PREHLED
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Souhrn

Vychodiska: Glykosylace je posttransla¢ni modifikace, ktera je zapojena do mnoha biologickych
procesl a vyznamné zasahuje i do déjl spojenych s nddorovou progresi. Zmény glykanovych
struktur na povrchu nadorovych bunék zplsobené alterujicimi hladinami exprese glykosyl-
transferaz a glykosidaz ovliviiuji proliferaci, adhezi, migraci i buné¢nou signalizaci. Pfitomnost
neobvyklych glykanovych struktur a glykokonjugatd v sérech byla popsana u mnohych on-
kologickych onemocnéni a fada glykoproteint byla schvélena Ufadem pro kontrolu potravin
a léciv v USA jako nddorové biomarkery pro klinickd vysetfeni. V soucasnosti se pozornost pfi
hledéani novych glykomarkert zaméfuje na detekci proteinli s aberantni glykosylaci nebo zvy-
$enou koncentraci v sérech nebo exozomech, a to z diivodu jejich aktivni sekrece nebo uvolno-
vani z nadorovych bunék do extracelularniho prostoru. Cil: Cilem ¢lanku bylo popsat strukturu
glykan, glykoproteint i glykokonjugatl a priblizit jejich funkci ve vyvoji a progresi nadord.
Dalsim cilem bylo ¢tenaie seznamit s vybranymi klinicky schvalenymi glykoproteiny vyuZiva-
nymi k diagnostice onkologickych onemocnéni (AFP, PSA, CA 125, HE4). Pozornost byla zamé-
fena na zmény v glykanové struktuie uvedenych proteind, jejich funkce, koncentrace v sérech
a jejich vyuziti v klinice a diagnostice onkologickych onemocnéni.
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Summary

Background: Glycosylation is a posttranslational modification that is involved in many biolo-
gical processes and significantly affects the processes associated with tumour progression.
Changes in glycan structures on the surface of tumour cells caused by altering levels of glyco-
syltransferase and glycosidase expression affect proliferation, adhesion, migration and cellular
signalling. The presence of aberrant glycan structures and glycoconjugates in the sera of on-
cological patients has been reported in many cancers. Consequently, many glycoproteins have
been approved by the U.S. Food and Drug Administration as tumour biomarkers for clinical
investigations. At present, attention is focused on the search for new glycomarkers that are de-
corated by aberrant glycosylation or are overexpressed in the serum or exosomes due to their
active secretion or release from tumour cells to the extracellular space. Purpose: The aim of this
article has been to review the structure of glycans, glycoproteins and other glycoconjugates
and to give more details about their functions in the development and progression of tumours.
Another aim was to familiarise the reader with selected clinically approved glycoproteins used
to diagnose oncological diseases (AFP, PSA, CA 125, HE4). Attention was paid to changes in the
glycan structure of these proteins, their function, serum concentrations and clinical use in the
diagnostics of cancer.
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GLYKOPROTEINY V SERECH ONKOLOGICKYCH PACIENTU

Struktura a funkce glykanti ve
vyVvoji a progresi nadoru
Glykany jsou sacharidové jednotky (oli-
gosacharidy a polysacharidy) vyskytu-
jici se volné nebo kovalentné vazané na
biomolekuly (protein ¢i lipid, nazyvané
pak glykokonjugaty). Glykanova slozka
muze ovlivnit funkci glykokonjugat(
pfimo, a to bezprostiedni Ucasti na inter-
akcich s ostatnimi biomolekulami, nebo
nepfimo zapojenim do mechanizmu
kontrolujicich konformaci, stabilitu a Zi-
votnost proteinu [1-3]. Pfehled glykanl
a glykokonjugatl zapojenych do nado-
rové progrese je uveden na obr. 1.
Funkce N-glykoprotein( zavisi na poctu
a slozeni glykanovych ¢asti navazanych na
polypeptidovy fetézec a na vétveni gly-
kanové ¢&asti, pficemz abnormalni struk-
tury ovliviiuji vyvoj a progresi nadort
(obr. 2). Bylo publikovéno mnoho praci za-
byvajicich se N-glykanovym profilovanim
sér, tkani, ascitovych tekutin nebo moce
pacientd s nadorovym onemocnénim. Vy-
sledky upozornily na komplexni nebo na-
opak na velmi jednoduché (paucinoma-

A

ndzni) [4] glykanové struktury, typické pro
dané onemocnéni ¢i molekuldrni pod-
skupinu nadoru, jejichz vyskyt koreloval
s odpovédi na lé¢bu [5-9]. Mezi O-glyko-
proteiny patfi muciny, které se vyskytuji
ve vétsim mnozstvi na povrchu nadoro-
vych bunék a podileji se na adhezi bunék
podobné jako proteoglykany. Ty se dale
Ucastni aktivace rlistovych faktord. Vy-
skyt glykosfingolipidG zase koreluje s rlis-
tem nador(. Glykokonjugaty a glykany se
kromé povrchu bunék vyskytuji také in-
traceluldrné anebo naopak extracelularné
jako sekretované molekuly, které jsou sou-
¢asti extraceluldrni matrix. Odlisné loka-
lizované glykany plni rGzné funkce, napf.
ovliviiuji buné¢nou signalizaci, ucastni
se zanétlivych proces(, dereguluji bu-
nécny cyklus, podporuji proliferaci, mi-
graci nebo se aktivné ucastni mezibu-
néénych interakci [1,10,11]. Jsou tedy
dllezitou soucasti mnoha biologickych
proces(, a proto je fada z nich povazovana
za biomarkery [12].

Nékteré typy glykan vyskytujici se na
povrchu nadorovych bunék mohou za-
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Obr. 1. Struktury glykant a glykokonjugatti zapojenych do nadorové progrese.
1) N-glykoproteiny nesou kovalentné navézané glykanové struktury prostfednictvim glykosidické vazby na Asp; 2) O-glykoproteiny ne-
sou glykany kovalentné navazané prostiednictvim hydroxylové skupiny Ser nebo Thr, v glykanovém fetézci jsou pfitomny N-acetylgalak-
tosaminy, dalsi jednotky sacharidd, fukéz a sialovych kyselin; 3) glykosfingolipidy obsahuji lipidovy ceramid s navdzanym jednim nebo
vice sacharidy; 4) hyaluronany se vyskytuji jako volné retézce glukosaminoglykant nebo mohou byt kovalentné navazany na proteogly-
kany; 5) proteiny s navdzanym N-acetylglukosaminem prostfednictvim O-vazby se vyskytuji v cytoplazmé nebo jadie buriky. Pfevzato

a upraveno z [1].

Asp - asparagin, Ser — serin, Thr — treonin

sahovat i do procest spojenych s nado-
rovou progresi (obr. 2). Pfitomnost gly-
koproteinl spole¢né s dalsimi latkami
(proteiny, lipidy, enzymy atd.) byla také
zaznamenana v exozomech (extracelu-
larnich véaccich nesoucich transferinovy
receptor) produkovanych ve vétsim
mnozstvi nddorovymi burikami nez bun-
kami normalnimi [13]. Exozomy zajistuji
vyménu informaci a latek mezi bunkami,
mohou modifikovat lokaIni i vzdalené
mikroprostiedi, ovliviiuji vyvoj me-
tastaz i vyvoj imunitni odpovédi. Latky
pfitomné v exozomech jsou velmi ldka-
vym cilem pro vyuziti v diagnostice, pro-
gnostice i [é¢bé onkologickych onemoc-
néni [13,14], napf. u karcinomu slinivky
bfisni [15] nebo u epitelidlniho karci-
nomu vajecnikd [16].

Diagnosticky potencial
glykosyltransferaz
Glykosyltransferdzy jsou enzymy za-
jistujici pfenos a vazbu monosacha-
ridu na glykan prostfednictvim rliz-
nych typl glykosidickych vazeb

glukosamin

N-acetylglukosamin
mandza

galaktéza

fukdza

sialova kyselina
N-acetylgalaktosamin

glukoza

cytoplazmaticka
bunécna membrana
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(napt. galaktoglykosyltransferaza pfre-
nasi galaktdzu). Glykosidazy naopak tyto
vazby 3Stépi. U onkologickych onemoc-
néni byly zaznamendany snizené i zvy-
sené koncentrace prirozené se vyskytu-
jicich sacharid( nebo byly detekovany
sacharidy nové. Tyto zmény jsou zpUso-
beny pradvé zménénymi hladinami glyko-
syltransferdz v Golgiho aparatu nadoro-
vych bunék [17] a vedou k modifikacim
glykanovych ¢asti N- a O-glykoprotein(.
Jednu z nejcastéjsich zmén predstavuje
netypické vétveni N-glykand i narast ve-
likosti glykanové casti zplsobené zvy-
$enou produkci sialyltransferaz, které
pfipojuji termindlni molekuly sialovych
kyselin, nebo fukosyltransferaz zpUso-
bujicich fukosylaci glykanu v jejich rlz-
nych ¢astech (obr. 3A) [18]. Sialové ky-
seliny mohou byt pfitomny ve vazbé
alfa (2,3) nebo alfa (2,6), a tim vytvorit
dva izomery, které maji naprosto rozdil-
nou biologickou aktivitu [19]. Tyto jevy
obecné koreluji s vyvojem nadoru, po-
krocilym stadiem rakoviny a metastazo-
vanim. Objevuji se viak také u chronic-
kych zanétd, které s vyskytem nadoru
souviseji [8]. Profilovani genové exprese
210 glykosyltransferdz v 1 893 vzorcich
pacientl se Sesti typy karcinomu (prsu,
vajec¢nikl, glioblastomu, ledvin, plic
a tlustého streva) bylo pouzito k vyvoji
klasifikace karcinomu i jejich rozdéleni
do podskupin. Aplikaci biostatistickych
metod na kvantitativni hodnoty exprese
genu kodujicich glykosyltransferazy
bylo mozné identifikovat jednotlivé typy
karcinom( a provést jejich subtypovou
klasifikaci [12].

K progresi nddoru pfispivaji téz glyko-
syltransferazy, které jsou zodpovédné za
zmény struktury N-glykand, a tim i jejich
funkce (obr. 3B) [20]. Jedna se o 31,4-N-
-acetylglukosaminyl transferazu (GnT-Ill),
B1,6-N-acetylglukosaminyl transferazu
(GnT-V) a al,6-fukosyl transferazu (FUT8).
GnT-1ll dava vznik bisektinové vazbé, pfi
niz se objevuje treti vétev v terminadlni
¢asti glykanu. Tato struktura zabranuje
dalS$imu procesu glykosylace, protoze
ztraci vlastnosti substratu pro dalsi gly-
kosyltransferazy. GnT-Ill je povazovana
za enzym nezbytny v biosyntetické dréze
N-glykand, ktery inhibuje metastazo-
vani [21]. Naopak GnT-V je zodpovédna
za vznik rozvétvenych glykanovych
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Obr. 2. Funkce glykanu ve vyvoji a progresi nadord.

1) Zména glykanového profilu na E-kadherinu na povrchu nadorovych bunék poskozuje
bunécnou adhezi a podnécuje invazi nadorovych bunék; 2) sialylace rozvétvenych gly-
kant na integrinech zvysuje migraci a invazivitu nddorovych bunék; 3) zména glykosylace
RTK na povrchu naddorovych bunék moduluje jejich signalizaci a proliferaci; 4) zména gly-
kosylace VEGFR na povrchu nadorové bunky je asociovana s nddorovou angiogenezi. Pie-

vzato a upraveno z [10].

RTK - tyrozinkindzové rlistové receptory, VEGFR - receptor vaskuldrniho endotelidlniho

rastového faktoru

struktur a jeji zvysena exprese se proje-
vuje snizenou bunéc¢nou adhezi a zvy-
Senou invazivitou bunék metastazuji-
cich karcinom( tlustého streva, mozku
a prsu [21-24]. Glykany nesouci 31,6-N-
-acetylglukosamin jsou povazovany za
biomarkery progrese karcinomu tlus-
tého stfeva a prsu. FUT8 zajistuje trans-
fer fukdzy na prvni N-acetylglukosamin
(GIcNAC) u glykosidické vazby na aspara-
gin (popisovand jako fukosylace na jadre
glykanu). ZvySend exprese FUT8 pfimo
koreluje s velikosti nddoru [25] a naopak
odstranéni fukosylace na jadfe glykanu
pfitomného v molekule IgG1 zvysuje az
100krat bunécnou cytotoxicitu zavislou
na protilatkach [26].

Klinicky schvalené biomarkery

Glykoproteiny a glykany jsou specific-
kymi biomarkery onkologickych one-
mocnéni. Lze je nalézt v tkanich, séru,
exozomech, moci nebo jinych télnich te-
kutindch, nejcastéji se viak setkdvame
s detekci glykoproteinli nebo glykant
pfitomnych v sérech. Pfehled vybra-

nych glykoproteint pfitomnych v sérech
schvalenych Ufadem pro kontrolu potra-
vin a lécCiv v USA a pouzivanych jako na-
dorové biomarkery je uveden v tab. 1.

Biomarkery detekovatelné v sérech
jsou slouceniny jinak pfitomné v nado-
rech nebo jimi produkované a uvolnéné
do krevniho fecisté, které slouzi k odli-
Seni patologickych zmén organizmu od
fyziologickych. | kdyz je v soucasnosti
zndmo mnoho nadorovych biomarker(,
vzhledem k vysoké heterogenité a Siro-
kému spektru nddord zatim neexistuje
univerzalni marker, ktery by byl schopen
jasné urcit dané onkologické onemoc-
néni, jeho prognézu nebo predpové-
dét Uspésnost Iécby. Fyziologické kon-
centrace nadorovych markerd se mohou
vyskytnout i u malignich onemocnéni,
a proto je mnoho védeckych pracovist
zaméfeno na vyzkum ulohy glykosylace
v nadorové patogenezi a pochopeni
déju pfi vyvoji a progresi nadord. Zde
uvadime popis vybranych biomarker(,
dal3i jsou popsany v dokumentu Valika
etal [27].
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Obr. 3. Aberantni vétveni N-glykant a narust velikosti glykanové ¢asti.
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A) Glykanové struktury s pfipojenou fukézou v rlznych ¢astech glykanu (v jadie a na anténé) a pripojeni termindlnich sialovych kyselin

na anténach.

B) Glykosylace je katalyzovéna glykosyltransferazami, které ovliviiuji biologické funkce glykokonjugatu. Pfevzato a upraveno z [20].

ASN - aminokyselina asparagin, EGFR - receptor epidermalniho ristového faktoru, ADCC — bunéc¢nd cytotoxicita zavisla na protilatkach,
IgG - imunoglobulin G, TGFf-R - transformuijici rlistovy faktor 3, UDP - glukuronosyltransferdza, GDP — guanosin difosfat, GIcNAc -

N-acetylglukosamin, GnT-Ill - $1,4-N-acetylglukosaminyl transferaza, GnT-V —

1,6-N-acetylglukosaminyl transferaza

Tab. 1. Glykoproteiny pfitomné v sérech onkologickych pacientl schvalenych FDA jako nadorové markery. Pfevzato z [27,28].

Marker Cely nazev Karcinom Fyziologicka hodnota  Rok povoleni FDA
AFP a-1-fetoprotein jatra 10 mg/I 1992/2008
PSA prostaticky specificky antigen (volna frakce) prostata 2,5-6,5mg/I* 1986/1994/2012
CA125 nadorovy antigen (mucin 16) vajecniky 35 ku/l 1997/2001

HE 4 lidsky epididymalni protein 4 vajecniky 50-80 pmol/I** 2008
CA15-3 nadorovy antigen 15-3 (mucin 1) prsa 35 kU/I 1997
CA19-9 nadorovy antigen 19-9 (mucin) mnohocetny vyskyt' 35 ku/l 2002

CA 27-29 nadorovy antigen 27-29 (mucin) prsa 35 kU/I 2002

CEA karcinoembryondlni antigen mnohocetny vyskyt? 5mg/l 1985

'Slinivka bfisni, tlusté stfevo, vajecniky, zlucové cesty, zaludek, vzdalené metastazy.
2Zazivaci trakt, tlusté stievo, plice, prsa, mocovy méchyf, ledviny, prostata, slinivka bfisni.

* Fyziologickd hodnota se méni v zavislosti na véku.

** Fyziologickad hodnota se méni — pro premenopauzalni Zeny 50 pmol/l a pro postmenopauzalni Zeny 80 pmol/I.

FDA - americky Utad pro kontrolu potravin a lé¢iv
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a-fetoprotein

Pfitomnost onkofetdlniho a-fetopro-
teinu (AFP) v séru lidského plodu byla
poprvé zminéna v roce 1956 [28], jeho
hladina je standardné vysoka v embryo-
nalnim Zloutkovém vaku a fetalnich ja-
trech. Syntéza AFP vyznamné klesa po
porodu a v dospélych jatrech se tvofi
jen ve stopovém mnozstvi. V séru do-
spélych zdravych jedincd se koncent-
race volného sérového AFP pohybuje
pod 10 ug/l a zvysend koncentrace AFP
v séru je charakteristickd pro vétsinu
hepatocelularnich karcinomd, hepato-
blastomd, karcinom slinivky bfisni a gas-
trointestinalniho traktu nebo karcinom
mozku [30]. AFP je protein s jednim
N-glykanem s komplexni dvouantenarni
strukturou, alterujici terminalni sialylaci
a fukosylaci v jadre a jeho velikost je pfi-
blizné 70 kDa (obr. 4) [29,31]. ZvySena
fukosylace AFP mUze korelovat s pro-
gresi hepatocelularniho karcinomu [32].

Prostaticky specificky antigen
Prostaticky specificky antigen (PSA) je
biomarker vyuzivany pro detekci kar-
cinomu prostaty u muzd. Vyskytuje se
v perianalnich a periuretralnich zlazach
a moc¢ovém méchyfi. Jedna se o serino-
vou protedzu syntetizovanou epitelem
acind a vystelkou duktd prostaty. Kon-
centrace volné i vazané formy PSA se
u zdravého jedince pohybuje pod 4 pg/I.
Zvysenda koncentrace PSA v krevnim
obéhu indikuje poruseni mikrostruktury
prostaty a prlnik z acint a dukt( do ka-
pilar. Rostouci koncentrace PSA v séru
koreluje s velikosti a stage tumoru, pfi-
¢emz koncentrace nad 30 ug/l indikuje
pfitomnost vzdélenych metastaz [33].
PSA je glykoprotein s jednou N-gly-
kanovou strukturou (jeho velikost je
28,4 kDa), ktery je dale délen do glyko-
sylovanych a neglykosylovanych pod-
skupin [34]. Glykanova &ast se vyskytuje
v rliznych alterujicich strukturach (fuko-
sylace a/nebo sialylace), které jsou cha-
rakteristické pro pacienty s karcinomem
prostaty [35-37].

Nadorovy antigen CA 125

CA 125 (MUC 16) byl poprvé popsan jako
biomarker detekovany monoklonalni
protildtkou vyvinutou proti buné¢né linii
OVCA 433 odvozené od karcinomu va-

1

Y

—[ASN]——[AsN]—

1

f
|

B N-acetylglukosamin
® mandza

galaktdza
A fukoza

@ sialova kyselina

Obr. 4. N-glykany pfitomné na a-fetoproteinu vyskytujici se u pacientt s hepatocelu-
larnim karcinomem. Vétsina z nich je fukosylovana na jadfe glykanu a sialylovana na

anténach. Pfevzato a upraveno z[31].
ASN - aminokyselina asparagin

jecnik( [38]. Koncentrace CA 125 v séru
pohybuijici se nad 35 kU/l mdze indiko-
vat pfitomnost karcinomu vajec¢nika,
délohy, endometria, slinivky btisni, tra-
viciho ustroji nebo prsu. Vysetfeni hla-
diny CA 125 se v3ak vyuziva hlavné pro
diagnostiku karcinomu vajec¢nik(l a je
vzdy vhodné jej doplnit napf. stanove-
nim hladiny karcinoembryonalniho an-
tigenu a tkanového polypeptidického
antigenu. CA 125 patfi do skupiny mu-
cinéznich glykoproteind lokalizova-
nych na vnéjsi membrané bunék, je tvo-
fen opakujicimi se peptidovymi epitopy
mucinu MUC 16 [39,40] s pfitomnosti
O- i N-glykosylace. Jeho molekulova
hmotnost v nativnim stavu je vy3si nez
2 miliony Da. CA 125 urychluje prolife-
raci nddorovych bunék a potlacuje pro-
tinddorovou imunitni odpovéd [41,42].

Zvy3end hladina CA 125 nad fyziolo-
gickou hodnotu (35 kU/I) mize indiko-
vat pfitomnost peritonealnich metastaz
karcinomu vajec¢nikt [43].

Lidsky epididymalni protein 4

Lidsky epidydimalni protein 4 (HE4) se
nachazi v epitelidlnich burikach epidi-
dymis a zenském reprodukénim traktu.
Fyziologické hodnoty HE4 v séru se po-
hybuji v rozmezi 50-80 pmol/Il, a to v za-
vislosti na stafi zeny (pfed a po me-
nopauze). Funkce proteinu doposud
nebyla popsana. Bylo v3ak zjisténo, ze
jeho nadprodukce, a tedy zvysena kon-
centrace v sérech pacientek se objevuje
jednak v pfitomnosti seréznich a endo-

metroidnich nadora vajec¢nik( [44], déle
pak u adenokarcinom( plic a endomet-
ria [45,46]. HE4 je oznacovan za sérovy
biomarker epitelidlniho karcinomu va-
jecnikl a vykazuje jako jeden z mala bio-
markerd vysokou specificitu v ¢asnych
stadiich tohoto onemocnéni (stadium
I/11). Ve srovnani s CA 125 poskytuje vétsi
specificitu v rozliseni benignich a ma-
lignich karcinom(. Doporucuje se téz
pouzit hodnoty koncentraci obou mar-
keri (HE4 a CA 125) k vypoctu ROMA
(risk of ovarian malignancy algorithm)
skore, které udava pravdépodobnost
pfitomnosti epitelového karcinomu va-
jec¢nik(, pokud je pomoci zobrazovaci
metody nalezena abnormalita v oblasti
vaje¢nik. Uspésnost spravné klasifi-
kace rizika epitelidlniho karcinomu va-
jecnikl byla timto ptistupem stanovena
na 93,8 % [47]. HE4 je sekretovany nizko-
molekuldrni N-glykoprotein [44], aviak
jeho glykanova struktura zatim nebyla
podrobné popsana.

Zavér

Dosavadni klinicky pouZivané nadorové
biomarkery [27] funguji velmi dobfe
u pacientll s rozvinutym onkologickym
onemocnénim. Je viak tfreba nalézt sady
dalsich biomarker(, které by byly: 1) do-
statecné senzitivni (schopné rozpoznat
dané onemocnéni); 2) charakteristické
pro ¢asna stadia onemocnéni; 3) speci-
fické (dostatecné odlisujici onkologicky
nemocného ¢lovéka od zdravého nebo
trpiciho jinymi zdravotnimi problémy).
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V posledni dobé se objevilo mnoho praci
popisujicich moderni a efektivni meto-
dické pfistupy umoznujici detekci glyko-
sylacnich zmén na glykoproteinech pfi-
tomnych v sérech. Glykoproteiny tedy
predstavuji atraktivni cile pfi hledani bio-
marker( v séru ¢i exozomech z ddvodu
jejich aktivni sekrece, uniku nebo trans-
portu ve vezikulach z nddorovych bunék
do extracelularniho prostoru [13,14,28].
Cilem pfistupu je analyzovat nejenom
glykoproteiny vyskytujici se ve vysokych
koncentracich (nad 1g/l), ale také ty se
stfedni a nizkou koncentraci (pod 1g/l),
které mohou predstavovat nové bio-
markery. Mezi takové patfi lektinova afi-
nitni chromatografie [48], ELISA vyuziva-
jici vazbu lektinG [49,50] nebo rychle se
rozvijejici hmotnostné spektrometrické
techniky spolec¢né s bioinformatickymi
nastroji [51-53]. To v3e vede nejen k de-
tekci zmén koncentraci glykoprotein(
i jejich glykoforem pfitomnych v sé-
rech v nizkych koncentracich, ale také
k detailnimu popisu zmén glykanovych
Casti, které se méni v zavislosti na vzniku
a progresi nadoru [54].
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