci a aktivuji signdini drdhu
p53. Bylo zjisténo, Zze APR-246 obno-
vuje citlivost k cisplatiné u bunék ziska-
nych z high-grade seréznich ovaridlnich

(HGSO) karcinomt nesoucich rezistenci
k cisplatiné [47,48]. Synergicky efekt
APR-246 a cisplatiny byl pozorovan u na-
dorovych bunék ziskanych z ascitu HGSO
karcinom@ nesoucich v DNA-vazebné
doméné mutaci v p53 ménici smysl| ko-
donu, ale i u vzork(l nesoucich p53wt
nebo zkracenou formu p53 [48]. Syner-
gicky efekt Prima-1 anebo APR-246 s cis-
platinou byl dale zjistén u bunéénych
linii kolorektalniho karcinomu [11],
adenokarcinomu plic [11], karcinomu
hlavy a krku [46] a karcinomu slinivky
bfisni [49]. Na xenogennim modelu
in vivo karcinomu plic [7], jicnu [22] a va-
jecniku [47] byl také potvrzen synergicky
ucinek Prima-1 nebo APR-246 a cispla-
tiny. Dalsi latkou znemoznujici replikaci
DNA vazbou na oba fetézce (interkalaci)
nebo inhibici topoizomerazy Il je doxo-
rubicin. Synergicky efekt s Prima-1 nebo
APR-246 in vitro a ex vivo byl pozorovan
u karcinomu vajecniku [47,48], Stitné
zlazy [50], slinivky bfisni [49], prsu [17]
a mnohocetného myelomu [42]. V sou-
Casné dobé je APR-246 testovana v kom-
binaci s karboplatinou a pegylovanym
lipozomdlnim doxorubicinem v kli-
nické studii faze Ib/Il u HGSO karci-
nomu (NCT02098343, NCT03268382).
V klinické studii NCT0299989 faze Ib/Il
je APR-246 testovana v kombinaci s cis-
platinou a 5-fluorouracilem pfi lé¢bé po-
krocilého a metastazujiciho karcinomu
jicnu s mutaci v p53.

Dalsi latkou testovanou v kombinaci
s APR-246 je olaparib, ktery se fadi do
skupiny inhibitord PARP regulujicich re-
paraci poskozené DNA. Vyfazenim me-
chanizmu opravy dochazi ke zvy3eni cit-
livosti nddorovych bunék k |é¢bé. Silny
synergicky efekt s APR-246 byl pozoro-
van u NSCLC, a to bez ohledu na pfitom-
nost mutace v p53 [51]. APR-246 navic
zvysila citlivost k olaparibu u bunék
s p53mut, které byly k olaparibu rezis-
tentni [51]. Synergicky efekt s olapari-
bem byl pozorovan i u prsnich nadoro-
vych linii s p53mut [52].

p53mut se pfili§ ¢asto nevyskytuje
v koznich nadorech (cca v 17 %) a prav-
dépodobné nehraje vyraznéjsi roli pfi
rozvoji maligniho melanomu (MM).
Pfesto byl zjistén synergicky efekt
u kombinovaného pouziti APR-246 a ve-
murafenibu. Vemurafenib je specificky

inhibitor mutace BRAFY®, kterd ma za
nasledek zvyseni aktivity BRAF kinazy ve-
douci k nekontrolovanému bunéénému
rdstu [53]. K mutaci BRAF dochdazi pfi-
blizné u 50 % koznich melanom{, z nichz
pravé mutace V60OE je nejcastéjsi [54].
Pokud neni gen BRAF mutovany, neni
ani vemurafenib ucinny. APR-246 v kom-
binaci s vemurafenibem potlacuje pfi-
rozenou i ziskanou rezistenci k tomuto
léCivu. APR-246 zvySuje citlivost na-
dorovych bunék k vemurafenibu bez
ohledu na pfitomnost mutace v p53, coz
bylo potvrzeno u bunék MM nesoucich
BRAFV6%E v 3D kulture, ale i na xenogen-
nim modelu in vivo [26,55]. Dal3im kom-
petitivnim inhibitorem mutace BRAF,
ktery selektivnéinhibuje kinazu BRAF V6,
je dabrafenib. V sou¢asné dobé probihd
klinicka studie NCT03391050 faze Ib/Il,
jejimz cilem je posoudit bezpecénost
a lé¢ebné ucinky APR-246 v kombinaci
s dabrafenibem u pacientd s nereseko-
vatelnym a/nebo metastazujicim mela-
nomem s pozitivni mutaci BRAF.
Kombinovany ucinek byl testovan
u APR-246 a bortezomibu. Jedna se o in-
hibitor proteazomu, ve kterém dochazi
k odbouravani nepotiebnych protein(.
Inhibici proteazomu dochazi k omezeni
proteolyzy proteinli podilejicich se na
regulaci bunécného cyklu a apoptdzy.
Kombinovany Gcinek obou latek byl pro-
kazan u mnohocetného myelomu bez za-
vislosti na pfitomnosti mutace v p53 [24].
V prvni ukoncené klinické studii
(NCT00900614) byla APR-246 poda-
vdna v monoterapii s eskalaci davky
pacientdm s hematologickymi malig-
nitami (n = 15) a pacientlm s karcino-
mem prostaty (n = 7), tedy typem so-
lidniho nadoru s vysokym zastoupenim
p53mut. Studie prokazala klinicky dob-
rou toleranci k l1éku a pfiznivy farmako-
kineticky profil. Maximalni tolerovana
davka byla stanovena na 60 mg/kg. Ve-
dlejsi negativni ucinek toxicity limitu-
jici davku predstavovala zvySend akti-
vita jaternich transaminaz ALT/AST, ktera
u jednoho pacienta dosahovala stupné
3-4. Nejcastéjsimi limitujicimi toxickymi
ucinky pak byly poruchy centrdlni ner-
vové soustavy jako Unava, dezorientace,
zavrat a bolest hlavy dosahujici stupné
1 nebo 2. K projeviim dochézelo jiz
v prabéhu ¢i kratce po infuzi, ale poru-
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chy se jevily jako reverzibilni. Farmakoki-
netika latky vykazovala rozdily mezi jed-
notlivymi pacienty a nebyla zavisla na
ddvce ani case, biologicky polocas roz-
padu (t, ) byl stanoven na 4-5 hod [56].

Posledni probihajici klinickd studie
NCT03072043 faze Ib/Il je zaméfend na
[écebné ucinky APR-246 v kombinaci
s azacitidinem. Cilem je zjistit, zda tato
kombinovana terapie zlepsuje celkové
preziti pacientll s hematologickymi ma-
lignimi onemocnénimi, jako jsou akutni
a chronickd myeloidni leukemie, myelo-
dysplasticky syndrom a myeloprolifera-
tivni choroby.

APR-246 byla také testovana v kombi-
naci s radioterapii. Bylo zjisténo, ze za-
feni senzitizuje nadorové bunécné linie
prostaty nesouci p53mut a linie s de-
letovanym p53. Zadny uc¢inek neméla
APR-246 v kombinaci se zafenim na na-
dorové linie nesouci p53wt a na lidskych
fibroblastech [28].

Zaveér

Prima-1 a APR-246 jsou latky vykazujici
protinadorovy uUcinek u fady nadoro-
vych onemocnéni. Hlavnim mechaniz-
mem Ucinku v bunce je indukce apo-
ptézy. Obé latky zvysuji expresi genl
zapojenych do kontroly bunééného
cyklu a apoptézy v nddorovych burikach
nesoucich p53muti p53wt.V poslednich
letech se ukazuje, ze mohou u¢inné in-
dukovat procesy, které jsou na aktivité
p53 nezavislé, ¢imz se rozsifuji moznosti
jejich klinického vyuziti. Cytotoxicka ak-
tivita latek byla testovand in vitro u fady
nadorovych linii a na xenogennich mo-
delech in vivo, a to v monoterapii nebo
v kombinaci s béZné pouzivanymi cyto-
statiky. V kombinaci s jinymi lécivy byl
velmi casto zjistén synergicky ucinek.
Latky navic zvysuji citlivost nadorovych
bunék k danému cytostatiku, dokonce
napomahaji preklenout rezistenci k pou-
Zitému lécivu, jejiz vznik velmi ¢asto pfi-
spivéd k selhani protinadorové lécby.
V kombinaci s chemoterapii ¢i ionizuji-
cim zafenim by obé tyto latky v budouc-
nosti mohly nabidnout nové moznosti
pro lécbu agresivnéjsich typa nadoru.
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Acetylsalicylova kyselina a jeji potencial
v chemoprevenci kolorektalniho karcinomu

Acetylsalicylic Acid and its Potential for Chemoprevention

of Colorectal Carcinoma
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Souhrn

vuji skupinu Iékd inhibujicich enzym cyklooxygenédzu (COX) a vykazujicich Gcinek analgeticky, anti-
pyreticky a antiinflamatorni. Diky své efektivité, dobré toleranci a snadné dostupnosti patii k celosvé-
tové nejvice uzivanym lékdim. Jiz nékolik desitek let pribyvaji dlikazy o jejich protinddorovém Gcinku,
pricemz nejvétsi mnozstvi publikovanych praci se tykd kolorektalniho karcinomu (colorectal cancer -
CRQ). Na zakladé vysledk( pokust in vitro a in vivo a dat ziskanych z epidemiologickych a klinickych
studii se v soucasné dobé diskutuje o moznosti nasazeni NSAID zejména v rdmci tzv. chemoprevence
CRC, jejimz cilem je zabranit vzniku nebo rekurenci prekanceréz a nador(. Nadéjnym lékem v této in-
dikaci je acetylsalicylova kyselina (acetylsalicylic acid — ASA), kterd je nejstarsim, vice nez 100 let pou-
zivanym ¢lenem rodiny NSAID. Pfedpoklada se, Ze neselektivni ireverzibilni inhibice COX je dilezitym,
nikoli véak jedinym mechanizmem jejiho protinddorového G¢inku. Siréimu vyuziti v chemoprevenci
CRC brani nedostate¢né definovand cilova skupina pacientd a zejména pak obavy z gastrointestinalni
a rendlni toxicity vyvolané zvlasté pfi jejim dlouhodobém uzivéni. Cil: Predkladana prehledova prace
seznamuje s Ulohou COX v nddorové biologii CRC a poukazuje na vysledky nejzajimavéjsich experi-
mentd objasnujicich protinddorovy efekt ASA. V neposledni fadé rozebira nejduleZitéjsi publikované
klinické analyzy chemopreventivniho tcinku ASA u CRC a hodnoti aktudlIni situaci.

Klicova slova
antiflogistika nesteroidni - kyselina acetylsalicylova — kolorektalni karcinom - cyklooxygenaza —
chemoprevence

Summary

Background: Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID) represent a group of medicaments
inhibiting cyclooxygenase (COX) enzyme, and, in parallel, these drugs show also analgesic, anti-
pyretic and anti-inflammatory effects. Due to their efficiency, good tolerance and easy availability,
they belong to the world’s most used drugs. For decades, evidence of their anti-tumor activity
has been growing, with the largest amount of published work being related to colorectal cancer
(CRC). Based on both in vitro and in vivo experiments and data obtained from epidemiological and
clinical studies, potential application of NSAID as chemo-preventive treatment for CRC patients is
recently discussed in order to prevent development or recurrence of precanceroses and tumors.
Promising treatment for such indication would be acetylsalicylic acid (ASA), which is the oldest,
more than 100 years used member of the NSAID family. Nonselective irreversible COX inhibition
is an important but probably not solely mechanism of its anticancer activity. Notably, wider use of
ASA in chemoprevention is also prevented due to particular concerns about gastrointestinal and
renal toxicity caused especially by its long-term use. Aims: This review introduces the role of COX
in tumor biology of CRC and highlights the results of the most interesting experiments illustrating
the anti-tumor effect of ASA. Moreover, our work evaluates the most important published clinical
analyzes of the ASA chemopreventive effect on CRC and discusses the current state.

Key words
non-steroidal anti-inflammatory agents — acetylsalicylic acid — colorectal carcinoma - cyclooxyge-
nase - chemoprevention

Prace byla podpofena projektem MSMT —
NPU I - LO1413, MZ CR - RVO (MOU, 00209805)
a GACR 16-14829S.

This work was supported by the projects MEYS —
NPS I = LO1413, MH CZ — DRO (MMCI, 00209805)
and by Czech Science Foundation project no.
16-14829S.

Autofi deklaruji, Ze v souvislosti s predmétem
studie nemaji zadné komercni zajmy.

The authors declare they have no potential
conflicts of interest concerning drugs, products,
or services used in the study.

Redak¢ni rada potvrzuje, Ze rukopis préace
splnil ICMJE kritéria pro publikace zasilané do
biomedicinskych ¢asopist.

The Editorial Board declares that the manuscript
met the ICMJE recommendation for biomedical
papers.

(=]

MUDr. Jan Podhorec

Regionalni centrum aplikované
molekuldrni onkologie

Klinika komplexni onkologické péce
Masarykdv onkologicky tstav

Zluty kopec 7

656 53 Brno

e-mail: jan.podhorec@mou.cz

Pfijato/Accepted: 10.9.2017

doi: 10.14735/amko20182577

Klin Onkol 2018; 31 (Suppl 2): 2577-2581

2577




ACETYLSALICYLOVA KYSELINA A JEJI POTENCIAL V CHEMOPREVENCI KOLOREKTALNIHO KARCINOMU

Uvod

Kolorektalni karcinom (colorectal can-
cer — CRC) patii celosvétové mezi nej-
Castéjsi nddorovd onemocnéni, v roce
2012 s po¢tem 1,4 milionu nové dia-
gnostikovanych pfipadd obsadil treti
pficku. Incidence vykazuje nar(sta-
jici trend a existuji odhady, ze do roku
2030 dosahne hodnoty kolem 2,2 mi-
lionu[1].Dle odhadtlze vroce 2018 pred-
pokladat v Evropé kolem 500 000 pfi-
padl CRC a pfiblizné 243 000 umrti [2].
Vznik CRC je dlouhodoby proces za-
hrnujici progresi prvotnich |ézi do sta-
dia adenomu a nésledné CRC [3]. Jedna
se o slozity mnohastupnovy proces, ve
kterém hraje klicovou roli vice environ-
mentalnich a genetickych faktor(, napf.
mutace v klicovych genech APC a TP53.
Ukazuje se, Ze existuje propojeni mezi
kancerogenezi CRC a stfevnim zanétem,
obzvlasté chronickym [4]. Jednim ze
spole¢nych jmenovatelll téchto procest
je enzym cyklooxygenéza (COX), ktera se
Ucastni metabolizmu kyseliny arachido-
nové, jehoz vyslednymi produkty jsou
prostaglandiny (PG), zejména pak PGE2,
a tromboxan A2.V poslednich tfech de-
setiletich se postupné rozviji snaha
o ovlivnéni s nddorem asociovaného za-
nétu prostfednictvim 1ékd ze skupiny
nesteroidnich antiflogistik (non-ste-
roidal anti-inflammatory drugs — NSAID)
v rdmci koncepce tzv. chemoprevence.
Byly publikovény vysledky mnoha epi-
demiologickych a experimentalnich stu-
dii, které potvrzuji efekt NSAID v pre-
venci vzniku adenomu i CRC. Z nékolika
zvazovanych 1ékd se jevi jako nejvice
perspektivni pouziti acetylsalicylové ky-
seliny (acetylsalicylic acid — ASA, v ang-
losaské literatufe uvadéna castéji jako
aspirin). Jedna se o nejstarsiho zastupce
NSAID, ktery neselektivné inhibuje COX,
coz je pravdépodobné zakladni, i kdyz
ne jediny mechanizmus jeho protinado-
rového Ucinku.

Cyklooxygenaza a prostaglandiny
v kancerogenezi CRC

V literature se obvykle diskutuji dvé izo-
formy COX odlisujici se kromé jiného
stupném exprese v rdznych tkanich.
Zatimco COX-1 je konstitutivné expri-
movdana jako tzv. housekeeping enzym
v naprosté vétsiné tkani, inducibilni izo-

forma COX-2 se nachazi v tkanich posti-
zenych zanétem, v prekanceréznich [é-
zich [5] a v tkdnich malignich [6]. Nékdy
se jako dalsi izoforma uvadi také COX-3,
kterd je variantou genetického sestfihu
COX-1. Funkci COX je katalyzovat kon-
verzi arachidonové kyseliny na trombo-
xan A2 a prostaglandin H2 (PGH2), ktery
je prekurzorem pro syntézu dalsich pro-
stanoid. Je doloZeno, ze COX-2 prefe-
ren¢né syntetizuje prostacyklin a pros-
taglandin E2 (PGE2) [7]. Z hlediska zanétu
a kancerogeneze je ze viech prostaglan-
dinl pravdépodobné nejdulezitéjsim
pravé PGE2, jehoz zvysend hladina je
detekovatelnd u zvifecich modell CRC
a v klinickych vzorcich ziskanych z ade-
nomatéznich polypl a nadort [8]. Na-
vazanim PGE2 na povrchovy bunéény
receptor EP1-EP4 dojde zejména ke spus-
téni signalizace cestou G-proteinu, pfi-
¢emz diverzita exprese jednotlivych re-
ceptort je jednim z dlivodd rozmanitosti
biologickych ucink(l PGE2, a to nejenom
v kancerogenezi [9]. Signdlni cesta COX-
2/PGE2 se u CRC podili pfedevsim na in-
dukci antiapoptotického proteinu Bcl-2
(B-cell leukemia/lymphoma-2) [10].
Jejim pUsobenim déle dochazi k trans-
aktivaci receptoru epidermalniho rlisto-
vého faktoru (epidermal growth factor
receptor — EGFR) a spusténi mitogenniho
signalu cestou ERK2 (mitogen-activated
protein kinase 1 — MAPKT) [11]. Aktivaci
drahy PI3K-PKB (phosphoinositide-3-ki-
nase/protein kinase B) dochézi k rozpo-
jeni komplexu axin-GSK3-beta (glycogen
synthase kinase 3- beta) a aktivaci beta-
-kateninu, coz vede ke stimulaci rstu na-
dorovych bunék [12]. COX-2/PGE2 dale
aktivuje drahu PI3K/PKB, ¢imz zvy3uje in-
vazivni potencial bunék CRC [13]. Svou
roli hraje i v oblasti nddorové angioge-
neze, nebot prostfednictvim transkrip¢-
niho faktoru indukovaného hypoxii
(hypoxia-inducible factor 1 - HIF-1) indu-
kuje expresi vaskularniho endotelialniho
rastového faktoru (vascular endothelial
growth factor — VEGF) [14]. V neposledni
fadé se COX podili i na niku nddorovych
bunék pfed imunitnim dohledem - po-
psana je suprese dendritickych bunék,
NK (natural killer) bunék nebo T lymfo-
cytl [15]. Z klinicko-patologického hle-
diska je zajimava souvislost zvysené ex-
prese COX-2 s parametry, jako je velikost

tumoru, nizkd a stfedni diferenciace na-
dorovych bunék, déle souvislost s vy3sim
poctem uzlinovych metastaz, neovasku-
larizaci tumoru, ale také s horsim prezi-
vanim [16]. ZvySena exprese COX-2 byla
asociovana se zvysenou pravdépodob-
nosti rekurence tumoru a obzvlasté
se vznikem hematogenné se Siticich
metastaz [17].

Nesteroidni antiflogistika (NSAID)
NSAID jsou skupinou lékd, resp. latek,
které nasly Siroké vyuziti zejména pro
svUj analgeticky, antipyreticky a antiflo-
gisticky efekt. Zakladnim mechanizmem
jejich Ucinku je inhibice COX, kterd vede
ke snizeni produkce prostaglandint[18].
Jednotlivi zastupci skupiny NSAID se lisi
svoji selektivitou ke COX-1, resp. COX-2.
Napf. acetylsalicylova kyselina (ace-
tylsalicylic acid - ASA) v nizsich kon-
centracich inhibuje selektivné COX-1,
ve vyssich pak také COX-2. K neselek-
tivnim inhibitorm COX se fadi napf.
ketoprofen, diklofenak, indometacin
a ibuprofen. Existuji také tzv. COX-2 pre-
feren¢ni NSAID (nimesulid, meloxikam)
a dale pak COX-2 selektivni NSAID (ce-
lekoxib, rofekoxib). Inhibice COX je
rovnéz dlvodem jejich rendlni a gas-
trointestinalni toxicity zplsobené dlou-
hodobym podavanim téchto latek. Ta
klesa se zvysujici se mirou selektivity ke
COX-2, zaroven se ale pfi dlouhodo-
bém podavani selektivnich inhibitor(
COX-2 objevuje toxicita kardiovasku-
larni [19]. Nezadouci ucinky jsou pro
dlouhodobé pouziti nebo vyssi dav-
kovani limitujici a mohou byt nezfidka
i fatalni. Vysledky laboratornich experi-
mentl spolu s epidemiologickymi a kli-
nickymi studiemi pfinaseji pomérné
jednoznac¢né dukazy o antineoplastic-
kém efektu NSAID, ktery je nejvyraznéjsi
a také nejlépe prozkoumany u CRC. Jed-
nim z prvnich klinickych prikazd moz-
ného efektu NSAID u kolorektalnich
prekanceréz bylo pouziti sulindaku
u pacientd s Gardnerovym syndromem,
které vedlo k radikadlnimu snizeni poctu
polypl [20]. | kdyZ je inhibice COX pod-
statou vétsiny farmakologickych efektd
NSAID, jiz pomérné dlouho je zndmo,
Ze existuji i jiné, na inhibici COX a syn-
téze prostaglandinl nezavislé mechani-
zmy pUsobeni. Napfiklad podéni celeko-
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xibu jako vysoce selektivniho inhibitoru
COX-2 v zdvislosti na davce indukovalo
zastavu bunécného cyklu v GO/G1 fazi
v bunéc¢nych liniich odvozenych od CRC,
a to dokonce i v pfipadé, Zze buriky neex-
primovaly COX-2 [21]. Celekoxib se navic
ukazal byt nejen selektivnim inhibito-
rem COX-2, ale navic i pomérné silnym
inhibitorem PDK1 (pyruvate dehydroge-
nase kinase 1), kterd je klicovou kindzou
u mnoha proonkogennich signdlnich
drah [22].

Acetylsalicylova kyselina,
molekularni mechanizmy jejiho
protinadorového ucinku, klinicky
vyznam

ASA se fadi k nespecifickym inhibito-
riim COX, pficemz inhibice je dosazena
reverzibilni acetylaci kli¢ovych serino-
vych zbytk( na molekule COX. Konkrétni
antineoplastické mechanizmy ASA jsou
rdznorodé a nadale zUstavaji predmé-
tem intenzivniho vyzkumu. Lze odGvod-
néné predpokladat, Ze minimalné z¢asti
jsou tyto mechanizmy podminény sni-
Zenim koncentrace PGE2, coZ Uzce sou-
visi se vsemi vyse uvedenymi dasledky.
V bunécnych liniich odvozenych od CRC
zplsobuje ASA zejména u bunék s mu-
taci v PIK3CA zastavu bunéc¢ného cyklu
a indukci apoptdzy [23]. Déle je po-
psano zvyseni hladiny ,mismatch re-
pair” protein [24]. Dochazi k uvol-
néni cytochromu c a k aktivaci kaspaz
9, 3 a 8, snizuje se hladina cytoplazma-
tického IkBa, ¢imz dochazi k indukci sig-
nalizace cestou NFkB, coz je nejspise
nejdllezitéjsi zplsob, kterym ASA zp(-
sobuje apoptézu [25]. ASA déle osla-
buje aktivitu T bunécného faktoru (T-cell
factor - TCF), aniz by narusila komplex
beta-katenin/TCF, coz vede ke snizeni
transkripce cilovych gend signaliza¢ni
drahy, kterd hraje klicovou roli v regulaci
bunécné proliferace béhem embryonal-
niho vyvoje [26]. ASA je jako nejstarsi
¢len rodiny NSAID v klinické praxi vyuzi-
vand jiz vice nez 100 let, diky ¢emuz je
profil jeji toxicity i pfi dlouhodobém uzi-
vani dobfe znam. Zhruba od 80. let mi-
nulého stoleti se uvazuje o jejim vyu-
Ziti v rdmci chemoprevence nadorovych
onemocnéni. Je slibnym kandidatem pfi
prevenci kolorektalnich adenom i ade-
nokarcinomd, a to jak sporadickych, tak

i hereditarné podminénych. Randomizo-
vana, dvojité zaslepena studie publiko-
vana v roce 2003 zkoumajici efekt ASA
na tvorbu polypl srovnévajici placebo
vzhledem k ASA v davkach 81 mg/den
a 325mg/den prokazala mirné sni-
Zeni rizika ve skupiné pacientl uziva-
jicich 81 mg ASA denné (RR 0,81; 95%
Cl 0,69-0,96) [27]. Uzivani ASA (v davce
160/300 mg/den) vedlo ke snizeni poctu
polypud pouze po roce od zahajeni studie
(RR 0,73; 95% Cl 0,52-1,04), ne viak po
4 letech uzivani [28]. Metaanalyza Ctyf
randomizovanych studii (Thrombosis
Prevention Trial; British Doctors Aspirin
Trial; Swedish Aspirin Low Dose Trial; UK-
-TIA Aspirin Trial) a studie Dutch TIA Aspi-
rin Trial, publikovana v roce 2010 a hod-
notici efekt ASA naincidenci CRC a umrti
v jeho dusledku ve vztahu k délce po-
davani, ddvce a umisténi tumoru uké-
zala, ze z celkového poctu 14 033 sle-
dovanych pacientld mélo 2,8 % (391)
pacientd diagnostikovany CRC (me-
dian follow-up 18,3 roku). Uzivani ASA
snizilo 20leté riziko vzniku CRC (HR
0,76; 0,60-0,96, p = 0,02), v¢. mortality
(HR 0,65; 0,48-0,88, p = 0,005), zlepseni
parametr( vsak nebylo zjisténo u kar-
cinom( rekta. Taktéz nebyl prokazany
vyssi benefit v pfipadé podavanych
davek ASA vyssich nez 75 mg/den [29].
Nicméné v soucasnosti existuje dopo-
ru¢eni americké organizace U. S. Pre-
ventive Services Task Force (USPSTF)
(se stupném ,B”) k uzivani nizké davky
(tj. < 100mg denné) ASA jako primarni
prevence kardiovaskularnich nemoci
a CRC u pacientt ve vékovém rozmezi
50-59 let s min. 10% 10letym kardiovas-
kuldrnim rizikem spolu s min. ocekdva-
nou délkou Zivota 10 let, ktefi nejsou ri-
zikovi stran krvaceni. U pacientt ve véku
60-69 let je zdlraznéna nutnost indi-
vidudlniho rozhodovéni [30]. Mezina-
rodni multicentrickd, randomizovana
a placebem kontrolovand klinicka stu-
die zkoumala ucinek ASA (600 mg/den)
a/nebo tzv. rezistentniho $krobu u mla-
dych pacientl s familidrni adenoma-
tézni polypézou [31]. Primarnim sle-
dovanym cilem bylo mnozstvi polypt
v rektu a v kolon sigmoideum. Vysledek
této studie nesplnil oc¢ekavani, nebot
v zddném ze zkoumanych ramen ne-
bylo snizeni po¢tu polypl pozorovéno.

Byl pozorovan pouze trend ve snizeni
tzv. polypové néloze, a to ve skupiné
pacientll uzivajicich ASA. Povzbudivych
vysledkl vsak bylo dosazeno ve studii
CAPP2 zkoumajici efekt ASA u pacientl
s Lynchovym syndromem (hereditarni
nepolypo6zni CRC (hereditary nonpoly-
posis colorectal cancer - HNPCQ)) [32].
Z 861 pacientl bylo do skupiny uzivaji-
cich ASA zafazeno 427, do skupiny uzi-
vajicich placebo pak 434. Priimérna
doba uzivani ASA cinila 25 mésicd, pra-
mérny follow-up byl 55,7 mésice a za
tuto dobu vzniklo u 48 pacientl 53 pri-
marnich nadorl kolorekta - 18 ve sku-
piné s ASA, 30 ve skupiné s placebem.
Analyza ¢asu do vzniku prvniho nadoru
prokazala HR 0,63 (95% Cl 0,35-1,13).
Pacienti, ktefi dokonili 2 roky inter-
vence, vykazovali HR 0,41 (0,19-0,86,
p = 0,02). BEhem intervence byly ne-
zédouci ucinky ASA srovnatelné s pla-
cebem. Vyznam uzivani ASA v nizkych
davkach zpochybnila neddvno publi-
kovand analyza kohorty 8 391 pacient(
s CRC stadia Dukes A-C (data ziskana
ze Scottish Cancer Registry) [33]. Poda-
vani ASA v nizkych davkach nebylo aso-
ciovano se snizenim umrtnosti z dd-
vodu CRC (adjustované HR 1,17; 95%
Cl 1,00-1,36), podobné bez efektu bylo
i uzivani pred diagnézou (adjustované
HR 0,86; 95% Cl 0,88-1,05). V soucasné
dobé probiha nékolik randomizovanych
studii, vétsinou faze I, jejichz vysledky
Ize ocekavat v nejblizsich letech a které
by mohly zodpovédét alespon nékteré
otazky tykajici se uziti ASA v prevenci
a terapii kolorektéalnich adenom( a CRC
(tab. 1) [34].

Zavér

Lze konstatovat, Ze Uloha COX-2 a PGE2
v kancerogenezi CRC je nezpochyb-
nitelna. Avsak navzdory pocatecnim
tendencim nelze jednoznacné pfipi-
sovat protinddorovy ucinek NSAID
a konkrétné ASA inhibici COX a nésled-
nému snizeni hladiny PGE2. Mechani-
zmus puUsobeni je nejspise komplexni
a prestoze pribyva dlkazl o protinado-
rové aktivité téchto |ékd nezévislé na
COX, nadale zlstava mnoho otazek ne-
zodpovézeno. Lepsi pochopeni téchto
mechanizm( by tak mohlo vést i ke sta-
noveni prediktivnich faktorl nasazeni
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~
Tab. 1. Vybrané klinické studie zkoumayjici ASA u kolorektalniho karcinomu, dostupné z clinicaltrials.gov ke dni 7. 9. 2018 [34].
Oficialni nazev studie, (clinicaltrials.gov identifikator) Faze, nabor, zkousena medikace,

predpokladané ukonceni
A Phase Ill Double-blind Placebo-controlled Randomised Trial of Aspirin on Recur- faze Ill, nébor probiha, ASA vs. placebo,
rence and Survival in Colon Cancer Patients (NCT03464305) 12/2026
Adjuvant Aspirin Treatment in PIK3CA Mutated Colon Cancer Patients. A Randomized, féaze Ill, ndbor probihd, ASA vs. placebo,
Double-blinded, Placebo-controlled, Phase Ill Trial (NCT02467582) 6/2029
Assessment of the Effect of a Daily Chemoprevention by Low-dose Aspirin of New or  faze Ill, ndbor probiha, ASA vs. placebo,
Recurrent Colorectal Adenomas in Patients With Lynch Syndrome (NCT02813824) 12/2025
Enteric-coated Aspirin for Prevention of Postsurgical Recurrence and Metastasis in faze ll, nabor probiha, ASA vs. placebo,
Asian Colorectal Cancer Patients (the APREMEC Trial): a Large-scale Multicenter Ran-  10/2022
domized Double-blind Placebo-controlled Trial (NCT02607072)
A Randomized Double-blind Placebo-controlled Study With ASA Treatment in Colo- faze Ill, nabor probiha, ASA vs. placebo,
rectal Cancer Patients With Mutations in the PI3K Signaling Pathway (NCT02647099) 3/2022
Aspirin for Dukes C and High Risk Dukes B Colorectal Cancers — An Internatio- faze lll, nabor probiha, ASA vs. placebo,
nal, Multi-Center, Double Blind, Randomized Placebo Controlled Phase Ill Trial 6/2026
(NCT00565708)
A Randomized, Phase Il, Double-blind, Placebo-controlled, Multicenter, 2 x 2 Facto- faze I, ndbor probiha, ASA a/nebo met-
rial Design Biomarker Tertiary Prevention Trial of Low-dose Aspirin and Metforminin  formin, 3/2020
Stage I-ll Colorectal Cancer Patients. The ASAMET Trial (NCT03047837)
PD-1 Antibody Combined With COX Inhibitor in MSI-H/dMMR or High TMB Colorectal  faze I, ndbor probihd, PD-1 protilatka
Cancer: a Single Arm Phase Il Study (NCT03638297) a ASA/celekoxib, 12/2019
A Randomised Double Blind Dose Non-inferiority Trial of a Daily Dose of 600 mg Ver-  faze Ill, ndbor zatim neprobiha, ASA,
sus 300 mg Versus 100 mg of Enteric Coated Aspirin as a Cancer Preventive in Car- rizné davkovani, 9/2027
riers of a Germline Pathological Mismatch Repair Gene Defect, Lynch Syndrome
(NCT02497820)
French Prospective Randomised Double Blind Study, on Aspirin Versus Placebo in Re-  faze I, ndbor zatim neprobihd, ASA vs.
sected Colon Cancer With PI3K Mutation (NCT02945033) placebo, 7/2024
ASA - acetylsalicylova kyselina

J

ASA v chemoprevenci. Predevsim pak ri-
ziko gastrointestindlni a renalni toxicity,
zvlasté pak pfi dlouhodobém uzivani,
které je pro chemoprevenci nezbytné,
je jednim z hlavnich dlivodd, které zatim
brani plosnému zavedeni ASA v této
indikaci. Bude nejspise nutna selekce
vhodnych skupin pacientd, u kterych
bude benefit prevazovat nad rizikem.
Ukazuje se napf., Zze chemoprevence
ASA ma své odlvodnéni u pacientd, je-
jichz nadory vykazuji nadmérnou ex-
presi COX-2 [35]. Jednim z prediktord |é-
¢ebné odpovédi mize byt napf. mutaéni
stav PIK3CA, jak prokézala molekuldrné-
-patologickd epidemiologickd studie
publikovana v roce 2012, ktera pouka-
zala na vyrazné nizsi riziko smrti z d{i-
vodu CRC v pfipadé mutovaného PIK3CA
(HR 0,18; 95% Cl 0,06-0,61) [36]. Nezod-
povézenou rovnéz zUstava otdzka opti-

malni davky, délky uzivénia také vhodné
doby zahdjeni chemoprevence.
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PUVODNI PRACE

Exprese a funkéni charakterizace miR-34c¢

U karcinomu délozniho hrdla

Expression and Functional Characterization of miR-34c

in Cervical Cancer
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Souhrn

Vychodiska: Karcinom délozniho hrdla je ¢tvrtym nejcastéjsim onkologickym onemocnénim
u Zen a v drtivé vétsiné piipadl je spojen s infekci lidskymi papilomaviry. Virové infekce jsou
obvykle doprovazeny morfologickymi zménami epitelialnich bunék, avsak pomoci stavajicich
dostupnych vysetfovacich metod neni lehké rozlisit, zda se jedna o projevy produktivni infekce,
nebo zmény vedouci ke vzniku maligniho onemocnéni. Z toho ddvodu stale narlista potieba
nalézt vhodné diagnostické biomarkery karcinomu délozniho hrdla, napf. ve formé miRNA,
tj. malych nekddujicich molekul RNA regulujicich genovou expresi. Materidl a metody: Hla-
dina miR-34c v cervikélnich nddorovych liniich byla stanovena pomoci kapkové digitaini poly-
merazové fetézové reakce. Zvyseni a inhibice exprese miR-34c in vitro bylo dosazeno pomoci
transientni transfekce s vyuzitim specifickych oligonukleotid(, a to miRNA mimikujicich, nebo
miRNA inhibujicich. Bunécna proliferace byla analyzovéna barvenim krystalovou violeti s na-
slednym spektrofotometrickym mérenim. Zmény v migracnich vlastnostech byly studovany
pomoci,scratch” testu. Exprese vybranych proteinl byla stanovena imunochemicky. Vysledky:
Inhibice exprese miR-34c byla spojena s mirnym zvysenim bunécné proliferace a predevsim
s vyraznym zvysenim schopnosti bunék migrovat. Analyza exprese miR-34c provadéna na sou-
boru 39 dysplastickych tkani a 35 vzork( zdravych kontrol nasledné ukazala signifikantni rozdil
(p < 0,01) v hladiné této miRNA. Zdveér: Komparativni expresni analyza prokazala signifikantné
snizenou expresi miR-34c u prekanceréz délozniho hrdla v porovnani s normalnim netransfor-
movanym epitelem. Pfi modulaci exprese miR-34c in vitro byla potvrzena tumor supresorova
Uloha miR-34c u cervikélnich malignit.
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Summary

Background: Cervical cancer is the fourth most common cancer in women and is usually associated with human papillomavirus infection. Viral
infections are usually characterized by morphological changes of epithelial cells; however, it is difficult to determine using recently available
screening methods whether the changes are caused by productive infection or by malignant disease. Thus, new efforts are required to find
novel diagnostic biomarkers of cervical cancer, such as miRNAs, which are small non-coding RNAs involved in the regulation of gene expre-
ssion. Materials and Methods: miR-34c levels in cervical cancer cell lines were determined by the droplet-digital polymerase chain reaction.
Changes in miR-34c expression in vitro were achieved by transient transfection with a specific miRNA mimic and inhibitor oligonucleotides.
Cell proliferation was analyzed by crystal violet staining followed by spectrophotometric measurements. The effect on migratory properties
was studied using a ,scratch” assay. Western blotting analysis was used to determine the expression of selected proteins. Results: The downre-
gulation of miR-34c expression was associated with a slight increase in cellular proliferation and a significant increase in cell migration. The
analysis of miR-34c expression performed on a set of 39 dysplastic tissues and 35 samples of healthy controls subsequently revealed a significant
difference (p < 0.01) in the level of this miRNA. Conclusion: Comparative expression analysis revealed lower expression of miR-34c in cervical
precanceroses than in normal untransformed epithelium. in vitro modulation of miR-34c expression revealed its tumor suppressor role in cervical

malignancies.
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Uvod
Karcinogeneze délozniho hrdla je vice-
stupnovy proces, ktery je zapocat infekci
lidskymi papilomaviry (human papillo-
mavirus — HPV) s naslednou epizomalni
perzistenci viru v hostitelské bunce
a jeho zaclenénim do genomu. Ac-
koli bylo popsano vice nez 200 rdznych
kmen lidskych HPV [1], se vznikem pre-
kancer6z a naslednym nadorovym one-
mocnénim jsou spojovany tzv. high-
-risk kmeny, pfedevsim HPV16 a HPV18,
které jsou pUvodcem pfiblizné 70 %
vsech karcinom( délozniho hrdla [2]. Sa-
motnému vzniku karcinomu pfedchazi
vyvoj pres prekancerdzu, tzv. high-grade
dlazdicobuné¢nou intraepitelidlni 1ézi
(high-grade squamous intraepithelial
lesions — HSIL). Za iniciaci maligni trans-
formace jsou zodpovédné zejména vi-
rové onkoproteiny rané faze E6 a E7,
které inhibuji tumor supresorové pro-
teiny p53 a pRb (retinoblastomovy pro-
tein). Protein p53 se aktivné podili na
celé fadé protinadorovych funkci, v¢. re-
gulace apoptdzy, buné¢ného cyklu, ge-
nomové stability, angiogeneze a dalsich
procesll spojenych s maligni transfor-
maci. pRb pfedevsim blokuje bunéény
cyklus v G1 fazi, ¢imz brani burikam, aby
se nekontrolované mnozily. V pfipadé,
Ze je bunka pripravena k déleni, dochazi
k fosforylaci pRb a tim jeho inaktivaci [3].
Vzhledem ke skutecnosti, ze stavajici
dostupné vysetfovaci metody nedokdzi
rozlisit, zda morfologické zmény v epi-
telu délozniho hrdla povedou ke vzniku

nadoru ¢i nikoli, roste akutni potfeba
nalézt diagnostické biomarkery umoz-
nujici stanovit riziko vzniku karcinomu
délozniho hrdla. Aktudlni a zna¢né atrak-
tivni moznost v tomto sméru predstavuji
malé nekdédujici RNA molekuly zvané
mikroRNA (miRNA). miRNA se obvykle
vazi na 3’ UTR oblast (3" untranslated re-
gion), tedy 3’ nepfekladanou oblast ci-
lové mRNA, a indukuji jeji degradaci
nebo inhibuji jeji translaci [4-6]. Mohou
tudiz plnit funkci onkogent, kdy inhi-
buji expresi nadorovych supresor( a je-
jich hladina je v nddorové tkani zvysen3,
nebo mohou mit naopak funkci antion-
kogenni a inhibovat expresi onkogend,
v tomto pfipadé se v maligni tkani ob-
vykle setkdvame s jejich snizenou hladi-
nou. Pravé diky zménam exprese v na-
dorové tkdni mohou miRNA slouzit jako
diagnostické, prediktivni a prognostické
biomarkery, ¢i dokonce i jako lé¢ebné
modality uplatnitelné pfi terapii nadoro-
vych onemocnéni [7].

Spektrum miRNA spojenych s karcino-
mem délozniho hrdla neni kompletné
popsano, stejné tak ani tloha doposud
popsanych miRNA ve vzniku a rozvoji to-
hoto onemocnéni. V nasi praci jsme se
zamérili na rodinu miR-34, predevsim
miR-34c, jejiz ¢lenové se uplatriuji jako
nadorové supresory, nebot casto zasta-
vaji Ulohu prostfednikd v ramci signali-
zace mezi proteinem p53 a jeho cilovymi
molekulami a podileji se tak na regulaci
bunécné proliferace, migrace, invazivity,
angiogeneze a apoptdzy [8,9].

Material a metody

Bunécné linie odvozené od karcinomu
délozniho hrdla C-4l, HeLa (obé HPV18+),
Ca Ski a SiHa (obé HPV16+) byly kultivo-
vany v D-MEM (HeLa), RPMI (Ca Ski, SiHa)
a McCoy’s (C-4l) médiu s pfidavkem 10 %
fetdlniho bovinniho séra (fetal bovine
serum-FBS) pfi37°Ca5 % CO,.Bunky byly
transfekovany s vyuzitim polyethylen-
iminu (PEI) specifickymi oligonukleotidy
(miRVana microRNA), které napodobuji
(miR-34c mimic, kat. ¢islo — 4464066) nebo
inhibuji endogenni miRNA (miR-34c
inhibitor, kat. ¢islo — 4464084). V prvnim
kroku transfekce bylo smichano bezsé-
rové médium s oligonukleotidy a k nim
se pak pfidal PEl. Po 15min inkubaci
za pokojové teploty se smés pfikapala
k burikam.

Klinicky material

V rdmci studie bylo analyzovéno celkem
74 vzorkd - 39 pochézelo z dysplastické
a 35 z prilehlé normalni tkané délozniho
hrdla. Jednalo se o vzorky z konizaci pro-
vadénych v letech 2011-2014. V3echny
pacientky podepsaly informovany sou-
hlas s vyuzitim klinického materialu k vé-
deckym uceldim.

Kvantifikace nukleovych kyselin

Celkova RNA byla izolovéna z bunék po-
moci TRIZOL reagentu (VWR). Po izolaci
RNA byla stanovena jeji ¢istota a kon-
centrace pomoci spektrometru Na-
noDrop 1000. Pro urceni ¢istoty byl sta-

noven pomér absorbanci A /A

260nm 280nm

Klin Onkol 2018; 31 (Suppl 2): 2582-2587

2583




EXPRESE A FUNKCNI CHARAKTERIZACE MIR-34C U KARCINOMU DELOZNIHO HRDLA

a pouze RNA, u kterych byl pomér v roz-
mezi hodnot 1,9-2,1, pak byly pre-
psané (10 ng RNA) do cDNA pomoci kitu
(TagMan miRNA Reverse Transcription
Kit) s vyuzitim specifickych primerd pro
miR-34c (Applied Biosystems). Kapkova
digitéIni polymerazova fetézova reakce
(droplet-digital polymerase chain re-
action — ddPCR) byla pouzita pro abso-
lutni kvantifikaci molekul nukleovych
kyselin. Vzorky ¢cDNA byly smichany
s fluorescen¢nimi sondami (TagMan
MicroRNA Assays, Applied Biosystems),
mastermixem (ddPCR Supermix for Pro-
bes, Bio-Rad) a olejem (ddPCR Dro-
plet Generation Oil for Probes, Bio-
-Rad). Pomoci generdtoru mikrokapek
(QX200 droplet generator, Bio-Rad) se
vytvofily olejové mikrokapky, které pak
byly podrobeny PCR reakci dle instrukci
vyrobce. Mikrokapky byly nasledné ana-
lyzovény fluorescenénim detektorem
(QX200 droplet reader, Bio-Rad).

Analyza bunéc¢né proliferace

Transfekované bunky byly po 24hod in-
kubaci spocitdny a presny pocet bunék
(5 000) byl nanesen na jamku 96jam-
kové desky. Buriky byly kultivovany dal-
Sich 24 hod, médium nasledné odsato
a bunky promyty. Poté byly bunky fi-
xovany a obarveny ve fixa¢né-barvicim
roztoku slozeném z formaldehydu, me-
tanolu a krystalové violeti po dobu pfi-
blizné 20 min. Po odstranéni zbytku
barviciho roztoku byly bunky promyty
vodou a vysuseny. Obarvené bunky byly
rozpustény v 2% dodecylsiranu sodném
(SDS) a modré zbarveni bylo méfeno
spektrofotometricky pfi vinové délce

595 nm. Méreni proliferace bylo opako-
vano ve 3 nezavislych opakovanich.

»Scratch” test

Bunky byly 24 hod po transfekci nasa-
zeny na 6jamkovou desku tak, aby se
vytvofila konfluentni vrstva bunék, ve
které byla vytvorena ryha pomoci plas-
tové 3picky. Postupné zacelovani ryhy
bylo pozorovéno pod mikroskopem, sni-
mano kazdé 4 hod a nasledné vyhod-
noceno pomoci Tscratch software [10]
(CSElab, ETH). Byly provedeny vzdy cel-
kem 3 nezdvislé experimenty.

Western blotting analyza

Bunky byly po transfekci lyzovany v ly-
za¢nim pufru, ktery obsahoval NP-40 de-
tergent, proteazové a fosfatazové inhi-
bitory. Proteiny byly separovany pomoci
SDS polyakrylamidové gelové elektrofo-
rézy a poté pfeneseny na nitrocelulézovou
membrénu. Cilové proteiny byly deteko-
vany pomoci specifickych primarnich pro-
tildtek rozeznavajicich — p21 (118, vlastni),
p53 (DO-1, vlastni), aktin (Santa Cruz Bio-
technology), MDM2 (2A9, vlastni) a na-
sledné vhodnych sekundarnich protildtek
(Santa Cruz Biotechnology, USA) konju-
govanych s peroxidazou. Signdly nava-
zané protilatky byly detekované pomoci
chemiluminiscence.

Statistika

Komparativni analyza exprese miRNA
pochdzejici z prekanceréz délozniho
hrdla vzhledem ke kontroldm tvofenym
pfilehlymi netransformovanymi tkdnémi
byla provedena pomoci neparametric-
kého Mann-Whitney U testu.
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Graf 1. Pomoci ddPCR byl stanoven ab-
solutni pocet kopii miR-34c vzhledem
k dané reakéni smési (koncentrace) na pa-
nelu cervikalnich bunéé¢nych linii, které
jsou k dispozici na pracovisti RECAMO.
ddPCR - kapkova digitalni polymerazova
fetézova reakce

Vysledky

Na panelu ¢tyf nddorovych buné¢nych
linii odvozenych od cervikalniho karci-
nomu byla pomoci ddPCR stanovena
hladina miR-34c. Nejvyssi hladina miRNA
byla detekovana u bunééné linie Ca Ski,
a to témér desetindsobné vyssi v porov-
nani s ostatnimi testovanymi bunéénymi
liniemi (graf 1). Znatelné nizsi hladina
miR-34c byla pozorovana u HPV18+ bu-
nécnych linii HelLa a C-4l. U bunéc¢né
linie SiHa se exprese miR-34c pohybo-
vala na hranici limitu detekce. Pro dalsi
studium byla vybrana HPV16+ bunéc¢nd
linie Ca Ski, vykazujici nejvyraznéjsi
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Graf 2. Stanoveni proliferace u bunécnych lini Ca Ski a HeLa. Celkem 24 hod po transfekci byly buriky barveny pomoci krystalové
violeti s naslednym spektrofotometrickym stanovenim intenzity fialového zbarveni, které je pfimo imérné mnozstvi bunék.
NEG - negativni kontrola (buriky transfekované nespecifickym oligonukleotidem)
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Obr. 1. Analyza bunécné migrace. Celkem 36 hod po transfekci 34l nebo 34M byla stanovena schopnost bunék Ca Ski (A) a HeLa (B)
migrovat pomoci scratch testu. Jako kontrola (NEG) slouzily burky transfekované nespecifickymi oligonukleotidy. Experiment byl

proveden 3x s podobnym vysledkem.

NEG - negativni kontrola (buriky transfekované nespecifickym oligonukleotidem)

expresi miR-34¢, a bunécna linie Hela
jako predstavitel HPV18+ bunék.

V rdmci funk¢ni analyzy dlohy miR-34c
béhem maligni transformace a progrese
cervikalniho karcinomu byl do nadoro-

vych bunék vnesen bud' specificky in-
hibitor miR-34c (34l) s cilem redukovat
expresi endogenni miR-34¢, nebo na-
opak specificky oligonukleotid mimiku-
jici pfitomnost miR-34c (34M). Nasledné

stanoveni proliferace u bunécnych linif
Ca Ski a Hela ukazalo, Ze v pfipadé inhi-
bice miR-34c Ize u obou bunécnych linii
pozorovat obdobny trend, nebot burky
transfekované 34l vykazovaly v porov-
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Graf 3. Komparativni analyza hladiny
miR-34c u cervikalnich prekanceréz (T)
a prilehlé netransformované tkané (N).

nani s kontrolnimi burikami intenziv-
né;jsi proliferaci (graf 2). V pfipadé trans-
fekce 34M nebyly vysledky konzistentni.
Bunécna proliferace byla méfena také
po 36 a 48 hod s podobnym vysledkem.

Moznost, Ze se miR-34c néjakym zpU-
sobem Ucastni mechanizm( zodpovéd-
nych za citlivost/rezistenci nddorovych
bunék karcinomu délozniho hrdla k che-
moterapeutikdim, byla analyzovana po-
moci testu viability (MTT test). Buriky
transfekované 34l nebo 34M byly vysta-
veny plsobeni cytostatik bézné pouzi-
vanych pii chemoterapii, konkrétné to-
potekanu, cisplatiné a paklitaxelu. Bylo
vsak zjisténo, Ze zména v hladiné miR-34c
zadsadnim zpuUsobem neovlivnila citli-
vost bunék odvozenych od cervikalniho
karcinomu k testovanym cytostatikiim
(data neuvedena).

Vliv miR-34c na bunécnou migraci
byl stanoven pomoci tzv. scratch testu.
Buriky transfekované 34l migrovaly vy-
razné rychleji nez kontrolni bunky
(obr. 1). Naproti tomu bunky transfe-
kované 34M slouzicim jako uméla exo-

cimi ze souboru CESC a zdravymi kontrolami (vlevo); **p < 0,005. B) Imunochemicka
analyza zmén exprese vybranych proteini po transfekci bunék Ca Ski a HeLa inhibito-
rem miR-34c (341) a miR-34c mimikujicimi oligonukleotidy (34M).

CESC - cervikalni spinoceluldrni karcinom a endocervikalni adenokarcinom

genni miRNA vykazovaly pomalejsi mi-
graci. Z téchto vysledkl je patrné, ze
miR-34c se v epitelidlnich bunkach dé-
loZniho hrdla pfimo podili na inhibici bu-
nécné migrace.

Tumor supresorovou Ulohu miR-34c
potvrzuji i vysledky analyzy prekanceré6z
pochdzejicich z délozniho hrdla. Kon-
krétné byla hladina miR-34c stanovena
u 39 HSIL a u 35 pfilehlych netransfor-
movanych tkani. Z grafu 3 je patrné, ze
exprese miR-34c¢ byla u dysplazii signi-
fikantné snizena (p < 0,01) v porovnani
s pfilehlou zdravou tkani.

S cilem nastinit mechanizmus, ktery
by se mohl uplatfiovat pfi regulaci ex-
prese miR-34¢, bylo pouzito srovnani
sekvenci s on-line databazi MethHC [11].
Ztetelné se ukazalo, ze ve vzorcich po-
chazejicich z nddorovych tkani dochazi
¢asto k hypermetylaci promotoru pro
miR-34c v porovnani s kontrolnimi zdra-
vymi tkanémi (obr. 2A). Na zdkladé jiz
publikovanych ¢lankd, které Gzce pro-
pojuji miR-34c a p53, jsme sledovali, zda
budou mit zmény v hladiné miR-34c vliv
na expresi p53 a jeho cilovych molekul.

Imunochemicka detekce prokazala, ze
po transfekci Ca Ski bunék 34M doslo
k mirné indukci exprese MDM2, p53,
p21 i LC3b, zatimco transfekce 34l ne-
méla zadny efekt (obr. 2B).

Diskuze

miRNA hraji dileZitou tlohu v fadé pato-
logickych proces(, v¢. maligni transfor-
mace. Mnoho praci se zabyva studiem
odlisné exprese miRNA v nadorovych
a pfilehlych nenadorovych tkanich se
zamérem objevit miRNA, které by mohly
slouzit jako biomarkery nebo konkrétni
cile vyuzitelné pii |é¢bé nadorovych
onemocnéni.

Tumor supresorova uloha rodiny
miR-34, jeZ je tvofena miR-34a/b/c, byla
prokdzana v fadé studii zabyvajicich se
funkci této miRNA u nadorovych one-
mocnéni, konkrétné se jednd o nékteré
epitelidlni nddory (karcinom plic, sli-
nivky bfisni, mlé¢né Zlazy, prostaty, Za-
ludku, vajec¢nik(, stfeva a konecniku),
melanomy, neuroblastomy, leukemie
a sarkomy [12]. Bylo zjisténo, Ze hladina
téchto miRNA je regulovana proteinem
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p53, ktery indukuje jejich expresi pfi ge-
notoxickém stresu obvykle vedoucim
k poskozeni DNA [13]. V navaznosti na
zvysenou expresi rodiny miR-34 pak ob-
vykle dochdzi k indukci apoptézy a bu-
nécné senescence. Nejznaméjsim za-
stupcem rodiny miR-34 je miR-34a,
v pfipadé této miRNA bylo popsano sni-
zeni hladiny i u karcinomu délozniho
hrdla v porovndni s pfilehlymi netrans-
formovanymi tkanémi, a to hned v né-
kolika nezavislych studiich [14,15]. Stran
miR-34c a cervikalnich malignit jsou sta-
vajici literdrni zdroje znacné omezenéjsi.
Expresnim profilovanim cervikalnich
prekancerdz a hierarchickou klastrovou
analyzou bylo identifikovano 12 odlisné
regulovanych miRNA, v¢. miR-34c. Stu-
die deklaruje, Ze na zakladé identifiko-
vaného panelu miRNA je mozné rozlisit,
zda se jedna o dysplasticky epitel, nebo
normalni tkan [16].

V nasi praci jsme se zaméfili na validaci
ulohy miR-34c jako nddorového supre-
soru a na moznosti jejiho vyuZiti pfi de-
tekci cervikalnich dysplazii. miR-34c po-
tvrdila svdj diskriminacni potencidl pfi
expresni analyze, ktera prokazala jeji sni-
Zenou hladinu u prekanceréz ve srovnani
s kontrolni netransformovanou tkani.
Soucasné tato miRNA vykazovala rysy na-
dorového supresoru, nebot se pfi funkc-
nich analyzdch na modelovych buné¢-

nych liniich odvozenych od cervikalniho
karcinomu podilela na inhibici buné¢né
proliferace a schopnosti bunék migrovat.
Tyto vysledky potvrzuji dalezitou ulohu
miR-34c v patogenezi a progresi cervikal-
nich malignit na molekularni drovni a na-
znacuji moznosti jejiho budouciho vyu-
Ziti v onkogynekologické praxi.

Zavér

Funk¢ni analyza exprese miR-34c v lid-
skych nadorovych bunécnych liniich od-
vozenych od karcinomu délozniho hrdla
prokazala tumor supresorovou ulohu
této miRNA. Signifikantnirozdil v hladiné
miR-34c mezi HSIL a normélnim dlazdi-
cobunécnym cervikalnim epitelem, kde

je exprese miR-34c vyrazné vyssi, zre-
telné dokresluje vyznam miR-34c pfi kar-
cinogenezi délozniho hrdla.
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Circulating Myeloid-Derived Suppressor Cell
Subsets in Patients with Colorectal Cancer
— Exploratory Analysis of Their Biomarker

Potential

Subpopulace cirkulujicich myeloidnich supresovych bunék
u pacientu s kolorektalnim karcinomem — explorativni analyza

jejich potencialu jako biomarkeru
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Summary

Background: Myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) contribute to tumor escape from host
immune surveillance and to tumor progression by producing tumor-promoting factors. We
focused on clinical and analytical MDSCs-related issues as potential biomarkers and immune
regulators involved in tumor progression. Patients and Methods: We analyzed 10 patients with
advanced colorectal carcinoma (CRC) with (M1 subgroup) or without (MO subgroup) distant
metastases at diagnosis. Peripheral blood was collected at diagnosis prior to treatment and
subsequently 12 months after therapy initiation. Using multicolor flow cytometry MDSC sub-
sets were evaluated. Monocytic MDSCs (M-MDSCs) were detected as CD45* CD11b* CD33*
HLA-DR"°*~ CD14* CD157, granulocytic MDSCs (CD33" PMN-MDSC) were detected as CD45*
CD11b* CD33" HLA-DR""/~ CD14- CD15". For analytical and preanalytical studies, random fresh
blood specimens predominantly from cancer patients were analyzed. Results: Levels of circu-
lating M-MDSCs were not associated with metastatic disease within advanced CRC patients.
Levels of circulating CD33" PMN-MDSCs were elevated in patients with distant metastases
compared to T3 MO subgroup. Circulating M-MDSCs increased upon treatment initiation in
9 out of 10 patients. CD33" PMN-MDSCs substantially dropped upon treatment initiation in
5 out of 10 patients and substantially increased in 2 out of 10 patients. Analytical part showed
that absolute and relative counts within each MDSC subset are correlated. Coefficient of va-
riation (CV) for repeatability was 6-11% for M-MDSCs and 25-44% for CD33" PMN-MDSCs.
CV for reproducibility was higher with 8-22% for M-MDSCs and 35-79% for CD33" PMN-MDSCs
demonstrating that delay in measurement of MDSCs in whole blood specimen may distort
quantification of circulating MDSC subsets. Conclusion: The quantification of MDSC subsets is
substantially dependent on the type of specimen examined and its preanalytical processing.
Exploratory analysis of M-MDSCs and CD33" PMN-MDSCs in CRC patients revealed different
dynamics of M-MDSC and CD33" PMN-MDSC subsets in the context anti-cancer treatment.

Key words
myeloid-derived suppressor cells - preanalytics — colorectal cancer - flow cytometry —immune
monitoring

-

The work was supported by Czech Minis-
try of Health (projects AZV 16-31966A and
DRO 00209805) and Czech Ministry of Edu-
cation, Youth and Sports (projects LO1413,
LM2015089).

Tato prace byla podpofena MZ CR (projekt AZV
16-31966A a DRO 00209805) a MSMT CR (projekt
LO1413,LM2015089).

Autofi deklaruji, Ze v souvislosti s predmétem
studie nemaji zadné komercni zajmy.

The authors declare they have no potential
conflicts of interest concerning drugs, products,
or services used in the study.

Redak¢ni rada potvrzuje, Ze rukopis prace
splnil ICMJE kritéria pro publikace zasilané do
biomedicinskych ¢asopist.

The Editorial Board declares that the manuscript
met the ICMJE recommendation for biomedical
papers.

(=]

doc. RNDr. Lenka Zdrazilova
Dubska, Ph.D.

Department of Laboratory Medicine
Masaryk Memorial Cancer Institute
Zluty kopec 7

Brno 656 53

Czech Republic

e-mail: dubska@mou.cz

Prijato/Accepted: 30.8.2017

J
doi: 10.14735/amko020182588

2588 Klin Onkol 2018; 31 (Suppl 2): 2588-2592




CIRCULATING MYELOID-DERIVED SUPPRESSOR CELL SUBSETS IN PATIENTS WITH COLORECTAL CANCER

Souhrn

Vychodiska: Myeloidni supresorové buriky (MDSCs) pfispivaji k uniku nadoru imunitni kontrole a podporuji nddorovy rist produkci ristovych
faktor(. Zaméili jsme se na klinické a analytické otazky tykajici se MDSCs jako potencidlnich biomarkerd a imunitnich regulator(, které se po-
dileji na progresi nadoru. Soubor pacientii a metody: Analyzovali jsme skupinu 10 pacientl s pokrocilym kolorektalnim karcinomem (colorectal
carcinoma - CRC) a pfitomnymi metastazami (podskupina M1), nebo bez metastaz (podskupina M0) v dobé diagndzy. Krev byla pacientlim ode-
brédna v dobé diagnézy pred zahéjenim protinddorové [é¢by a déle 12 mésich po zahdjeni |é¢by. Fluorescen¢ni imunoanalyzou na pritokovém
cytometru byly detekovany subpopulace MDSCs — monocytarni MDSC (M-MDSCs) s imunofenotypem CD45* CD11b* CD33* HLA-DR*"~ CD14*
CD15- a granulocytarni MDSC (CD33" PMN-MDSC) s imunofenotypem CD45* CD11b* CD33hi HLA-DR™"/- CD14- CD15*. V preanalytické a analy-
tické casti studie byly zméreny nahodné vybrané vzorky krve pacientt s onkologickou diagnézou. Vysledky: Hladina cirkulujicich M-MDSCs neni
asociovana s metastatickym CRC. Naopak cirkulujici CD33" PMN-MDSCs byly zvyseny u pacientl se vzdalenymi metastdzami (M1) v porovnani
s T3 MO podskupinou. Cirkulujici M-MDSCs byly zvyseny po podani chemoterapeutické l1é¢by u 9 z 10 pacient. CD33" PMN-MDSCs zna¢né po-
klesly po zahajeni [é¢by u 5 z 10 pacient( a byly zvy3eny u 2 z 10 pacient(i. Absolutni a relativni po¢ty MDSCs spolu korelovaly a oba mohou byt
pouzity pro kvantifikaci MDSCs. Varia¢ni koeficient (CV) opakovatelnosti byl 6-11 % pro M-MDSCs a 25-44 % pro CD33" PMN-MDSCs. CV mezi-
lehlé preciznosti byl vy3$si — 8-22 % u M-MDSCs a 35-79 % u CD33" PMN-MDSCs, coz ukazuje, Ze ¢asova prodleva méfeni MDSCs ve vzorku plné
krve ovliviiuje mnozstvi detekovanych MDSCs. Zdvér: Kvantifikace subpopulaci MDSC je zavisla na typu zkoumaného vzorku a jeho preanaly-
tickém zpracovani. Explorativni analyza M-MDSCs a CD33" PMN-MDSCs u pacientl s CRC ukazala, ze dynamika cirkulujicich MDSCs pied a po

podani protinddorové 1é¢by je odlisnd s ohledem na konkrétni subset myeloidnich supresorovych bunék.

Klicova slova

myeloidni supresorové buriky — preanalytika — kolorektalni karcinom - pritokova cytometrie — imunomonitoring

Introduction

Cancer development is caused by
accumulation of intrinsic cellular
changes that are shaped by host-related
factors such as inflammatory cells
and cytokine/chemokine levels in the
tumor macro and microenvironment.
Chronic inflammation supports cancer
angiogenesis, glycolytic phenotype
and Th2 immune response and thus
contributes to cancer progression [1,2].

Myeloid-derived suppressor cells
(MDSCs) are regulatory myeloid cells
with capability to inhibit T-cell effector
functions. MDSCs can elicit their immu-
nosuppressive functions by various
mechanisms relying on production of
1. immunoregulatory enzymes, such as
arginase-1, indoleamine 2,3 dioxygenase
and nitric oxide synthase 2; 2. reactive
oxygen species and 3. suppressive
cytokines, such as TGFf, IL-10 and IL-8. The
latter is associated with tolerogenic action
of MDSCs leading to T-cell tolerogenic
phenotype or Treg cell expansion.

In recent years, MDSCs were studied in
the context of tumor growth where they
contribute to tumor escape from the
host immune surveillance [3] and in the
context of their targeting by anticancer
therapeutics. Association between in-
creased circulating MDSC number and
worse prognosis has been reported
across various cancer types (summarized
and reviewed in [4]).

In humans, MDSC are characterized as
CD33* cells, common myeloid marker,
and CD11b* with no marker for mature
lymphoid or myeloid on their membrane
including HLA-DR. Further, MDSCs can
be divided into two main groups based
on expression CD14 and CD15 as CD14*
CD15~ monocytic MDSCs (M-MDSCs) and
CD14- CD15* granulocytic MDSCs (PMN-
MDSCs) [5]. Published data show great va-
riability in immunophenotype of cells
evaluated as “MDSCs” in cancer-related
studies in humans [4]. Majority of pub-
lished studies focuses on M-MDSCs or total
MDSCs. Granulocytic fraction of MDSCs
can be defined as low density immature
myeloid PMN-MDSCs or CD33" mature
presumably activated PMN-MDSCs [1].

We have previously shown increased
numbers of circulating M-MDSC in colo-
rectal cancer (CRC) patients compared to
control population [6]. In recent work, we
focused on MDSC subsetsin the clinically
relevant context pharmacologically
administered G-CSFs [1].

Here, we addressed analytically and
clinically relevant issues relating to
circulating MDSC subsets as potential
cancer biomarkers and immune re-
gulators in cancer patients.

Material and methods

Patients

The CRC group was pilot part of the
Colobiome project approved by the

Ethics Board of Masaryk Memorial
Cancer Institute (MMCI), Brno, Czech
Republic, and all patients signed in-
formed consent for the study. Patients
were enrolled to the study at the time
of diagnosis of advanced CRC with
(M1 subgroup) or without (MO subgroup)
distant metastases at diagnosis. The
analysis of circulating MDSC subsets
was performed at diagnosis prior
treatment and subsequently 12 months
after therapy initiation. For analytical
and preanalytical studies, random fresh
blood specimens predominantly from
cancer patients were analyzed.

Circulating MDSC subset detection

Peripheral blood specimens were col-
lected in a 2.6 ml S-Monovette® tube
with tripotassium ethylenediamine-
tetraacetic acid (K3EDTA) anticoagulant
in a phlebotomy room in close proximity
to the laboratory where the analysis
was performed. The blood specimens
were mixed for several minutes on the
roller mixer. Immediately after that,
complete blood count and differential
was obtained on Sysmex XE-5000
haematology analyzer. Total white blood
cell count was used for calculation of the
absolute count of MDSC subsets. MDSC
subsets were evaluated within 3 hours
after blood withdrawal by Navios flow
cytometer and software (Beckman
Coulter) by multicolour protocol using
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fluorescence-labelled antibodies CD33-
FITC, CD14-PE, HLA-DR-PC5, CD11b-
APC, CD45-PacBlue, CD15-KrO from
Beckman Coulter. M-MDSCs were
detected as CD45* CD11b* CD33* HLA-
DR~ CD14* CD15~ and CD33" PMN-
MDSC subset was detected as CD45*
CD11b* CD33* HLA-DR"~- CD14- CD15*.
The number of MDSCs was expressed as
percentage from total circulating white
blood cells and as an absolute MDSC
count calculated from total white blood
cell count.

Statistical analysis

Wilcoxon test was used to compare
medians in two groups. Absolute MDSC
counts at diagnosis and after treatment
were compared by paired variant of
Wilcoxon test. All statistical tests were
performed by the R software version
3.5.1. p-values < 0.05 were considered to
be statistically significant.

Results and discussion

Circulating MDSC subsets - analytical
and preanalytical aspects

Using multicolor immunophenotyping
protocol, we enumerated M-MDSCs and
CD33" PMN-MDSCs in fresh peripheral
blood specimens. The majority of studies
on MDSC in humans are performed
using peripheral blood. The number of
MDSCs can be reported as absolute cell
count per volume of blood or as relative
count such as percentage of cell in total
white blood cells (WBC) and the latter
approach to quantification of circulating
MDSC numbers prevails. Here we show
that in both MDSC subsets absolute and
relative counts are correlated (Fig. 1a)
and therefore equal information may
be derived from either method of MDSC
enumeration.

Quantification of circulating MDSCs
may be influenced by several preanaly-
tical and analytical factors. First, for
practical reasons, MDSCs are often
investigated in cryopreserved separated
peripheral blood mononuclear cell
(PBMC) specimens. Gradient centrifu-
gation used for PBMC isolation can
be expected to deplete PMN-MDSCs
together with granulocytes. Moreover,
cryopreservation of PBMC samples
decreases MDSCs and mainly their

a 0,00 o+
8,00 -
7,00 -
6,00
5,00 -
4,00
3,00 ~
2,00 ~
1,009,

0,00 T T T T T 1
0,000 0,700 0,200 0,300 0400 0500 0,600

M-MDSC absolute cell count (10%1)
0,45
0404 o ...
035 o TP L
030
025 o
0,20 e AT
015 v A
0,104 @
0,05 - -@B e

0,00 T T T T 1
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025
CD33" PMN-MDSC absolute cellcount (10%1)

M-MDSC relative cell count
(% intotal WBC)

count (% in total WBQ)

CD33"" PMN-MDSC- relative cell

patient 2

M-MDSC count (%)

0 10 20 30 40 50 60
time (hours)

\_
Fig. 1. a) Comparison of relative and absolute MDSC enumeration in peripheral blood.
MDSCs were evaluated in 38 samples of peripheral blood withdrawn to K3EDTA from
control group and patients with CRC at the time of diagnosis. b) Time-to-analysis rela-
ted changes of M-MDSC relative count. Measurement of M-MDSCs was performed in
three whole blood specimens of CRC patients in 2, 7, 24 and 48 hours from blood col-
lection into K3EDTA.

MDSCs — myeloid-derived suppressor cells, K3EDTA - tripotassium ethylenediamine-
tetraacetic acid, M-MDSC - monocytic MDSCs, CRC - colorectal cancer, WBC - white
blood cell
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Fig. 2. a) Difference in baseline M-MDSC counts in patients with primary metastatic CRC (M1) and patients without detected me-
tastases (MO0) at diagnosis. b) Difference in baseline circulating CD33" PMN-MDSC counts in colorectal patients with metastatic
disease (M1) and advanced CRC without distant metastases (MO0) at diagnosis.c) Comparison of absolute circulating M-MDSC count
at diagnosis and after chemotherapy initiation in advanced CRC patients. d) Comparison of absolute circulating CD33" PMN-MDSC

count at diagnosis and after chemotherapy initiation in advanced CRC patients.
M-MDSC - monocytic myeloid-derived suppressor cells, CRC - colorectal cancer, CD33" PMN-MDSC - granulocytic MDSCs

granulocytic subset due to their fragile
nature [7,8]. Second, time between
blood collection and the measurement
probably also influences frequency of
circulating MDSCs. However, published
data are not consistent in this res-
pect [8,9]. Time-to-analysis related
changes in M-MDSC frequency may be
caused by adhesion of the monocytic
cells to the vial surface or by phenotype
changes [8]. Granulocytic cells on
the other hand loose viability in the
stored blood specimens. We tested
analytical variability (measurement
precision) of MDSC quantification in

K3EDTA whole blood specimens of CRC
patients to assess 1) reproducibility in
time and 2) repeatability immediately
after blood collection. Repeatability
was performed on four independent
measurements within 2 hours from
blood collection. Reproducibility was
performed in subsequent time points
-2, 7,24 and 48 hours from the blood
collection while storing blood specimen
at 2-8 °C. Coefficient of variation (CV) for
repeatability was 6-11% for M-MDSCs
and 25-44% for CD33" PMN-MDSCs.
CV for reproducibility was higher with
8-22% for M-MDSCs and 35-79% for

CD33hi PMN-MDSCs demonstrating
that delay in measurement of MDSCs
in whole blood specimen may distort
quantification of circulating MDSC
subsets. M-MDSCs are defined and
detected as HLA-DR°%* cells and
expression of this marker is vulnerable
to the down and up-regulation on
cell surface upon blood collection
into anticoagulants [10]. We observed
transient increase of M-MDSC in K3EDTA-
anticoagulated whole blood specimen
in the time point 7 hours from the blood
collection that dropped at day 2 and 3
(Fig. 1b). As M-MDSC enumeration is
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critically dependent on the expression
of HLA-DR molecule on monocytes,
the recommendations for preanalytical
handling of specimen for HLA-DR/mono
analysis should be followed when
M-MDSCs are quantified. To detect
the level of HLA-DR on monocytes to
evaluatethelevel ofimmunosuppression
in sepsis, it is recommended to perform
the cell staining within 2 hours
after sampling [11]. Taken together,
inconsistency in quantification of
CD33" PMN-MDSCs related to delay
from blood collection to analysis is
likely to be attributed to fragility of
granulocytic cells and to some extent
also by unspecific binding of antibodies
to decayed non-viable cells. The main
cause in variation in M-MDSC count
within time to analysis of whole blood
is caused by ex vivo changes in HLA-DR
surface expression. We conclude that
a laboratory providing quantification of
circulating MDSC subsets in peripheral
blood should develop robust and
consistent approach to preanalytics
not only in term of the type of anti-
coagulants used for blood collection but
also in terms of storage conditions and
exact time from the blood collection to
analysis.

Circulating MDSC subsets

in CRC patients

In our exploratory analysis of 10 patients
with advanced CRC treated with stan-
dard adjuvant or palliative treatment
predominantly with fluoropyrimidines,
we observed different therapy-related
dynamics in MDSC subsets. Levels
of circulating M-MDSCs were not as-
sociated with metastatic disease
within advanced CRC patients (Fig. 2a).
Levels of circulating CD33M PMN-
MDSCs were elevated in patients with
distant metastases compared to T3 M0
subgroup (Fig. 2b). Circulating M-MDSCs

increased upon treatment initiation
in 9 out of 10 patients (Fig. 2c). CD33"
PMN-MDSCs substantially dropped
upon treatment initiation in 5 out of
10 patients and substantially increased
in 2 out of 10 patients (Fig. 2d). There-
fore, circulating MDSC subsets, namely
M-MDSC and CD33" PMN-MDSCs,
revealed unbalanced relation to the
disease extent and different time-
dependence in the context of anti-can-
cer therapy, which pointed out that
circulating M-MDSCs and CD33" PMN-
MDSCs should not be evaluated as
a pooled cell type in clinical cancer
research.

It is not yet clear whether elevation
of a particular circulating MDSC subsets
reflects rather the presence and extent of
malignant disease or functional cancer-
promoting properties of the tumor,
including level of immune suppression
and vascular endothelial growth factor
stimulation, or the host response to the
disease, such as acute-phase marker.
Exploring a correlation of circulating
MDSC subsets and routinely exploited
acute phase marker, C-reactive protein
(CRP), we observed that unlike WBC
count, number of circulating M-MDSCs
or CD33" PMN-MDSCs was not associat-
ed with plasma CRP elevation in CRC pa-
tients at the diagnosis (data not shown).

Conclusions

In recent years, scientific interest
in the role of immunosuppressive
MDSCs in cancer has moved to clinical
research and is approaching the clinical
practice. Detection of human MDSCs
requires multicolor flow cytometry to
distinguish MDSC subsets. Beyond the
issue of immunophenotypic MDSC
definition, the quantification of both
M-MDSC and CD33" PMN-MDSCs is
substantially dependent on the type
of specimen examined (full blood vs.

isolated and frozen PBMCs) and its
preanalytical processing in terms of
the delay between blood withdrawal
and MDSC enumeration. Analysis of
MDSC subsets in CRC patients revealed
different dynamics of M-MDSCs and
CD33" PMN-MDSCs in the context anti-
cancer treatment and therefore the bio-
marker potential of MDSC should be
explored with respect to distinct MDSC
subsets.
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Soucasné metody analyzy mikroRNA

Current Methods of microRNA Analysis

Bartosik M., Jirdkova L.

Regionalni centrum aplikované molekularni onkologie, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno

Souhrn

Vychodiska: mikroRNA (miRNA) jsou kratké nekédujici molekuly RNA regulujici genovou ex-
presi vazbou na mRNA. Ovliviuji fadu fyziologickych proces, v¢. bunécné proliferace, diferen-
ciace nebo apoptdzy, a maji tak vyrazny vliv na vyvoj nadorovych i jinych onemocnéni. Pred-
stavuji proto slibnou skupinu nadorovych biomarkera vyuzitelnych napt. v ¢asné diagnostice,
v predikci odpovédi na lécbu, pfi zachytu relapsu nebo pfi klasifikaci nddort do molekuldrnich
subtypu. Cil: Detekce miRNA vyZaduje rlizné sofistikované strategie zejména kvli jejich kratké
délce, znacné sekvencni podobnosti mezi miRNA patfici do stejné rodiny, i pro jejich ¢asto
velmi nizkou hladinu ve studovaném vzorku. V této praci jsou zminéné standardné pouzivané
metody, napf. reverzni transkripce s naslednou polymerazovou retézovou reakci, microarrays
nebo sekvenovani nové generace, a rovnéz jsou porovnany rizné komercné dostupné sady pro
detekci miRNA. Hlavni diiraz je kladen na nové vyvijené technologie a metody, které by mohly
soucasnou analyzu zlevnit nebo urychlit. Pfedstaveny jsou napt. alternativni amplifika¢ni
techniky (izotermalni amplifikace, hybridizacni fetézova reakce), riizné typy nanomateriald,
specialni proteiny se schopnosti vazat miRNA, a fada biosenzord vyuzivajici optickou nebo
elektrochemickou detekci. Zdveér: Dilezitost miRNA vedla k obrovskému narlstu poctu nové
vyvijenych metod. Vétsina z nich ovsem nebyla testovana na klinickém materidlu, takze je tézké
urcit jejich eventudlni aplikovatelnost do praxe. Pro komer¢ni vyuziti novych metod bude proto
nutné provést jejich prisnou validaci pomoci standardnich metod nejenom na modelovych
systémech, ale zejména u klinickych vzorkd.

Klicova slova
mikroRNA - regulace genové exprese — nadorové biomarkery — RT-PCR - biosenzory

Summary

Background: MicroRNA (miRNA) are a class of short non-coding RNA molecules that regulate
gene expression at the post-transcription level by binding to mRNA. By affecting many phys-
iological processes, including cellular proliferation, differentiation, and apoptosis, they have
a major impact on the development of cancer as well as other diseases. Hence, miRNAs could
serve as potential tumor biomarkers in e.g. early diagnostics, predicting responses to therapy,
monitoring relapse, and molecular classification of tumors. Aim: miRNA detection requires va-
rious sophisticated strategies due to the small size, sequence similarity among family mem-
bers, and often very low levels of miRNAs in analyzed samples. This review describes standard
techniques of miRNA detection, such as the reverse transcriptase polymerase chain reaction,
microarrays, and next-generation sequencing, and compares several commercially available
detection kits. Major emphasis is given to newly developed technologies and methods, which
could make the analysis cheaper and quicker. We present, for instance, alternative amplification
techniques (isothermal amplification and the hybridization chain reaction), different types of
nanomaterials, special proteins used in miRNA analysis, and a number of biosensors utilizing
optical or electrochemical detection. Conclusion: The importance of miRNA has led to a huge
increase in the number of new methods. Most of them, however, have not been tested on clini-
cal material, and thus it is difficult to assess their potential usefulness in routine practice. Their
commercial application strongly depends on strict validation with standard techniques using
not only model systems, but also clinical samples.

Key words
microRNA - gene expression regulation — tumour biomarkers — reverse transcription PCR -
biosensors
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SOUCASNE METODY ANALYZY MIKRORNA

Uvod

O dulezitosti a vyznamu mikroRNA
(miRNA) jiz dnes neni pochyb. Tyto
kratké nekddujici molekuly RNA s pr-
mérnou délkou 22 bazi kontroluji ex-
presi mnoha proteind, a ovliviuji tak
fadu fyziologickych procesu, jako je bu-
nécna proliferace, diferenciace, apo-
ptdza, vyvoj a rlGst organl, imunita
nebo metabolizmus [1]. Od objevu prvni
miRNA v hadatku obecném (Caenorhab-
ditis elegans) uplynulo uz ¢tvrtstoleti [2],
béhem kterého pfibylo do celosvétové
databdze téchto molekul, znamé jako
miRBase [3], pfes 38 000 novych sek-
venci (verze 22, 04/2018), z toho bez-
mala 2 000 lidskych miRNA. KdyZ v roce
2002 skupina profesora Croceho udi-
nila vyznamny objev popisujici deregu-
laci miR-15 a miR-16 u chronické lymfo-
cytarni leukemie [4], odstartovala se tim
doslova nova éra vyzkumu miRNA ja-
kozto potencialnich biomarkert nadoro-
vych onemocnéni.

Vznik nové miRNA neboli tzv. bioge-
neze probihd v nékolika krocich: 1. syn-
téza dlouhych primarnich transkriptl
(pri-miRNA) z nekddujicich oblasti DNA
pomoci RNA polymerdzy Il; 2. jaderné
Stépeni pri-miRNA pomoci endonuk-
ledazy Drosha na cca 60-70 nukleotid(
dlouhou vlasenkovou RNA zndmou
jako pre-miRNA; 3. transport pre-miRNA
z jadra do cytoplazmy pomoci expor-
tinu-5; 4. stépeni endonukleazou Dicer,
kterd z pre-miRNA vytvofi kratky du-
plex miRNA-miRNA* o délce cca 22 bazi;
5. vazba duplexu na katalyticky aktivni
argonautovy (AGO) proteinovy kom-
plex, ¢imz dochdzi k vylouceni a degra-
daci miRNA* vldkna za vzniku tzv. RISC
komplexu (RNA-induced slencing com-
plex). Jedna se o ribonukleoproteinovy
komplex obsahujici vedouci vldkno
miRNA, odpovédny za samotnou post-
-transkrip¢ni regulaci genové exprese.

Jiz prvni publikované vysledky nazna-
¢ily, ze miRNA ovliviuje genovou ex-
presi vazbou na nepfekladanou oblast
na 3’konci mRNA (3’ untranslated region
- UTR), i kdyZz konkrétni mechanizmus
byl dlouho predmétem diskuzi. V sou-
¢asnosti prevazuje model rozstépeni ci-
lové mRNA v pfipadé dostate¢né kom-
plementarity miRNA a represe translace,
pokud je miRNA komplementarni jen

z¢asti [5]. JelikoZ jsou vazebna mista
kratkd a nemusi byt plné komplemen-
tarni, je bézné, Ze jedna miRNA sekvence
reguluje translaci stovek mRNA a ze
translace jedné mRNA mize byt regulo-
vana nékolika miRNA soucasné.

Velikosti, chemickym slozenim i funkci
jsou miRNA velmi blizké jinému typu
kratkych nekédujicich RNA molekul, a to
siRNA (small interfering RNA). Je mezi
nimi oviem nékolik vyznamnych odlis-
nosti. Za prvé, geny kédujici miRNA jsou
odlidné od ostatnich kédujicich oblasti
a z plvodné jednofetézcového tran-
skriptu vnika apravami finalni miRNA;
oproti tomu siRNA pochézi z dlouhé
dvouretézcové RNA, casto exogen-
niho pUvodu, z transpozon( ¢i virQ [6].
Za druhé, sekvence miRNA jsou vysoce
konzervovany napfi¢ pfibuznymi orga-
nizmy, zatimco siRNA tuto vlastnost ne-
vykazuji. miRNA dale potlacuji expresi
¢asto nesouvisejicich vzdalenych gend,
kdezto siRNA obvykle ovliviiuje to misto
genomu, ze kterého pochazi [6].

Jak uz bylo zminéno, funkce miRNA
jsou raznorodé. Nejjednodussim zp(so-
bem, jak urcit funkci dané miRNA, je sle-
dovat zménu fenotypu na nizsich orga-
nizmech po jeji deregulaci. Pfikladem
jsou lin-4 nebo let-7 u hlistic regulujici
pfechod mezi jednotlivymi larvalnimi
stadii [7]. Pro vétsinu miRNA viak tyto
experimenty chybi, a jejich funkci je
proto nutno pouze odhadnout. K tomu
slouzi rizné bioinformatické nastroje
predikujici cilovou mRNA, na kterou se
dand miRNA vaze [8], a predpovidajici
mozny ucinek miRNA, ktery se az na-
sledné ovéfuje experimentdlné. Mezi
nejzndméjsi bezplatné online nastroje
patfi miRanda [9], TargetScan [10], miR-
Walk [11] nebo miRDB [12].

Role miRNA v karcinogenezi

Bylo prokazano, ze miRNA mohou re-
gulovat vétdinu aspektl maligni trans-
formace, jako je produkce rlstovych
signalll, deregulace bunécného cyklu,
blokovani apoptézy ¢i podpora angio-
geneze a metastazovani. Exprese miRNA
je tkdnové i nadorové specifickd, pfi-
¢emz abnormalni hladiny miRNA v na-
dorech maji zasadni vliv na vyvoj one-
mocnéni [13]. Obecné vzato délime
miRNA do dvou skupin, a to na tumor

supresorové a onkogenni (obr. 1). Tumor
supresorové miRNA tlumi expresi on-
kogen(, a oproti zdravé tkani tak maji
v nddorech vyrazné snizenou hladinu.
Pfikladem je rodina miR-34, jejimiz cili
jsou transkripty mnoha onkogent (napf.
BCL-2, c-MYC nebo MDM4) a kterd je
sama transkripéné regulovana nadoro-
vym supresorovym proteinem p53. Mezi
tumor supresorové miRNA ddéle fadime
napf. rodiny let-7 a miR-200, které jsou
rovnéz castym predmétem studii, napf.
u nadort prsu a plic [14].

Oproti tomu onkogenni miRNA, je-
jichz funkci je inhibice tumor supreso-
rovych gend, jsou v nddorech nadmérné
exprimovany, a jejich hladiny jsou tudiz
vyssi v porovnani se zdravou tkani. Asi
nejvice studovanou onkogenni miRNA
je miR-21, kédovand v chromozomalni
oblasti 17p23.2. ZvySend amplifikace
této oblasti byla pozorovana u fady na-
dorovych onemocnéni, predevsim pak
nadorl prostaty, vajecnikll, prsu nebo
plic [15]. Experimentélné pak bylo pro-
kazano, Ze pfi indukci miR-21 v nadoro-
vych modelech (extrahované buriky plic-
niho karcinomu injektované do mysi)
doslo ke zvyseni tumorigeneze [16].
Dal3imi pfiklady ¢asto studovanych
onkogennich miRNA jsou miR-155,
miR-210 nebo miR-221 diky jejich zvy-
$ené hladiné v nddorech [14].

Z vyse uvedeného vyplyvd, Ze miRNA
predstavuji velmi slibnou skupinu nado-
rovych biomarker(, navic dobfe koreluji-
cich se zndmymi klinicko-patologickymi
charakteristikami [13]. Jsou detekova-
telné jednak v nddorové tkani, kde fun-
guji zejména jako prognostické nebo
prediktivni biomarkery ¢&i zpfesfiuji mo-
lekularni klasifikaci nadord, tak i v tél-
nich tekutinach (krev, mo¢, sliny atd.)
pro potfeby ¢asné diagnostiky onemoc-
néni nebo zachytu relapsu. Stejné tak
se ukazuje dulezitost miRNA v patolo-
gii solidnich nador{, napf. u kolorek-
talniho a rendlniho karcinomu, nadort
plic a prostaty, melanomu nebo glio-
blastomu [17], ale i u hematoonkolo-
gickych malignit [18]. MUzeme se ptat,
pro¢ vibec dochazi ke zménam v ex-
presi miRNA v nddorové tkani. Moznosti
je hned nékolik — béhem karcinogeneze
mUZze dochéazet k poskozeni téch asti
chromozom{, které kéduji geny pro
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Obr. 1. Role miRNA v karcinogenezi.

Vlevo - zvysena hladina onkogenni miRNA vede ke snizené expresi tumor supresorovych gen(. Vpravo - snizena hladina tumor supreso-
rovych miRNA nedostate¢né inhibuje expresi onkogen.

miRNA [19]; ¢asté jsou i epigenetické
mechanizmy, napf. metylace promotoru
genu tumor supresorové miRNA [20];
v neposledni fadé muze dochazet ke
zménam v expresi proteint ucastni-
cich se biogeneze miRNA, jako jsou en-
donukledzy Drosha nebo Dicer. Snizend
exprese téchto proteinl byla zazname-
nana predevsim u nador( se Spatnou
odpovédi na lécbu.

miRNA by mohla slouzit nejenom jako
biomarker, ale i jako potencidlni tera-
peuticky cil nddorovych onemocnéni.
Existuji dva pfistupy cilené regulace
miRNA. Prvni z nich se zaméfuje na sni-
zeni hladiny onkogenni miRNA. Oznacu-
jeme ho jako inhibi¢ni a jeho principem
je aplikovani latek, tzv. anti-miRs, se sek-
venci komplementarni k cilové miRNA.
Anti-miRs maji strukturu upravenou tak,
aby silné&ji a snadnéji vazaly cilové mole-
kuly (jsou to napf. uzamcené nukleové
kyseliny (locked nucleic acid — LNA))
a soucasné odolavaly nukleazam vysky-
tujicim se bézné v téle (modifikace 2-O
metylaci). Druhym terapeutickym pfistu-
pem je umélé zvySovani hladiny tumor

supresorové miRNA, tzv. substitucni te-
rapie pomoci miRNA mimics, kterd ma
pomoci navodit fyziologicky stav. Diky
tomu, Ze se tyto molekuly v téle bézné
vyskytuji, je pozorovano méné vedlej-
Sich Gcinkd nez u jinych protinddoro-
vych léciv [21].

Kromé protinddorové |écby se vyvoj
Ié¢iv cilenych na miRNA zaméfuje také
na virova a zanétlivd onemocnéni, neu-
rologické a kardiovaskularni poruchy
a na onemocnéni spojend s poruchami
metabolizmu. Nejdale je prozatim v tes-
tovani lécivo Miravirsen (vyvinuto v San-
taris Pharma), které potlacuje zvysenou
expresi miR-122 u hepatitidy C a které
bylo v roce 2017 testovano v pokrocilejsi
klinické studii faze Il [22].

Standardni metody stanoveni
miRNA

Pti detekci miRNA je potieba prekonat
mnoha uskali. Vzhledem k jejich kratké
sekvenci nelze napfiklad u polymera-
zové fetézové reakce (polymerase chain
reaction — PCR) pouzit tradi¢ni primery,
nebot jejich sekvence by pokryvaly bud

celou miRNA, nebo by v opa¢ném pfi-
padé byly zna¢né kratké, a tudiz velmi
nespecifické. Dalsi problém spociva
ve znacné sekvencni podobnosti mezi
miRNA, které patii do stejné rodiny (ob-
vykle vykazuji i podobné funkce a roz-
misténi v genomu [23]). V rdmci jedné
miRNA rodiny se sekvence casto lisi
pouze jedinym nukleotidem, a je proto
vyzadovana velmi vysoka specificita sta-
noveni. Vyzvou muze byt i velmi nizka
hladina hledané miRNA, ¢asto nedosa-
hujici > 0,01 % z celkové RNA izolované
z biologického materialu [24]. Nicméné
stanoveni miRNA ma i vyhody, napt. zvy-
$enou odolnost vici enzymdm degra-
dujicim RNA (RN&zam) [25].

V pocétcich detekce miRNA se na-
vazalo na jiz zavedené a bézné pouzi-
vané metody pro analyzu molekul RNA,
u nichz byl pouze modifikovdn postup,
a podminky byly ptizplsobeny kratkym
strukturdm. Tyto metody jsou ovéiené
praxi a jsou vyuzivany dodnes (tab. 1).
Radi se mezi né kvantifikace RNA zalo-
zena na reverzni transkripci a nasledné
PCR (reverse transciption polymerase

Klin Onkol 2018; 31 (Suppl 2): 2593-25101
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Obr. 2. Princip detekce miRNA pomoci technologie NanoString. miRNA je nejdfiv a) spojena ligaci s miRtag sekvenci, b) fetézec
miRNA-miRtag je hybridizovan s vazebni a fluorescen¢ni sondou, c) vysledny komplex je pak (A) imobilizovan na sklicku, (B) elek-
trostaticky ptitazen k povrchu, (C) a 5' konec fluorescencni sondy hybridizovan s dalsi biotinylovanou sondou, ktera zafixuje fetézec
v pozadované orientaci. Pomoci kamery d) se stanovi umisténi a pocet jednotlivych fluorescené¢nich znacek.

Upraveno podle [29] se souhlasem Macmillan Publishers Limited.

chain reaction - RT-PCR). Metoda byla
zavedena pro béZnou analyzu transkrip-
tomu a spocivd v prepisu RNA templatu
do DNA pomoci reverzni transkriptazy
a nasledné kvantifikaci ziskané DNA po-

moci PCR se specificky znacenou fluo-
rescen¢ni sondou nebo nespecifickou
interkala¢ni barvi¢kou. Ve vysledku je
detekovan narust fluorescence, z niz je
mozno pfi porovnani s hladinou mRNA

tzv. housekeeping genu (genu se sta-
bilni transkripci) vyhodnotit plvodni
mnozstvi miRNA ve vzorku. Pro tento
typ detekce, stejné jako i pro dalsi nize
zminéné metody, jiz existuji komeréné
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dostupné sady. Detekci miRNA na prin-
cipu RT-PCR Ize provadét napfiklad pro-
dukty ,miScript miRNA PCR Array” nebo
»MIiRCURY LNA miRNA PCR Assay” firmy
Qiagen, kterd poskytuje i bezplatny soft-
ware pro zpracovani dat. Obdobnou va-
riantu nabizi také firma ThermoFisher
Scientific, kterd pod komerénim oznace-
nim ,TagMan™ MicroRNA Assays” nabizi
sady roztok( na reverzni transkripci, PCR
a fluorescen¢né znacené primery pro
konkrétni miRNA. Dalsi volbou mUize byt
sada produkt( ,Luna’ Universal” firmy
New England Biolabs. Metoda stano-
veni miRNA pomoci RT-PCR je bézné vy-
uzivana, avsak vyZaduje nadstandardni
vybaveni, jakym je LightCycler, tedy pfi-
stroj méfici intenzitu fluorescence v pru-
béhu amplifikace.

Jinym postupem detekce miRNA,
¢asto vyuzivanym in situ, je metoda zalo-
zena na hybridizaci cilové molekuly a na-
sledné detekci pomoci fluorescen¢né
(fluorescent in situ hybridization — FISH)
¢i radiologicky znac¢enych sond. Vyuziti
techniky v histologickych ¢&i bioptickych
prepardatech umoznuje sledovat ex-
presi dané miRNA s dlrazem na lokali-
zaci v bunce ¢i tkani. Pfi pouziti tohoto
principu in vitro se vyuziva i pfenos se-
parované celkové RNA vzorku z gelu na
membranu (Northern blotting) a né-
slednd detekce miRNA autoradiograficky
pomoci fotografického papiru nebo mo-
dernéji kamerou s vysokym rozlisenim.
Modifikovanou verzi této metody nabizi
napf. firma Invitrogen pod oznacenim
~mirVana™ miRNA Detection Kit".

Alternativou hybridiza¢ni metody jsou
tzv. microarrays, do cCestiny prekladané
jako ,¢ipy”. Sonda je v tomto pfipadé
imobilizovana na povrchu ¢ipu a hybri-
dizuje s komplementarni miRNA z ana-
lyzovaného vzorku, kterd je pfed nane-
senim na cip fluorescencné znacena.
Vyhodou tohoto uspoiadani je znacna
miniaturizace. Zafazeni mezi tzv. vyso-
kokapacitni metody, tedy umoznéni
analyzy vétsiho poctu vzorkl najednou,
ji ¢ini vhodnou i pro klinické ucely. Nevy-
hodou je v3ak nutnost pofizeni vysoko-
rozliSovaci kamery, drahych fluorescenc-
nich znacek a taky vétsi nachylnost
k chybam [26].

Nejnovéjsi pristupy vyuzivaji mo-
derni technologie, jako napf. sekveno-

Tab. 1. Porovnani standardnich a nové vyvijenych technologii pro detekci

hybridizacni fe-
tézova reakce

nanobiosenzory

elektrochemické

NGS - sekvenovéni nové generace

mikroRNA.
Nazev metody Vyhody Nevyhody
Standardni Northern nizka cena, kom- nizsi specifita, prac-
technologie blotting plexita vzorku nost, radioaktivni
znaceni
RT-PCR robustnost, drahé vybaveni, drahé
senzitivita fluorescencni sondy
FISH detekce in situ kvantifikace pouze
vysoce skolenym
personalem
microarrays vysokokapacitni naroc¢né zpracovani
metoda dat
NGS vysokokapacitni drahé, nevhodné
metoda pro kvantifikaci,
chybovost
Nové vyvijené izotermalni rychla exponen- nachylnost ke
technologie amplifikace cialni amplifi- kontaminaci
kace, jednoduché
vybaveni

jednoduchost, zvy-
Sena specificita

vysoka citlivost,
miniaturizovatelné

levné, rychlé,

biosenzory miniaturizovatelné  na elektrody, nizsi
stabilita
Nanopore detekce jedné mo-  nepfesnost

lekuly, bez znaceni

RT-PCR - polymerazova fetézova reakce, FISH - fluorescencni in situ hybridizace,

pouze linedrni ampli-
fikace, naro¢néjsi de-
sign DNA sond
drazsi, nizsi
reprodukovatelnost

nespecifické adsorpce

vani nové generace (next generation
sequencing — NGS) [27]. Hlavni nevyho-
dou této metody pfi aplikaci do klinické
praxe je jisté jeji finanéni naro¢nost. Pri
vyssim poctu vzorkl charakterizovanych
pfi jedné analyze by sice klesla cena,
avsak toto s sebou nutné pfinasi pokles
kvality samotné analyzy. Metoda, ackoliv
je financ¢né i ¢asové naro¢na, pomohla
objevit sekvence mnoha dfive nepub-
likovanych miRNA [28]. Sadu reagencii
nabizi naptiklad firma New England Bio-
labs (NEBNext’) pro spojeni se sekvena-
tory znacky Illlumina.

Technologicky nejnéro¢néjsi a ko-
merc¢né nejnovéji dostupnou metodu
na principu hybridizace nabizi firma
NanoString pod ozna¢enim ,nCoun-

ter’ miRNA Assays”. Vyrobce udava vy-
sokou citlivost detekce, a to aZz jednu
stanovovanou molekulu na bunku. Vy-
soka specificita je zaru¢ena dvéma son-
dami, z nichZ jedna nese kombinaci
fluorescencnich znacek emitujici spe-
cificky signal v podobé ¢arového kddu,
coz dava moznost paralelniho stanoveni
vice rliznych miRNA sekvenci v jednom
vzorku. Komplex miRNA a sond je adsor-
bovan na povrch, ktery je poté sniman
kamerou s vysokym rozlisenim (obr. 2).
Vyraznou nevyhodou je oviem nutnost
pofizeni drazsi instrumentace (podobné
jako v pfipadé sekvenovani).

Vzhledem k tomu, ze jedna miRNA do-
kaze regulovat desitky gen(, je nékdy
obtizné spravné interpretovat zménéné
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Obr. 3. Princip hybridiza¢ni retézové reakce.

Po pfidani dvou vlasenkovych DNA sond (H1 - modra a H2 - ¢ernd) do vzorku s cilo-
vou miRNA (¢ervend) dochazi k otevieni vlasenkovych struktur a k fetézové hybridi-

zaci mezi H1 a H2.

hladiny miRNA. Lze rovnéZ pozorovat
znac¢nou nekonzistentnost v publikova-
nych studiich o hladinach miRNA u rdz-
nych patologickych stav(, a proto je
Casto obtizné vybrat jednoznacné pra-
kazny biomarker predikce onemocnéni,
jeho progrese ¢i odpovédi na [éc¢bu.
Znacnd variabilita mGze byt rovnéz dana
pouzitou metodou analyzy ¢i subjektivni
chybou pti vyhodnocovani dat a vyluco-
vanim odlehlych hodnot. Uspésnym pfi-
kladem je patentovany diagnosticky test
pro detekci hladin miR-31-5p, miR-93-5p
a miR-191-5p v mocovém supernatantu,
kterym lze odlisit pacienty s karcino-
mem mocového méchyie od zdravych
jedincl [30].

Soucasné trendy

Kazda z vyse zminénych metod, bézné
pouzivanych ve vyzkumu miRNA, ma
pochopitelné kromé svych pozitiv i ur-
¢itd negativa. | proto jsou neustéle vy-
vijeny nové technologie a metodolo-
gie, které se snazi prekonat tyto limitace,
pfip. snizit celkové naklady analyzy. Je
potfeba si viak uvédomit, ze se jedna
o nesourodou skupinu rlznych stra-
tegii a pFistupd, a to jednak z pohledu
detekéni metody (kterd je nejcastéji
fluorescen¢ni, chemiluminiscen¢ni, ko-
lorimetrickd nebo elektrochemickd), tak
i zpUsobu pfipravy vzorku, typu sondy
nebo strategie pro zvyseni citlivosti.
Kazdd detekcni metoda ma své vyhody

i nevyhody (tab. 1) a podrobnéji jsou
rozepsany v jinych prehledovych ¢lan-
cich [24,26,31,32]. Mezi nejcastéji pub-
likované pfistupy patii tzv. elektroche-
mické biosenzory, u nichz hybridizace
miRNA s vhodnou sondou, znaceni i sa-
motné méfeni probiha na povrchu elek-
trody. Elektrochemické metody totiz
skytaji vyhody ve formé levnéjsi instru-
mentace, rychlého méreni, moznosti
miniaturizace nebo paralelni detekce
vzork{, a jsou proto ¢im dal ¢astéji pou-
zivany pro detekci nejenom miRNA, ale
i dalSich nukleovych kyselin [31,33-36].
Na druhé strané mnoho publikovanych
pfistupl (a to nejenom elektrochemic-
kych) nebylo doposud validovdno na
klinickém materialu, ¢i dokonce ani na
bunéénych liniich, takze je tézké urdit je-
jich eventudlni aplikovatelnost do praxe.
Proto zde uvadime jen ty prace, u kte-
rych byla demonstrovéna klinicka vyu-
zitelnost, a maji tak jisty potencidl uspét.

Zacnéme u zpUsobu pfipravy vzorkd,
ktery nejcastéji obnasi pre-amplifikaci
dané miRNA, a to bud pomoci RT-PCR
(popsanou vyse), anebo tzv. izotermalni
amplifikace (IA). V porovnani s PCR jsou
techniky IA obvykle rychlejsi (Casto staci
< 1 hod) a instrumentélné méné na-
ro¢né (nevyzaduji termalni cykler, pro-
toze reakce probiha pfi konstantni tep-
loté). Existuje spousta typl IA, oviem pro
detekci miRNA je nejcastéji vyuzivana
amplifikace otacivou kruznici (rolling
circle amplification — RCA), pfipadné
amplifikace zprostfedkovana smyckou
(loop-mediated isothermal amplifica-
tion - LAMP) [37]. Jako ptiklad Ize uvést
bioluminescen¢ni metodu vyuzivajici
miRNA jako primer pro RCA reakci a lu-
ciferdzu pro detekci pyrofosfatu uvol-
novaného béhem amplifikace [38]. RCA
byla pouzita i v praci Li et al [39], kde au-
tofi detekovali tumor supresorovou miR-
-486-5p u pacientl s nemalobunécnym
karcinomem plic, a to pomoci specialni
vldsenkové sondy, kterd po hybridizaci
s miRNA a nasledné zméné konformace
slouzila jako primer pro DNA polyme-
rdzu. Zajimavou alternativou pre-am-
plifikace, kterd nespadd mezi techniky
IA, je tzv. hybridiza¢ni fetézova reakce
(hybridization chain reaction - HCR) ne-
vyzadujici polymerazu ani jiné enzymy
(obr. 3). miRNA slouZi v reakci pouze jako
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inicidtor katalyzujici otevieni a nasled-
nou fetézovou hybridizaci dvou k sobé
komplementérnich DNA vlasenek, ¢imz
dochazi k vytvoreni dlouhé DNA struk-
tury slozené z mnozstvi kratkych sek-
venci [40]. Na rozdil od technik IA a PCR,
které vykazuji exponencidlni amplifi-
kaci, HCR amplifikuje pouze linearné,
a je tudiz méné citliva. Zajimavou strate-
gii, kombinaci HCR a zlatych nanocastic
predstavili Miao et al [41]. V pfitomnosti
miR-21 a dvou vlasenek doslo k vytvo-
feni dlouhého polymeru DNA nesou-
ciho vyrazny zdporny naboj a nasledné
k elektrostatické vazbé kladné nabitych
nanodcastic zplsobujicich jejich agre-
gaci. Vysledné agregaty byly detekovany
kolorimetricky volnym okem, co vyrazné
zjednodus$ovalo cely protokol.

NejcastéjSim typem sondy, a to neje-
nom u standardnich metod detekce, ale
i u novych pristupt, jsou kratké DNA oli-
gonukleotidy, komplementérni k hle-
dané miRNA sekvenci. Pro zvyseni afinity
k DNA nebo RNA vsak mUze byt pou-
zit specialni synteticky analog nukleo-
vych kyselin, napf. LNA (locked nucleic
acid), obsahujici methylenovou sku-
pinu kovalentné spojujici 2"-kyslik a 4'-
uhlik na riboze. JelikozZ se jedna o mo-
difikaci cukerného zbytku a nikoliv bazi,
klasické parovani zlstava zachovano.
LNA-RNA nebo LNA-DNA duplexy vy-
kazuji vyssi stabilitu diky zvysené tep-
loté tani, lepsi odolnost vici nukleazam
a rovnéz jednodussi rozliseni nekomple-
mentarnich dsekl. LNA modifikace na-
jdeme v jiz zminéném kitu ,miRCURY
LNA miRNA PCR Systém” firmy Qiagen,
pfip. v metodach zalozenych na in situ
hybridizaci pro pfimou detekci miRNA
v bunkach [26].

Pre-amplifikace miRNA je sice krokem
zvy3ujicim citlivost metody, je oviem ¢a-
sové naroc¢na a nachylna na amplifikaci
nespecifickych sekvenci. Vétsina nové
vyvijenych metod se snazi tento krok
obejit a pokousi se zvysit citlivost sa-
motného méreni (tj. amplifikovat signdl)
pouzitim rdznych sofistikovanych strate-
gii. Pro tyto tcely jsou velmi populdrnim
nastrojem nanomateridly [31,36,42,43],
slouzici nejenom jako znacky pro sa-
motnou detekci (napf. kvantové tecky
nebo zlaté nanocastice, vykazujici dobré
optické nebo elektrické vlastnosti), ale

streptavidin -

hybridiza¢ni sonda - biotin

+e

G-protein
magneticka kulicka

elektroda

Obr. 4. Elektrochemicky pfistup kombinujici magnetické kulicky s G-proteinem, spe-
cialni protilatku (Ab S9.6) vazajici duplex miRNA a DNA sondy, a detekci enzymatické
reakce na uhlikové elektrodé. Modifikované magnetické kulicky byly k elektrodé pfi-
tahnuty magnetem. Jako substrat byla pouzita dvojice HQ/peroxid vodiku. Kienova
peroxidaza oxidovala HQ na benzochinon, ktery byl zpétné redukovan na elektrodé.

HRP - horseradish peroxidase, HQ — hydrochinon
Upraveno podle [51], se souhlasem American Chemical Society.

i jako vhodna platforma pro imobili-
zaci velkého mnozstvi sond (nanocés-
tice, grafén, uhlikové nanotrubky) diky
jejich velké specifické plose (tj. poméru
velikosti plochy k objemu). Nedavno Su
et al pripravili zlaté nanostruktury s ob-
rovskou specifickou plochou, které mo-
difikovali DNA sondami pro naslednou
hybridizaci a detekci miR-21 v plicnich
nadorovych bunkach A549 [44]. | kdyz
jsou nanomateridly slibnym nastrojem
v detekci miRNA, jsou stéle relativné
drahé a pfilis malo pouzivany pfi analyze
klinického materidlu.

Dal$i moznosti zvyseni citlivosti je
pouziti tzv. duplex-specifické nukledzy
(DSN). Jednd se o specidlni enzym §té-
pici pouze dvousroubovicovou DNA
nebo DNA v rdmci hybridnich duplexd
DNA-RNA, nikoliv viak samotnou jed-
novlaknovou DNA. Vazbou miRNA na
komplementéarni DNA sondu a nasled-
ném pridani DSN dochazi k rozstépeni

sondy a uvolnéni miRNA, kterd je poté
detekovana rlznymi zpUsoby [45]. Kolo-
rimetrické stanoveni neni v tom piipadé
vzdy dostate¢né senzitivni, citlivost se
vsak da zvysit pomoci zlatych nanocas-
tic [46]. Elektrochemické pFistupy ob-
vykle umoznuji timto postupem stano-
vit pouze jednu sekvenci miRNA [47],
nejlepsi se proto jevi aplikace multiple-
xové fluorescencni detekce za pouziti
vice fluoroforl pfipojenych na jednot-
livé DNA sondy [48]. | dalsi proteiny spe-
cificky interagujici s miRNA mohou po-
moci pfi jeji detekci. Jednim z nich je
virovy protein p19 vazajici kratké RNA-
-RNA duplexy. Torrente-Rodriguez et al
vyvinuli elektrochemickou metodu pro
stanoveni miR-21 a miR-205 v buné¢-
nych liniich i prsnich nddorech [49,50].
Postup oviem vyZzadoval pouziti draz-
Sich RNA sond, které byly po hybridizaci
s miRNA izolovany pomoci magnetic-
kych kulicek modifikovanych proteinem
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p19. Pozdéji nahradili protein p19 spe-
cidlni protilatkou S9.6, kterd vaze kratké
DNA-RNA duplexy, a mohly tak byt pou-
zity levnéjsi DNA sondy (obr. 4) [51].

Inovativni pfistup detekce miRNA
predstavuje tzv. NANOPORE technolo-
gie, v soucasnosti poskytovana spolec-
nosti Oxford Nanopore Technologies.
Je zaloZzena na méreni zmén elektrické
vodivosti béhem transportu DNA nebo
RNA pres protein a-hemolysin, tvofici
cca 2nm por v lipidické membrané. Pro
tyto Ucely byly vyvinuty specialné zna-
¢ené DNA sondy, které po vytvoreni du-
plexu s cilovou miRNA a nasledném pre-
stupu pres por docasné snizily vodivost
uvniti péru. Plvodni ¢lanek, publiko-
vany v Nature Nanotechnology [52], de-
monstroval Uspésnou detekci miR-155
v plazmé pacientl s rakovinou plic,
kde tato miRNA vykazuje zvysenou
hladinu.

Zaver

Objeveni souvislosti mezi hladinami
miRNA a patogenezi nadorovych ¢i ji-
nych onemocnéni mélo za nasledek ma-
sivni rozvoj detekénich metod pro je-
jich detekci. K standardnim metodam,
jakymi jsou RT-PCR, microarrays nebo
NGS, postupné pfibyvaji méné tradi¢ni
pfistupy cilici zejména na snizeni na-
kladd, urychleni méfeni nebo zjedno-
duseni postupu. Tyto pfistupy vsak celi
fadé vyzev. Ztejmé nejvétsi z nich je ap-
likace vyvijené metody na klinickém ma-
teridlu, ktera ve vétsiné pfipadl nebyla
doposud demonstrovana. Castym nedo-
statkem je i slabd validace pomoci stan-
dardnich metod, velmi nizky pocet de-
tekovanych sekvenci (obvykle jenom
jedna, pficemz vhodnéjsi by bylo pou-
ziti panelu miRNA), nizka reprodukova-
telnost nebo neschopnost rozlisit vysoce
homologni miRNA z jedné rodiny. Ne-
déavné pokroky v oblasti nanotechnolo-
gii, biomateridl nebo mikrofluidiky by
vsak mohly pomoci pfekonat tyto pre-
kazky k dosazeni levné, rychlé a dosta-
te¢né citlivé detekce miRNA v klinickém
materidlu.
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Suahrn

Vychodiskd: Potencial neoantigénov v indukcii protinddorovej imunitnej odpovede je uz de-
satrocia znamy, avsak prvé neoantigénové vakciny boli vyvinuté len nedavno. Rozvoj genomic-
kych a proteomickych metéd umoznil popis somatickych mutdcii v nadore a imunogénnost
korespondujucich neoantigénov méze byt predpovedana in silico pripadne in vitro. Kombi-
nacia neoantigénovej vakcinacie so spravnym imunologickym postupom umoznuje docielit
regresiu nadoru. Studie neoantigénovych vakcin na modelovych organizmoch dokazuju vy-
soku ucinnost postupu a dokonca prvé klinické studie zaznamendvaju uspech. Ciel: Cielom je
priblizit vyznam neoantigénovych vakcin v personalizovanej protinadorove;j lie¢be a objasnit
mechanizmus ich pripravy. Clanok popisuje typy mutécii s potencialom expresie imunogén-
nych neoantigénov nutnych pre tvorbu efektivnej vakciny a priblizuje aj ostatné procesy nutné
k aktivacii T bunkovej protinddorovej odpovede pacienta. Predovsetkym je zamerany na iden-
tifikaciu vysokopravdepodobnych neoantigénovych sekvencii aplikaciou metdd sekvenovania
novej generacie a hmotnostnej spektrometrie (mass spectrometry — MS), o je pre tvorbu vak-
ciny kltucové. V clanku je popisany princip proteogenomickej platformy, ktora vznikla na nasom
pracovisku za ti¢elom konfidentnej identifikdcie mutantnych peptidov v biologickom materili.
Zmienuje sa aj o moznosti kvantifikdcie neoantigénov MS metédami monitorovania vybranych
reakcii (selected reaction monitoring - SRM) a SWATH (sequential windowed acquisition of all
theoretical fragment ion spectra). Potencial neoantigénovej vakcinacie v protinadorovej terapii
dokazuju uspesné klinické studie zhrnuté v zavere ¢lanku.

Klucové slova
vakcinacia - hmotnostna spektrometria — neoplazmy - antigény — peptidy

Summary

Background: Although immune responses to “cancer neoantigens” have been known for deca-
des, the first neoantigen vaccines emerged only very recently. Current developments in geno-
mics and proteomics have enabled descriptions of tumor mutational landscapes, and the immu-
nogenicity of corresponding neoantigens can now be predicted either in silico or in vitro. Cancer
regression could be achieved via a combination of neoantigen vaccination and an appropriate
immunology approach. Research in model organisms and the results of initial clinical trials of
neoantigen vaccines have shown them to be effective. Purpose: We aim to emphasize the impor-
tance of neoantigen vaccines in personalized cancer treatment and describe their preparation.
We summarize mutations leading to expression of an immunogenic antigen necessary for vac-
cine development. The processes leading to activation of T-cell anticancer immunity in a patient
are briefly introduced. We especially focus on the identification of high confidence neoantigens
by next-generation sequencing (NGS) and mass spectrometry (MS), which is key element in the
process of designing neoantigen vaccines. Briefly, we describe a proteogenomic platform for
confident identification of mutant peptides in biological material. We mention the possibility of
neoantigen quantification in biological material using mass spectrometry such as SRM (selected
reaction monitoring) and SWATH (sequential windowed acquisition of all theoretical fragment
ion spectra). Successful clinical studies demonstrating the potential of neoantigen vaccination in
personalized cancer treatment are summarized at the end of the paper.

Key words
vaccination — mass spectrometry — neoplasms — organ-specific neoantigen
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Uvod

V stcasnosti sa volba protinadorovej te-
rapie zaklada prevazne na vysledkoch
histopatologického vysetrenia, sym-
ptomoch ochorenia a na informaciach
o predoslej liecbe pacienta. Dnedné
terapeutické postupy su prilis gene-
ralizované a pouzité lie¢ivd pdsobia
nespecificky, ¢o vedie k vedlajsim ucin-
kom a k nedostatoc¢nej terapeutickej
ucinnosti. Vysledkom je nizky bene-
fit pacienta z liecby, nizka kvalita zivota
pacienta a pomerne kratka doba prezi-
vania. S prichodom omics metéd doslo
ku kvalitnejsej charakterizacii nddorov
na Urovni genému, protedému a metabo-
[6mu [1]. Molekuldrne-biologickd cha-
rakterizacia odhalila mnohé nové nédo-
rové markery a terapeutické ciele, ktoré
lepsie stratifikuju pacientov a umoz-
nuju cielenie lie¢by. Detailnd charakte-
ristika nddoru poméha lekdrom zvolit
lepsi liecebny postup, pripadne apliko-
vat postup presne ,Sity na mieru” K dal-
siemu rozvoju personalizovanych lie-
¢ebnych postupov by mohla vyrazne
prispiet kombinacia Standardnych tera-
peutickych postupov, molekuldrnej dia-
gnostiky a imunoterapie.

Zactiatky imunoterapie siahaju az do
19. storocia, ked'v roku 1891 americky chi-
rurg W. B. Coley zacielil imunitny systém
proti inoperabilnému nadoru (sar-
kom) injekciou Zivej streptokokovej kul-
tury priamo do nadorového tkaniva [2].
Niekolko desatroci neskér bola na my-
Sich modeloch objavena a popisand pro-
tinddorova imunita [3]. Pre lepsie pocho-
penie nadorovo $pecifickych imunitnych
odpovedi bol kltcovy objav dendritic-
kych buniek potencujucich T bunky [4]
a charakterizacia hlavného histokompa-
tibilitného komplexu (major histocom-
patibility complex - MHC) molekul pre-
zentujucich antigény [5]. Nasledne bolo
dokazané, Zze mysi, ale aj ludsky imunitny
systém Specificky reaguju na nddorové
antigény pomocou T buniek, ktoré sa
radia medzi tumor infiltrujlce lymfocyty
(TIL) [6,7]. Daldim podstatnym objavom
pre tvorbu efektivnych liecebnych po-
stupov Sitych na mieru bol objavimuno-
genicity neoantigénov produkovanych
doésledkom expresie génov so somatic-
kou mutaciou alebo translaciou viruso-
vych génov [8]. VyuZzitie virusovych anti-

génov pre imunoterapiu je limitované na
nadory vzniknuté virusovou infekciou.
Neoantigény vznikajice zo somatickych
mutacii su vysledkom genetickej nesta-
bility a transformacie nadorov. Preto sa
predpoklada ich Sirsie vyuZitie v protina-
dorovej terapii. Neoantigény su v stcas-
nosti pravdepodobne najzaujimavejsim
ciefom modernej imunoterapie, najma
kvoli tomu, Ze imunitny systém si voci
nim nevytvdra toleranciu [9].

Tumor $pecifické neoantigény
Imunoterapia cielend na vlastné anti-
gény s charakteristicky zvysSenou ex-
presiou v nddorovom tkanive sa uka-
zuje ako neefektivna a Uspesnost tohto
pristupu je zriedkava [9,10]. Vlastné an-
tigény su pritomné aj v zdravom tkanive,
maju nizku imunogénnost a imunitny
systém md vodi nim zvysenu toleranciu,
zatial' ¢o neoantigény su nadorovo 3Spe-
cifické a pravdepodobne imunogénne.
Najcastejsie vznikaju jednonukleotido-
vymi variaciami (single nucleotide va-
riants — SNV), ktoré vedu k zdmene jed-
nej aminokyseliny v sekvencii proteinu.
Ich imunogénnost je zarucena kontak-
tom mutovanej casti sekvencie s T bun-
kou. Mutécia sa vSak méze vyskytnut aj
v mieste ukotvenia na MHC molekulu,
¢o méze ovplyvnit prezentaciu wild type
antigénov [11,12]. SNV su ¢asto jedi-
nec¢né pre pacienta, no mézu posluzit aj
na tvorbu terapeutickych postupov pre
vacsie kohorty pacientov, pokial sa ¢asto
opakuju.

Inzercie a delécie spdsobujice posun
¢itacieho ramca su dals$im bohatym
zdrojom neoantigénov. Posun (¢ita-
cieho rdmca je sposobeny zaradenim
alebo vymazanim nukleotidu v kéduju-
cej sekvencii antigénu, pricom transla-
ciou potom vznika neoantigén s uplne
odlisnou sekvenciou v porovnani s vlast-
nym antigénom. Predpoklada sa vysoka
imunogénnost. Laumont et al vo svo-
jej studii dokazuju, Ze antigény vznik-
nuté posunom citacieho ramca alebo
translaciou nekdédujucich oblasti su pre-
zentované molekulami [udského leuko-
cytového antigénu (human leukocyte
antigen - HLA) a mo6zu vyvolat $peci-
fickd reakciu imunitného systému. Od-
haduje sa, Ze az 10 % peptidov prezen-
tovanych molekulami HLA pochadza

z nekddujucich oblasti genému alebo
z produktov vzniknutych posunom ¢i-
tacieho ramca [13]. Alternativne mézu
neoantigény vznikat pri translokaciach
chromozémov alebo pocas peptidového
splicingu. Pri translokacii chromoz6-
mov dochadza k spojeniu 5" konca génu
s 3'koncom iného génu a tak vznika fuzny
protein. Translokacia chromozdémov je
charakteristicka pre sarkdbmové ochore-
nia a zabezpecuje naddorovym bunkdm
nesmrtelnost. Ukazalo sa, ze cast sek-
vencie novovzniknutého fuzneho pro-
teinu charakteristického pre synovialny
sarkém sa viaze na HLA molekuly a indu-
kuje cytotoxické T bunky [14]. Peptidovy
splicing sa typicky odohrava v protea-
z6me, pricom dochdadza k vystiepeniu
segmentu z proteinu a k tvorbe neoan-
tigénu fuziou zvysnych segmentov [15].
Metdédami hmotnostnej spektrometrie
(mass spectrometry — MS) bol popisany
flzny peptid zlozeny z dvoch segmen-
tov sekvencie proteinu SP110 spojenych
v opa¢nom poradi. Chromatografickou
analyzou eluadtu HLA prezentovanych
peptidov bolo dokazané, Ze fuzny pep-
tid je prezentovany na HLA molekulach
a rozpoznavany CD8+ T bunkami [16].
Identifikdcia neoantigénov je kompli-
kovand a vyzaduje zapojenie MS, kde
dochadza k limitacii, pokial nie su do-
stupné metddy schopné predpovedat
sekvenciu neoantigénu. Vyskum imu-
nogénnych ligandov prezentovanych
na HLA molekulach vyZzaduje kombina-
ciu viacerych analytickych technik pre
Uspesnu identifikaciu a popis ich vyuzi-
telnosti pre protinddorovu terapiu.

Identifikacia tumor Specifickych
neoantigénov

Identifikdciu neoantigénov na gené-
movej Urovni umoznil rozvoj sekveno-
vania novej generacie (next generation
sequencing - NGS) metéd exdmového
alebo RNA sekvenovania. Uskalia iden-
tifikacie neoantigénov metédami NGS
spocivaju vo vyskyte polymorfizmoyv,
v heterogenite naddoru, v chybéch pri
sekvenovani a v analyze dat. Navyse,
zostavovanie gendmovej sekvencie je
komplikované pritomnostou paralég-
nych sekvencii, repeticiami, mobilnymi
elementami (transpozény), chybami
v prepise RNA do cDNA, chybami v refe-
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ren¢nej sekvenciiato moze viest kidenti-
fikacii falosne pozitivnych mutécii v sek-
venovanom genéme [17]. NGS metddy
prispeli k identifikdcii mnoZstva mutdcii
v réznych typoch nadorového tkaniva
a bolo zistené, Ze vyskyt mutacii v nado-
rovom tkanive je determinovany typom
nadoru. Vsetky identifikované mutacie
vsak nemusia byt prekladané na ribozé-
moch a nemusia ziskat podobu neoanti-
génu. Metédy MS umozniuju vyskum na
Urovni protedmu a poskytuju priamu in-
formdciu o existencii neoantigénu. Ana-
lyza MS dat je v3ak zavisla na dostup-
nosti referen¢nej databédzy skimanych
proteinov a je temer nemozna bez vedo-
mosti o tom, ¢o sa vo vzorke hlada. Prave
preto sa kombinacia NGS a MS metod
javi ako idedlna. NGS metddy poskytnu
referen¢nd databazu kandidatnych ge-
némovych mutdcii a MS metédami sa
overi pritomnost prislusnych neoantigé-
nov na proteinovej urovni.

Vyber tumor Specifickych
neoantigénov vhodnych

pre protinadorovi terapiu

a mechanizmus aktivacie
neoantigénovej imunitnej
odpovede

Identifikované neoantigény mézu sku-
toc¢ne v bunke vznikat, no nemusia byt
imunogénne, pretoze nedochadza k ich
prezentécii HLA molekulami a k ich roz-
poznavaniu T bunkami. Pravdepodob-
nost Uspesnej prezentacie neoantigénu
zavisi od afinity a stability komplexu
neoantigén — HLA [11]. Afinita neoan-
tigénu k HLA molekule pacienta moze
byt predpovedana in silico a pre tento
Gcel bol v minulosti vyvinuty algoritmus
NetMHC [18]. Vysledky in silico predikcie
moézu byt nepresné a skreslené, pretoze
su zaloZené na vypoctovych metddach.
Tvorba komplexu neoantigén — HLA
mbze byt otestovana aj in vitro. V sucas-
nosti su dostupné in vitro testy, ktoré
popisuju afinitu a stabilitu komplexu
v nanomoldarnych koncentraciach a pri
fyziologickych podmienkach [19]. Testo-
vanieinsilico ain vitro stale nie je zarukou
vyberu imunogénneho neoantigénu.
Neoantigény potencujuce protinddo-
rovl imunitni odpoved musia byt spra-
cované dendritickymi bunkami in vivo
a prezentované HLA molekulami na ich

povrchu. Tvorba $pecifickej protinadoro-
vej imunitnej odpovede je podmienend
kontaktom HLA neoantigénového kom-
plexu na povrchu dendritickych buniek
s T bunkovym receptorom (T-cell re-
ceptor - TCR) na povrchu CD4+ a CD8+
T buniek. Po aktivacii T bunky neoan-
tigénom je sila imunitnej odozvy za-
visla na kostimulacii sprostredkovanej
imunostimula¢nymi cytokinmi (IL-12,
IFN-a). Nasledne, aktivované T bunky
musia byt dopravené k tumoru, kde TCR
musia $pecificky rozoznat HLA neoan-
tigénové komplexy prezentované na-
dorovymi bunkami. Na zaver dochadza
k lyze rakovinovych buniek uvolnenim
cytotoxickych granulocytov.

Identifikacia a popis HLA prezentova-
nych neoantigénov potencujucich imu-
nitny systém pacienta je podstatnym
krokom k tvorbe efektivnej neoantigé-
novej vakciny a k personalizacii liecby.
Sucasny rozvoj proteomickych metéd
a metéd sekvenovania nukleovych ky-
selin umoznil zacielit na$ vyskum na
ich identifikaciu vo vzorkach fudskych
nadorov.

Proteogenomicka platforma na
identifikaciu neopeptidov v bio-
logickom materiali

Proces tvorby neoantigénovej vak-
ciny potencujucej protinadorovud imu-
nitnu odpoved je komplexny a ponuka
mnoho moznosti optimalizacie. Pod-
statnou castou tvorby neoantigénovej
vakciny je popis charakteristickych mu-
tacii (obr. 1). Genomické metédy neda-
vaju priamu odpoved na otdzku, ¢i je
konecny produkt zodpovedny za aktiva-
ciu T buniek pritomny v nddorovom tka-
nive. Na$ vyskum prebiehal na urovni
proteédmu, kde sme priamo skdmali pri-
tomnost a kvantitu efektorovej mole-
kuly - neoantigénu. Proteomicka pri-
prava peptidovej vzorky pre MS a MS
analyza prebehla podla publikovanych
protokolov [20-22]. V skratke, melano-
mova bunecna linia A375 bola napes-
tovana do 80% konfluencie a lyzova-
nana do 8 M mocoviny v 0,1 M Tris-HCl,
pH 8,5. Bunecné lyzaty A375 boli spraco-
vané podla protokolu Stiepenia protei-
nov na filtri (filter-aided sample prepara-
tion — FASP) a odsolené podla Bouchala
et al [20,21]. K detekcii neoantigénov

sme vyuzili zakladné MS metddy. Iden-
tifikdcia proteinov prebiehala v data
dependentnom akvizicnom méde na
hmotnostnom spektrometri Triple TOF
5600+ [22]. Problematika MS analyzy
neoantigénov spocivala hlavne v nedo-
stupnosti referen¢nych databéaz potreb-
nych na prehladdvanie MS dat. Bezne
dostupné referen¢né databazy obsa-
huju sekvencie proteinov vo wild type
formach a ich pouzitie k detekcii mu-
tantnych foriem proteinov je limitované.
MS metddy su zaloZzené na merani po-
meru hmotnosti k ndboju (m/z) a iden-
tita mutovaného proteinu nemoéze byt
z beznej wild type referen¢nej databazy
priradena napriek tomu, ze mutovany
protein bol pocas MS analyzy deteko-
vany. Dévodom je zmena molekularnej
hmotnosti proteinu a zmena fragmen-
ta¢ného spektra, pripadne tvorba no-
vého miesta pre proteolytické Stiepe-
nie vplyvom mutacie. K identifikacii
mutantnych foriem proteinov je nevy-
hnutna tvorba vlastnej referen¢nej data-
bazy s mutantnymi sekvenciami protei-
nov. Genomické metédy NGS poskytuju
moznost de novo celogenémového sek-
venovania a identifikdciu genetickych
mutacii na Urovni DNA alebo RNA. Filt-
raciou zaloZzenou na pocte readov alebo
na abundancii varianty sme ziskali da-
tabdzu vysokopravdepodobnych muté-
cii. Nasledne bola odvodena referen¢na
databdza mutantnych foriem proteinov
prelozenim genetickej informéacie do
aminokyselinovej sekvencie. Takto pri-
pravenad mutantna referencnd databaza
bola potom pouzitd na prehladavanie
MS dat (obr. 1). Pre kazdy mutantny pro-
tein/peptid je k dispozicii Statistika vyja-
drujuca pravdepodobnost, s ktorou bol
identifikovany. Mutantné proteiny/pep-
tidy identifikované s vysokou konfiden-
ciou pravdepodobne vznikaju v mu-
tovanej forme, no napriek tomu moze
dochédzat aj k nesprdvnemu prirade-
niu fragmentacného (MS/MS) spektra
k sekvencii mutovaného proteinu. Vy-
sledky MS analyzy vyzaduju dékladnu
kontrolu a validaciu. Kontrola pokrytia
mutantnej pozicie ako aj kontrola frag-
mentacného spektra neoantigénu vyl-
uci moznost identifikacie wild type pep-
tidu. MS metédy nemusia zaznamenat
podstatné nizkoabundantné peptidy
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Obr. 1. Proteogenomicka platforma na identifikaciu, kvantifikaciu a validaciu mutantnych proteinov/neopeptidov.

Obrazek zobrazuje moznosti identifikacie a kvantifikdcie mutantnych aminokyselinovych sekvencii za pomoci kombinacie genomickych
a proteomickych metod. Kltucové je vyuzitie genomickych metdd poskytujucich Databazu pravdepodobnych mutécii, ktora je nasledne
pretransformovand do vlastnej prehladavacej kniznice. Prehladdvanim LC-MS/MS dat s vlastnou ,mutantnou” kniZnicou sme schopni
identifikovat mutantné proteiny/neopeptidy. Pokial je predmetom vyskumu kvantifikacia vac¢sieho mnozstva mutantnych proteinov/
neopeptidov mozno pouzit metédu SWATH spojenu s tvorbou mutantnej spektralnej kniznice z LC-MS/MS dat. Validaciu, pripadne
presnu kvantifikaciu kandidatnych neoantigénov docielime pouzitim izotopovo znac¢enych variantov neopeptidov a metédy monitoro-
vania vybranych reakcii (SRM).

LC-MS/MS - kvapalinova chromatografia spojena s tandemovou hmotnostnou spektrometriou, SWATH - sequential windowed acquisi-
tion of all theoretical fragment ion spectra, SRM - selected reaction monitoring, FDR - false-discovery rate
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pod detekénym limitom metddy. Efekti-
vitu procesu identifikdcie neoantigénov
sme zvysili znizenim komplexity vzorky
preseparaciou. Délezitym faktorom bola
ortogonalita presepara¢nej metddy na
separac¢nu metddu v druhom chromato-
grafickom rozmere [23]. Efektivna dvojdi-
menziondlna chromatografickd metdda
(dvojrozmerna kapalinova chromatogra-
fia (2D LQ)) vyuziva odlisné mechanizmy
separdcie v prvom a druhom chromato-
grafickom rozmere. Dobrym prikladom
je nds systém s preseparaciou v bazickej
reverznej faze nasledovany separaciou
v kyslej reverznej faze. Aplikaciou dvoj-
rozmernej kvapalinovej chromatografie
spojenej s tandemovou hmotnostnou
spektrometriou (2D LC-MS/MS) mozno
mnohonasobne zvysit pocet identifi-
kacii a zvysit pokrytie v mutovanej casti
sekvencie. MoZnosti optimalizécie pro-
cesu LC-MS identifikacie neoantigénov
spocivaju aj v pouziti chipovych chroma-
tografickych kolén vynikajicich nizsim
protitlakom, lepSiou separaciou a repro-
ducibilitou oproti klasickym kapildrnym
kolondm. Optimalnou 2D LC-MS/MS
metodou sme identifikovali az desiatky
neoantigénov.

Cielena proteomika ponuka moznost
validacie LC-MS/MS dat. Metédu SRM
(selected reaction monitoring) sme za-
cielili na konkrétne vybrané kandidatne
neoantigény. Informéacie potrebné pre
tvorbu SRM metédy sme ziskali z MS/MS
daét prislusnych neoantigénov. Vysledné
SRM déata boli spracované podla dobre
definovanych pravidiel implementova-
nych v softvéri Skyline [24]. Déveryhod-
nost SRM validacie neoantigénov sme
zvysili pouzitim prislusnych tazkych fo-
riem neoantigénov s izotopovym zna-
¢enim, ktoré sluzia ako referencné pep-
tidy. Referen¢né izotopovo znacené
peptidy sme museli dékladne navrh-
nut. Izotopovo znacend aminokyselina
by mala byt v takej pozicii, aby sa spolu
so zamenenymi aminokyselinami vysky-
tovala v ¢o najvda¢som pocte fragmen-
tovych iénov. Fragmentacné spektra re-
feren¢nych peptidov sa musia dokonale
podobat spektrdm neoantigénov a re-
tencny ¢as oboch foriem musi byt iden-
ticky. Uspesne validovany neoantigén sa
potom da povaZovat za exprimovany na
proteinovej urovni [25]. V pripade, ze je

predmetom zdujmu kvantita neoanti-
génu, metdda SRM ponuka moznost ab-
solutnej kvantifikacie. Relativna kvan-
tifikdcia metdédou SWATH (sequential
windowed acquisition of all theoretical
fragment ion spectra) je vynimoc¢na svo-
jou robustnostou a schopnostou kvan-
tifikovat vsetky detekovatelné proteiny
v jednom chromatografickom behu [26].
Do buducna sa da predpokladat aplika-
cia metdédy SWATH pre robustnu kvan-
tifikaciu viacerych mutantnych foriem
peptidov alebo neoantigénov v réznych
typoch vzoriek za réznych podmienok.
Pre Uspesnu kvantifikaciu bude klucové
vytvorenie spektralnej kniznice obsahuj-
ucej MS/MS spektra mutantnych pro-
teinov (obr. 1). Po Uspesnej identifika-
cii a validacii neoantigénov je potrebné
pokracovat vyberom peptidov, ktoré
su prezentované imunitnym systémom
a su imunogénne. Z pociato¢ného listu
tisicov variantov identifikovanych me-
tédami NGS sa dostdvame k stovkam
alebo desiatkam neoantigénov, ktoré su
skutocne exprimované na proteinovej
urovni. Naslednou dékladnou validéciou
in silico, in vitro a in vivo sa okruh kandi-
datov zUzZi este viac, aZz sa dostdvame
k listu niekolkych kandidatov vhodnych
pre tvorbu protinadorovej vakciny. Iden-
tifikacia neoantigénov pouzitelnych pre
tvorbu protinddorovych vakcin je mul-
tidisciplinarna zalezitost vyZadujuca ko-
lektiv vedcov so znalostami z mediciny,
imunoldgie, molekularnej bioldgie, bio-
chémie a analytickej chémie. Napriek
zlozZitosti problematiky vzniklo niekolko
publikacii, kde sa autorom aspon cias-
to¢ne podarilo vyuzit vlastné neoan-
tigény pacienta k remisii nddorového
ochorenia (vid' nizsie).

Uspesné aplikacie
neoantigénovych vakcin

v protinadorovej terapii

Ott et al pripravili personalizované
neoantigénové nadorovo-$pecifické
vakciny pre pacientov s melanémom [27].
Pre vakcinaciu bolo vybranych 20 neo-
epitopov na zédklade DNA a RNA sek-
venovania a modelovania afinity k HLA
molekuldm. Vakciny boli aplikované
subkutanne. U pacientov bola deteko-
vand indukcia CD4+ a CD8+ T bunko-
vej odpovede, pricom T bunky Specificky

rozlisovali nddorové neoantigény od
wild type antigénov. U 4 zo 6 pacientov
doslo k remisii ochorenia pocas 25 me-
siacov od vakcindcie. Dvaja pacienti s re-
lapsom ochorenia boli dodatocne lie-
¢eni anti-PD1 biologickou lie¢bou, ktord
viedla k expanzii neoepitop-$pecifickych
buniek a ku kompletnej remisii ocho-
renia. Sahin et al pouzili k protinadoro-
vej vakcinacii molekuly RNA koédujuce
neoantigény, ktoré zaroven sluzili ako
adjuvans a potencovali imunitnu reak-
ciu [28]. Molekuly RNA koédovali 27-ami-
nokyselinové sekvencie obsahujuce
neoepitopy s vysokou pravdepodob-
nostou vazby na molekuly MHC I. a Il.
triedy. Vakcindcia pacientov s pokro-
¢ilym melanémom viedla ku $pecific-
kej imunitnej reakcii cielenej proti neo-
epitopom vybranych neoantigénov.
V resektdte metastatického melané-
mového tkaniva bola objavena T bun-
kova infiltracia spojend s neoepitop-
-$pecifickou eliminaciou nadorovych
buniek. U 2 z 5 pacientov doslo k remi-
sii metastatického melanému. Jeden
z pacientov relaboval po tom, ¢o doslo
k Uniku nadoru spod kontroly imunit-
ného systému. Dodato¢nou administra-
ciou lie¢by inhibitormi imunitnych kon-
trolnych bodov bol efekt protinddorovej
vakcinacie obnoveny a zosilneny.
Komentované klinické $tudie doka-
zuju ucinnost neoantigénovej vakcina-
cie v praxi. K SirSiemu popisu Uspesnosti
a efektivity neoantigénovej vakcina-
cie v protinddorovej terapii bude vsak
nutné rozsirit skupinu pacientov a po-
kusit sa aplikovat vakcinaciu na roézne
typy nadorov. Sucasné poznatky na-
znacuju, ze neoantigénovu vakcina-
ciu je vhodné kombinovat s komple-
mentarnymi lie¢cebnymi postupmi. Ako
Uspesna sa javi kombinacia s inhibi-
tormi imunitnych kontrolnych bodov.
K tvorbe neoantigénovych protinddo-
rovych vakcin je potrebné doriesit kom-
plikacie s identifikdciou imunogénnych
neoepitopov, aktivaciou T bunkovej od-
povede v mieste tumoru a s adaptaciou
tumoru na imunitnu reakciu. Problema-
tickd moze byt aj postupna strata HLA
molekul na povrchu nadorovej bunky,
tvorba fyzickej bariéry, sekrécia imu-
nosupresivnych molekul, pripadne re-
kruitdcia buniek zodpovednych za
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utlmenie imunitnej reakcie. Navyse, po-
dla matematickych modelov, sa vplyvom
neoantigénovej vakcinacie predpoklada
postupna selekcia subpopuldcie nado-
rovych buniek bez prezentacie neoanti-
génu HLA molekulami.

Zaver

Neoantigénova vakcinacia ma potencial
zmenit sucasné pristupy k lie¢be nddo-
rovych ochoreni a individualizovat pro-
tinddorovu lie¢bu. Buducnost tohto po-
stupu bude zavisiet od automatizacie
procesu ziskavania imunogénnych neo-
epitopov pacienta a od Uspesnosti zis-
kavania kontroly nad procesmi veducimi
k protinadorovej imunite. Podstatné
bude aj nacasovanie a volba spradvneho
rezimu pridavnej liecby.
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