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EDITORIAL

Editorial 2019

Vézeni Ctenafi,

je tomu jiz téméF deset let, kdy bylo Masarykovym onkologickym tstavem (MOU) zalozeno Regionalni centrum apliko-
vané molekularni onkologie (RECAMO), a to diky dotaci 281 744 872K¢ (financovano z 85 % z fond( EU a z 15 % ze stat-
niho rozpoctu CR) v letech 2010-2014. Jejim poskytovatelem byl Evropsky fond pro regionélni rozvoj a statni rozpocet
CR cestou Opera¢niho programu Vyzkum a vyvoj pro inovace projektu ¢islo CZ.1.05/2.1.00/03.0101. V roce 2015 pak projekt
RECAMO priesel v podobé fyzicky jiz vybudovaného a fungujiciho centra na novy, navazujici projekt RECAMO2020 (¢. pro-
jektu LO1413) podporeny Narodnim programem udrzitelnosti | o celkové financ¢ni podpore ve vysi 114 470 000K¢, s Cerpa-
nim poskytnuté podpory ze statniho rozpoc¢tu do 31. 12. 2019 s vyznamnou spolutéasti matefské instituce, MOU. Oba pro-
jekty byly zamérfeny na moderni onkologicky vyzkum provadény s vyuzitim nové vybudované vyzkumné infrastruktury
RECAMO (www.recamo.cz). Vyznamnym milnikem vyvoje RECAMO bylo nasledné vybudovani eduka¢niho centra RECAMO/
ELU v prostorach terasy Svejdova pavilonu MOU, coz reflektovalo potfebu navyseni prostorovych kapacit Gstavu pro vyuku student(i
vsech stupni v¢. vyuky postgradudlni, a dale intenzivné se rozvijejici mezinarodni spoluprace s fadou evropskych organizaci (OECI,
BBMRI-ERIC, ECRIN-ERIC a dalsi).

Masarykav onkologicky ustav, dlouhodoby ¢len OECI (Organization of European Cancer Institutes), je instituci zaujimajici jiz po
nékolik desetileti predni misto v komplexni [é¢bé a vyzkumu rakoviny a v souc¢asné dobé predstavuje nejvétsi komplexni onko-
logické centrum v CR. RECAMO bylo od svého vzniku koncipovano jako integrélni organiza¢ni jednotka ustavu, kterou tvofi mul-
tidisciplinarni skupina odborné riizné zamérenych vyzkumnych pracovnikl a lékafskych specialistd. Jejich spole¢nym cilem je
klinicka aplikace informaci ziskanych studiem definovanych oblasti vyzkumu nadord. RECAMO se vénuje Sirokému rozmezi ak-
tivit — od vyzkumu v oblastech nddorové biologie, patologie, regulace buné¢né proliferace, imunobiologie, pFi¢in vzniku a vy-
voje nadorového onemocnéni nebo bunécné odpovédi na vnéjsi poskozeni pies vyvoj potencialnich screeningovych anebo
diagnostickych metod ¢i novych latek s potencidlnim protinddorovym ucinkem az po klinickd hodnoceni faze I/1l. RECAMO dlou-
hodobé rozviji inovativni a vysoce kvalitni vyzkum v oblasti molekuldrni onkologie s cilem aplikovat ziskané vysledky v rychle
se vyvijejicim prostiedi personalizované onkologie. Z dlouhodobych vyzkumnych aktivit Ize jmenovat napf. studium chaperont
a ko-chaperon( nebo ulohu proteind rodiny p53 v nadorech.

V souhrnu Ize konstatovat, Ze RECAMO od pocétku usiluje o a) transparentni onkologicky vyzkum zaméreny na kvalitu s poten-
cidlem praktické aplikace, b) soucinnost vyzkumnych infrastruktur, jako jsou banky biologického materidlu BBMRI (Biobanking
and Biomolecular Resources Research Infrastructure) a akademicka klinickd hodnoceni CZECRIN s vyzkumnymi aktivitami zamé-
fenymi na feSeni konkrétnich vyzkumnych otézek, c) mezindrodni konkurenceschopnost, kterd pfitdhla pozornost mnoha doma-
cich i zahrani¢nich védeckych pracovnikli nejvyssi Urovné a jejimz vysledkem je fada vysledkU publikovanych v prestiznich odbor-
nych ¢asopisech (viz www.recamo.cz).

Za vyzkumny i realizacni tym
doc. MUDr. Dalibor Valik, Ph.D.
vykonny feditel RECAMO
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Méneé casté mutace EGFR v kontextu léchy
nemalobunécného karcinomu plic

Uncommon EGFR Mutations in Non-Small Cell Lung Cancer

and Their Impact on the Treatment

Bilek O."?, Holanek M., Berkovcova J.3, Horky O., Kazda T.%, Coupkova H., Spelda S.', Kristkova L.,
Zvarikova M.', Podhorec J."?, Bofilova S.", Bohovicova L.!, Zdrazilova Dubska L.

"Klinika komplexni onkologické péce, LF MU a Masarykdv onkologicky Ustav, Brno
2Regiondlnf centrum aplikované molekularni onkologie, Masarykdv onkologicky Ustav, Brno
*0Oddéleni onkologické patologie, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno

“Klinika radia¢ni onkologie, LF MU a Masarykdv onkologicky Ustav, Brno

Souhrn

Vychodiska: Mutace genu pro receptor epidermélniho rlistového faktoru (epidermal growth
factor receptor — EGFR) hraji dtlezitou roli v patogenezi nemalobunécného karcinomu plic.
ProtoZe se jedna o alterace casto ovlivnitelné cilenou lécbou, predstavuje jejich detekce sou-
cast bézné klinické praxe. U pacientl s aktivacnimi mutacemi EGFR bylo dosazeno vyrazného
zlep3eni lé¢ebnych vysledkl pomoci cilené [é¢by tyrozinkindzovymi inhibitory. Diagnostickym
standardem mutaci EGFR jsou v souc¢asné dobé metody zaloZené na polymerazové fetézové
reakci, zejména kvantitativni polymerdzova fetézova reakce v redlném case. V poslednich le-
tech roste vyznam sekvenovani nové generace. EGFR obsahuje ¢tyfi domény: extracelularni
s vazebnym mistem ligandu, transmembranovou doménu, cytoplazmatickou tyrozinkinazo-
vou katalytickou doménu a C-terminalni doménu. Kli¢ové struktury tyrozinkindzové domény
zodpovédné za aktivaci a pfenos signélu jsou kédovany v ramci exonli 18-21 na 7. chromo-
zomu. Mutace EGFR jsou vysoce heterogenni. Asi 90 % mutaci EGFR tvofi delece exonu 19 a bo-
dova mutace L858R v exonu 21. Jsou oznacovany za klasické” mutace. Priblizné 10% podil
z celkového poctu mutaci pfipada na méné casté alterace genu pro EGFR. Vzhledem k nizké
incidenci nemalobunécného karcinomu plic s méné castymi mutacemi je stéle tfeba novych
informaci o jejich prediktivnim vyznamu. Vétsinu dosavadnich dat o méné castych mutacich
tvofi retrospektivni analyzy a hodnoceni mensich soubord. Cil: Cilem tohoto pfehledového
¢lanku je shrnout moznosti diagnostiky a Ié¢by nemalobunécného karcinomu plic s méné cas-
tymi mutacemi EGFR.

Klicova slova
nemalobunécny karcinom plic - receptor pro epidermalni rlistovy faktor - tyrozinkinazové
inhibitory - cilend [é¢ba — mutace EGFR
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MENE CASTE MUTACE EGFRV KONTEXTU LECBY NEMALOBUNECNEHO KARCINOMU PLIC

Summary

Background: Epidermal growth factor receptor (EGFR) mutations play an important role in the pathogenesis of non-small cell lung cancer.
Because these alterations are so-called targetable mutations, their identification is important in daily clinical practice. The diagnostic standard
of EGFR mutations is currently based on polymerase chain reaction methods, particularly the quantitative real-time polymerase chain reaction.
In recent years, new generation sequencing has become increasingly important. In patients with EGFR mutations, a significant improvement
in therapeutic outcomes was achieved with the administration of targeted therapy using tyrosine kinase inhibitors. EGFR is composed of four
domains: extracellular with a ligand binding site, a transmembrane domain, a cytoplasmic tyrosine kinase catalytic domain, and a C-terminal
domain. The key structures of the tyrosine kinase domain responsible for signal activation and transmission are encoded within exons 18-21 on
chromosome 7. EGFR mutations are highly heterogeneous. About 90% of EGFR mutations are deletions of exon 19 and point mutation L858R
in exon 21. These are referred to as ‘classic’ mutations. Approximately 10% of the total number of EGFR mutations is attributable to less frequent
alterations in the EGFR gene. Due to the low incidence of non-small cell lung cancer with less frequent EGFR mutations, information on their pre-
dictive significance is still incomplete. Most of the data for the treatment of cases with uncommon mutations were gathered from retrospective
analyses and evaluations of small cohorts. Purpose: The aim of this review is to summarise the current options for diagnosing and treating non-

-small cell lung cancer patients with uncommon EGFR mutations.

Key words

non-small cell lung cancer — epidermal growth factor receptor - tyrosine kinase inhibitors — molecular targeted therapy — EGFR mutations

Uvod

Incidence bronchogenniho karci-
nomu v CR je 49,2/100 000 Zen a 82,6/
100 000 muzl. Nemalobunécny karci-
nom plic (non-small cell lung cancer -
NSCLC) tvofi prevaznou vétsinu (85 %)
téchto zdvaznych plicnich malignit [1].
Nejvyznamnéjsim rizikovym faktorem
je kouteni. Endogenni rizikové faktory
jsou méné casté [2]. Vyznamny onko-
genni potencidl maji specifické fidici ge-
nové mutace (driver mutations - mu-
tace pfimo poskytujici burice selektivni
ristovou vyhodu), které déli NSCLC na
molekularné definované podjednotky
a svéddi o vysoké heterogenité one-
mocnéni. S tim souvisi dramaticky roz-
voj moznosti systémové [é¢by v posled-
nim desetileti, protoZe se ¢asto jedna
o alterace ovlivnitelné cilenou [é¢bou
(targetable mutations). U pacientu s ak-
tivaCnimi mutacemi genu pro receptor
epidermalniho rlstového faktoru (epi-
dermal growth factor receptor — EGFR)
nebo prestavbou ALK ¢i ROST bylo dosa-
zeno vyrazného zlepseni lé¢ebnych vy-
sledkd [3,4]. Mezi dalsi terapeutické cile
patfi B-RAF, c-met, RET a dalsi [5-7]. Za-
sadni pfinos znamenalo zafazeniimuno-
terapie do lé¢by NSCLC, zejména inhibi-
tory PD-1 a PD-L1 [8].

V roce 2003 byly publikovany prvni
prace popisujici 1é¢ebny efekt inhi-
bice EGFR tyrozinkindzovymi inhibitory
(TKI) [9,10]. Vyznam mutaci EGFR jako
prediktoru dobré odpovédi na lécbu TKI
byl popsén Lynchem et al a Paezem et al

v roce 2004 [11,12]. Studie faze IlI Ires-
sa Pan-Asia Study publikovand v roce
2009 prokdazala mimoradny klinicky be-
nefit gefitinibu (Ié¢ebnd odpovéd (re-
sponse rate — RR) 72,1 vs. 1,1 %) u pa-
cientl s mutaci EGFR [13]. Nasledné
studie EURTAC pfinesla podobné [é-
¢ebné vysledky u erlotinibu [14]. Cetnost
mutaci EGFR u adenokarcinom je v kav-
kazské populaci udavana 10-15 %, u asij-
skych pacientd az 50 %. Cast&j3i vyskyt je
u Zen a nekufakd. Asi 90 % mutaci EGFR
tvofi delece exonu 19 (del19) a bodova
mutace L858R v exonu 21. Jsou oznaco-
vany jako ,klasické” mutace [15,16].
Pacienti s EGFR mutovanym NSCLC
v klinickém stadiu llIB, IV jsou standardné
IéCeni TKI 1. generace (gefitinib, erlo-
tinib) ¢i 2. generace (afatinib). Klinické
studie faze Il prokézaly zlepseni doby
do progrese (progression-free survival
- PFS) a objektivni odpovédi na lé¢bu
(overall response rate — ORR) [17-24].
V souhrnné analyze studii Lux-Lung 3
a Lux-Lung 6 bylo navic prokazano pro-
dlouZeni celkového pfeziti (overall sur-
vival - OS) pacientll s del19 [écenych
afatinibem [25]. Lécba je nicméné kom-
plikovdna rozvojem sekundarni rezis-
tence k 1é¢béTKI 1.a 2. generace, ktera je
ve vice nez 50 % pfipadd spojena s vysky-
tem bodové mutace T790M v exonu 20.
Rezistenci mutace T790M prekonéva TKI
3. generace osimertinib [26,27]. Pfibyvaiji
informace osvétlujici dalsi mechanizmy
poskytujici nové lécebné cile, zejména
rezistentni mutace C797S v exonu 20,

dale mutace PI3KCA, KRAS, BRAF ampli-
fikace MET, fuze RET ¢&i FGFR [28]. Dalsi
pfi¢inou rezistence se ukazuji byt epige-
netické zmény. Podle preklinickych stu-
dii vykazovaly bunéc¢né linie s hyperme-
tylaci promotoru EGFR nizsi citlivost ke
gefitinibu. Tato oblast zlstava predmé-
tem vyzkumu [29].

Mutace EGFR jsou vysoce hetero-
genni. Vzhledem k nizké incidenci
NSCLC s méné ¢astymi mutacemi je stéle
tfeba novych informaci o jejich predik-
tivnim vyznamu. Klinické studie zpravi-
dla randomizovaly ¢&i primérné hodnotily
pouze pacienty s klasickymi mutacemi.
Vétdinu dosavadnich dat o méné cas-
tych mutacich tedy tvofi retrospektivni
analyzy a hodnoceni malych soubora.
Pouze ctyfi velké prospektivni studie
zahrnovaly i pacienty s primarné dia-
gnostikovanymi méné castymi muta-
cemi definovanymi jako viechny mu-
tace s vyjimkou del19 a L858R. V téchto
studiich predstavovaly pfFiblizné
10% podil z celkového poctu mutaci
EGFR[17,18,23,24]. Cilem tohoto prehle-
dového ¢lanku je shrnout moznosti dia-
gnostiky a lécby NSCLC pacientli s méné
¢astymi mutacemi EGFR.

Aktivace EGFR a mechanizmus
ucinku TKI

Receptor pro epidermdlni rdstovy fak-
tor obsahuje ¢tyfi domény: extracelu-
larni s vazebnym mistem ligandu, trans-
membranovou doménu (alpha helix),
cytoplazmatickou tyrozinkinazovou (TK)

Klin Onkol 2019; 32 (Suppl 3): 356-3512
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MENE CASTE MUTACE EGFRV KONTEXTU LECBY NEMALOBUNECNEHO KARCINOMU PLIC

EGF — vazebna doména

™

tyrozinkinazova doména

autofosforylaéni doména

N

r- N,
1R 0 O — o [ A g
8 R R 2R R &
exon 18 exon 19 exon 20 exon 21
(p-smycka) (C-helix) (aktivacni smycka, C-helix) (aktivacni smycka)
G719X del19 (48 %) ins20 L858R (43 %)
G719A delE746_A750 V769_D770insASV L861Q
G719S delL747_P753insS D770_N771insSVD
G719C dell747_T751 H773V774insH
E709X dellL747_A750insP A763_Y764FQAE
del746_P753insV
E709A = T790M
del18 ins19
delE709 1744 K74
K745_E746

Schéma 1. Schéma shrnujici nejé¢astéji detekované mutace genu EGFR u pacient s nemalobunéénym karcinomem plic. Cervené

jsou vyznaceny ,klasické” mutace.

TM - transmembranova doména

katalytickou doménu a C-terminalni do-
ménu zodpovédnou za dalsi pfenos sig-
nalu [30]. Kindzova aktivita je regulovana
konformaci katalytické domény. Aktivo-
vana kinaza je schopna transportovat
fosfat z ATP na peptidovy substrat C-ter-
minalniho konce a umoznit tak prenos
signdlu. Za vytvoreni ¢i zruseni téchto
podminek jsou zodpovédné klicové
struktury TK domény, jako je aktiva¢ni
smycka (activation loop) ¢i C-helix. V pfi-
padé aktivované kindzové domény je ak-
tiva¢ni smycka extendovéana z vazebné
stérbiny ATP (cleft) a umozni navazani
peptidového substratu, zatimco kata-
lytické glutamatové reziduum C-helixu
zformuje iontovou interakci s lyzinovymi
rezidui, kterd koordinuji a a  fosfaty ATP.
V inaktivni formé aktiva¢ni smycka dra-
maticky méni svou konformaci, aby za-
branila navazani peptidového substratu,
zatimco C-helix je odtazen glutamato-

vymi rezidui [31]. Navazani ligandu epi-
dermalniho rastového faktoru (EGF)
umozni vznik asymetrické dimerizace
dvou kinadz. Nasledna autofosforylace
tyrozinovych zbytkd v intracelularnim
konci EGFR iniciuje tvorbu proteinovych
komplext zodpovédnych za transdukci
signalu prostfednictvim signalnich drah,
zejména RAS/MAPK a PI3K/AKT, a dal-
Sich. Vysledkem je ovlivnéni exprese
gen podporujicich bunécnou prolife-
raci, preziti a migraci [32]. V pfipadé mu-
tované kindzy se dimerizace jako pri-
marni mechanizmus aktivace nejevi. Je
upfednostnén trvale aktivni stav do-
mény, coz vede ke zvysené aktivité re-
ceptoru a zvyseni onkogenniho rizika.
Klicové struktury TK domény zod-
povédné za aktivaci a pfenos signalu
jsou kédovany v ramci exonll 18-21 na
7. chromozomu. Mutace detekované
v téchto exonech predstavuji 98 % mu-

taci v EGFR a mohou vést k aktivaci TK
domény bez pfitomnosti ligandu [16].
Vyskytuji se ve formé: a) kratkych deleci,
zejména v ramci exonu 19; b) bodovych
substituci nukleotidd; c) inzerci, popf.
duplikaci [33]. Je mozny komplexni vy-
skyt vice nez jedné mutace v rliznych
exonech [34]. V poslednich letech byly
rovnéz popsany pfipady chromozomal-
nich aberaci ve smyslu duplikaci ¢i fuz-
nich translokaci, které se ukazuji byt vy-
uzitelné jako terapeutické cile [35,36].
Klasické mutace EGFR (del19 a L858R)
snizuji afinitu kindzy k ATP, ¢imz je zajis-
téna vyssi afinita k TKI [37]. TKI 1. gene-
race, gefitinib a erlotinib, se reverzibilné
vazou na vazebné misto ATP a blokuji
fosforylaci mutované i nemutované ki-
nazy [38]. Vyssi afinita TKI k mutované
kindze je pficinou vysoké lécebné od-
povédi. TKI 2. generace afatinib se ire-
verzibilné vaze na vazebné misto ATP
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MENE CASTE MUTACE EGFRV KONTEXTU LECBY NEMALOBUNECNEHO KARCINOMU PLIC

receptoru EGFR, Her-2 a Her-4 [39]. Pfi-
blizné v 50 % pfipadl dochazi k rozvoji
sekundarni mutace T790M, kterd ob-
novuje preferencni afinitu kindzy k ATP,
coz je pfic¢inou nizsi ucinnosti a rezi-
stence TKI 1. generace [40]. Afatinib
v preklinickych modelech vykazoval jis-
tou miru Ucinku i za pfitomnosti T790M,
bylo viak zapotiebi vysokych davek, kte-
rych nelze s ohledem na souvisejici toxi-
citu v klinické praxi dosahnout [41]. Osi-
mertinib, ireverzibilni inhibitor EGFR,
Her-2 a Her-4, strukturalné prekondva re-
zistenci T790M a obnovuje afinitu k va-
zebné stérbiné ATP ve srovnani s nemu-
tovanym EGFR [42]. Dalsi molekuly TKI
3. generace jsou ve fazi klinického zkou-
eni [43]. Schéma 1 zndzornuje prehled
mutaci exonu 18-21 genu EGFR.

Diagnostika mutaci EGFR

Detekce mutace EGFR, pfestavby genu
ALK, ROS1, exprese PD-L1 jsou soucasti
standardni diagnostiky NSCLC. Mutaci
EGFR Ize diagnostikovat z formalinem
fixované, parafinizované tkané nebo
z cytologickych preparatd, popf. izolaci
volné cirkulujici DNA (cfDNA) z periferni
krve [44].

V minulosti se vyuzivalo Sangerovo
sekvenovani exond 18-21, metoda je vy-
soce specifickd, s moznosti zachytu no-
vych mutaci, je vsak limitovana nizkou
senzitivitou s potfebou minimalné 20%
zastoupeni mutovanych nadorovych
bunék v analyzovaném vzorku [45]. Ne-
provadi se ani imunohistochemické tes-
tovani specifickymi protildtkami kvali
nizsi detekéni vykonnosti ve srovnani
s jinymi metodami [46].

V soucasné dobé jsou standardem
metody zaloZzené na polymerazové re-
tézové reakci (polymerase chain reac-
tion - PCR), zejména kvantitativni PCR
v redlném case (qPCR) vyznacujici se
vyrazné vyssi senzitivitou, fadové je
nutné pouze 1% zastoupeni mutované
alely ve vzorku [44]. Jsou viak deteko-
vany pouze mutace, pro které byl navr-
Zen pfisludny test. V Masarykové onkolo-
gickém Ustavu je vyuzivan diagnosticky
kit cobas® EGFR Mutation Test v2 (Roche,
Basilej, §V)'/carsko). Test detekuje bo-
dové mutace G719X v exonu 18, del19,
inzerce v exonu 20 (ins20), bodové mu-
tace S768l a T790M v exonu 20 a bodové

mutace L858R a L861Q v exonu 21. Pri-
mérnou mezi detekce metody jsou 4 %
nadorovych bunék s mutaci EGFR. Neni-
-li k dispozici histologicky materidl, je
mozné stanoveni z tekuté biopsie (liquid
biopsy) izolaci extrabunécné nadorové
DNA (cfDNA) z odbéru krve [47]. Mu-
ta¢ni analyza cfDNA muze byt prove-
dena rovnéz pomoci qPCR, vhodnéjsi je
vsak pouziti tzv. digitaIni PCR. DigitaIni
PCR umozniuje absolutni kvantifikaci,
protoze porovnava skute¢né mnozstvi
templatové DNA, jejiz kazdd molekula je
v jedné kapénce, ve které probiha samo-
statnd PCR reakce. Metoda je minimalné
o fad senzitivnéjsi nez qPCR a umoznuje
rovnéz kvantifikaci amplifikovatelné
DNA [48]. Nejcastejsim vyuzitim mutacni
analyzy z tekutych biopsii je detekce re-
zistentni mutace T790M ve vzorku.
To, jestli detekujeme i puvodni akti-
vacni mutaci, zaroven slouzi jako vnitfni
kontrola reprezentativnosti ziskaného
vzorku.

V poslednich letech roste vyznam sek-
venovani nové generace, které je vyu-
zitelné k detekci bodovych mutaci, am-
plifikaci i chromozomalnich prestaveb
v ramci celého genomu [49]. Citlivost
detekce frekvenci mutovanych alel do-
sahuje az 0,1 % v zavislosti na hloubce
sekvenace [50].

Lécba NSCLC s méné castou
mutaci EGFR

Inzerce exonu 20

Ins20 predstavuji nejvétsi podil méné
¢astych mutaci. Vyskytuji se pouze
u 1,5-2,5 % viech NSCLC, ale predsta-
vuji pfiblizné 10 % (1-17 %) pacient(
s mutaci EGFR. Podobné jako u klasic-
kych mutaci jsou ins20 diagnostikovany
zejména u zen, nekufakl a asijské po-
pulace. Nejcastéji detekované mutace
zahrnuji D770_N771insNPG, V769_
D770insASV, D770_N771insSVD, H773_
V774insH a dalsi [51].

Ins20 strukturalné ovliviuji aktivacni
smycku (activation loop) a navazujici
C-termindlni konec C-helixu. Vysled-
kem inzerce je nejcastéji fixace C-he-
lixu ,klinem”, kterym je zabrédnéno vy-
tvofeni zevni deaktiva¢ni konformace
kinazy a je trvale upfednostnén aktivo-
vany stav. Na rozdil od klasickych mutaci
vsak zpravidla nedochazi ke snizeni afi-

nity k ATP, vazebna afinita k TKI je tedy
v téchto pfipadech podobna nemutova-
nému EGFR a vysledkem je primarni rezi-
stence k soucasné pouzivanym TKI [37].

Je k dispozici fada retrospektivnich
studii hodnoticich mensi soubory pa-
cientd [é¢enych TKI 1. a 2. generace [52-
54]. Jedind prospektivni data vyplyvaji
z post hoc analyzy studii Lux-Lung 2,
Lux-Lung 3 a Lux-Lung 6, kterd ukéa-
zala, Ze u 23 pacient0 s ins20 genu EGFR
byla ORR na afatinib pouze 8,7 %, me-
dian ¢asu do progrese (mPFS) 2,7 mé-
sice a median celkového preziti (mOS)
9,2 mésice. U téchto pacientd byly za-
znamenany lepsi vysledky |écby che-
moterapii [55]. Vy3$si mira odpovédi na
chemoterapii byla pozorovana také
v dalsich retrospektivnich studiich [56].

Podobné jako del19 jsou také ins20 vy-
soce heterogenni. Ukazalo se, ze proxi-
malni lokalizace inzerce mUze ovlivnit
vazebnou kinetiku lé¢iva a ATP. Yasuda
et al studovali strukturu Siroké skupiny
inzerénich mutaci exonu 20 a in vitro cit-
livost k TKI 1. generace. Naprosta vét-
$ina ins20 vykazovala rezistenci k TKI.
Vyjimku tvofila proximalniinzerce A763_
Y764insFQEA, ktera vykazovala vysokou
citlivost k erlotinibu. Tato inzerce struk-
turdlné posouva C-helix v N koncovém
sméru. Zda se, ze ins20 mezi kodony
769-775 neindukuji tvorbu klinu na
C-terminalnim konci C-helixu a neni zvy-
Sena vazebna afinita ATP. Pfedpoklada
se, ze proximalni inzerce vedou k po-
dobnym strukturdlnim zménam ve va-
zebné stérbiné ATP jako v pfipadé kla-
sické mutace L858R [53].

Prediktivni vyznam dobré lécebné
odpovédi inzerce A763_Y764insFQEA
byl opakované popsan v klinické praxi.
Klughmmera et al popsali ¢astecnou re-
gresi onemocnéni ve druhé linii |é¢by
erlotinibem trvajici 17,5 mésice a OS
24 mésich [57]. Dale byl zaznamenén
lé¢ebny efekt v pfipadé inzerce V769_
D770insASV (PFS 19,8 mésice, OS 24 mé-
sicl) a N771delinsKPP (PFS 8 mésicu
a OS 10 mésict) [52,56]. Jsou k dispo-
zici i data lé¢by NSCLC s ins20 osimerti-
nibem, van Veggel et al prezentovali re-
trospektivni analyzu 18 pacientli, ORR
5,6 %, mPFS 3,6 mésice [58]. Jsou zkou-
$eny nové molekuly cilici na prekonani
rezistence ins20. Piikladem je inhibitor
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HSP90 (heat shock protein 90) lumine-
spib, ktery v rdmci studie faze Il u méné
predlécenych pacientd dosahl ORR 21 %
a mPFS 5,1 mésice [59]. Nejen u NSCLC
pfinasi slibné vysledky EFGR-TKI 3. ge-
nerace poziotinib, probiha studie faze Il
(NTC03066206).

Bodové mutace exonu 20

Dal$i mutaci je S768l, tvori cca 1 % mu-
taci EGFR. Casto se objevuje v kombinaci
s jinou mutaci, zejména L858R a G719X
[51]. V retrospektivnich studiich s TKI
1. generace byla zaznamendna ¢aste¢na
odpovéd's ORR 20-33 % v pfipadé samo-
statného vyskytu S768l, vyrazné lepsi vy-
sledky byly u komplexnich mutaci. Chen
et al uvadéji mPFS 2,7 mésice [60,61].
V post hoc analyze Lux-Lung 2, Lux-
-Lung 3 a Lux-Lung 6 byla zaznamenana
100% odpovéd na lécbu afatinibem, PFS
14,7 mésice, avsak u 7 z 8 pacientt byla
zachycena komplexni mutace s L858R
a G719X [55]. Jsou k dispozici i data s osi-
mertinibem, ve studii faze Il byla u 8 pa-
cientl s S768l zaznamenana ORR 37,5 %,
ve 2 pfipadech se jednalo o kombinova-
nou mutaci [62].

Bodova mutace T790M je cca v 50 %
piipadd pricinou sekundarni rezistence
po |é¢bé TKI 1. a 2. generace. Primarni
vyskyt se odhaduje na 1 % mutaci EGFR.
V analyze studii Lux-Lung u pacient( lé-
¢enych afatinibem bylo dosazeno ORR
14,3 %, mPFS 2,9 mésice a mOS 9,2 mé-
sice [55]. V soucasné dobé je v pfipadé
primarni ¢i sekundarni detekce T790M
indikovana Ié¢ba TKI 3. generace osi-
mertinibem, ORR ve 2. linii 1é¢by 71 %,
v 1. 1inii 80 % [26,27].

Byla popsana fada dalSich velmi vzac-
nych mutaci exonu 20. U nékterych byly
zaznamenany odpovédi na TKI, napf.
V765A, V774A ¢i T783A, PFS vsak byl
kratky [63].

Bodové mutace exonu 18

Mutace exonu 18 predstavuji 3-4 % mu-
taci EGFR [51]. Strukturdlné ovliviauji
p-smycku TK domény (p-loop) [37]. Nej-
Castéji se jednd o Gly719X, zdménu
glycinu za serin, alanin nebo cystein.
Vétsina informaci o vyskytu pochazi
z malych retrospektivnich studii a kazu-
istik [52,64,65]. Casty je vyskyt v ramci
komplexni mutace. Chiu et al publiko-

vali soubor 76 pacientd s G719X léce-
nych TKI 1. generace, bylo dosazeno ORR
36,8 % a mPFS 6,3 mésice. Vyrazné lep-
Sich vysledk{ bylo dosazeno u kombino-
vanych mutaci, zejména G719X + S768lI
(ORR 50 %) a G719X + L819Q (ORR
89 %) [66]. Analyza studii Lux-Lung pro-
kazala vyrazny benefit afatinibu s ORR
mPFS 13,8 mésice a mOS 26 mésicd,
avsak vice nez polovina pacientdl méla
komplexni mutaci [55]. V rdmci retro-
spektivni jednoramenné studie bylo
hodnoceno 19 pacientli Ié¢enych osi-
mertinibem, ORR 52,6 %, 6mési¢ni PFS
72,4 %, ve 4 ptipadech se jednalo o kom-
plexni mutaci s del19 nebo L858R [62].

Dalsi velmi vzacnou bodovou mutaci
exonu 18 je E709X. Wu et al publikovali
soubor 18 pacientt Iécenych TKI 1. gene-
race, ORR 50 %, mPFS 6,2 mésice. U vét-
siny pacientl byla zachycena komplexni
mutace, u téchto byla zaznamenana
dobra lécebna odpovéd. U 5 pacienta
se samostatnou mutaci E709 |é¢ebnd
odpovéd nebyla [67]. Byl zaznamendn
dobry efekt 1écby afatinibem s media-
nem doby do selhéni |é¢by delsim nez
12 mésicQ, jednalo se viak pouze o 4 pa-
cienty s komplexni mutaci L858R nebo
G719A[68].

Mutace L861Q v exonu 21
Pfedpokladd se, ze bodovd mutace
L861Q na exonu 21 predstavuje 2 % mu-
taci EGFR [51]. Podobné jako L858R ko-
duje oblast aktivacni klicky kinazy (activa-
tion loop) [31]. Mirou lécebného efektu se
L861Q blizi klasickym mutacim. Chiu et al
publikovali skupinu 54 pacient( lécenych
1. generaci TKI, bylo dosazeno ORR 40 %
a PFS 8,1 mésice [66]. Afatinib v analyze
studii Lux-Lung dosahl ORR 54 %, mPFS
8,2 mésice, Ctvrtina pacientd méla kom-
plexni mutaci. Ahn et al prezentovali
9 pacientd lécenych osimertinibem, ORR
77,8 %, 6mésicni PFS dosahovalo 74,1 mé-
sice, ve 2 pfipadech se jednalo o kom-
plexni mutaci s GS19A v exonu 18 [62].

Komplexni mutace

Komplexni mutace tvofi az 14 % dia-
gnostikovanych mutaci EGFR [69].
Mutace mohou byt v rdmci tumoru
zastoupeny heterogenné, proto se pred-
pokladd vyznam dostate¢ného mnoz-
stvi diagnostického materidlu [70]. Nej-

lepsich 1écebnych vysledkl bylo podle
ocekavani dosazeno v pfipadé sou-
bézného vyskytu s klasickymi muta-
cemi [34,64,71-73]. Wu et al popsali
soubor 32 pacientl s komplexnimi mu-
tacemi lé¢enych TKI 1. generace. V této
studii bylo dosazeno ORR 56 %, mPFS
3,5 mésice a mOS 8,5 mésice, lepsi vy-
sledky byly zaznamendny u pacientd
s klasickou mutaci [64]. Pfinos |é¢by afati-
nibem hodnotila post hoc analyza studii
Lux-Lung, nebyl zaznamendn rozdil v 1é-
¢ebné odpovédi komplexnich a jednotli-
vych mutaci. Bylo dosazeno ORR 100 %
a mPFS 14,7 mésice, ale ve vétsiné pfi-
padl byla diagnostikovana kombinace
s klasickou mutaci [55]. V pfipadé kom-
binace T790M s citlivou mutaci mize byt
dosazeno léc¢ebného efektu TKI 1.a 2. ge-
nerace [55]. V soucasné dobé je vsak
u téchto pacientl indikovana lé¢ba
3. generace TKI osimertinibem [27].

Zaver

Lécba TKI pfinasi vyrazné zlepseni léceb-
nych vysledkd a kvality Zivota u vétsiny
paciently s mutaci EGFR. Je stale tfeba
novych dat tykajicich se diagnostiky
a lé¢by vzacnych mutaci. Mnohé z nich
vykazuji dobrou citlivost k 1é¢bé TKI
1. a 2. generace, TKI 3. generace zatim
maji pouze omezena data. Zejména mu-
tace G719X, S768l a L861Q vykazovaly
velmi dobrou citlivost k 1é¢bé afatini-
bem. Naopak ins20 vykazuje v naprosté
vétsiné pfipadl primarni rezistenci k TKI,
vyjimkou se zdaji byt nékteré proximalni
inzerce, u nichz byl byla lé¢ba TKI pfi-
nosna. Rada mutaci je detekovana velmi
vzacné a lécebna odpovéd byla publiko-
véna pouze na Urovni kazuistik. Zdoko-
naluje se diagnostika mutaci, vedle stan-
dardni gPCR roste vyznam sekvenovani
nové generace, které se stadvd komercné
dostupné a umoznuje vyrazné hlubsi
detekci vyuzitelnou napf. v rdmci speci-
fikace ins20. Mezi standardni detekéni
metody patii,tekutd biopsie’, zavedeni
digitalni PCR vyrazné zlep3uje jeji senzi-
tivitu. Pokracuji snahy o prekonani pri-
marni a sekundarni rezistence.
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Souhrn

Vychodiska: Editace genomu vyuzivajici CRISPR-Cas9 se v priibéhu kratké doby zaradila mezi
zakladni metody biologického vyzkumu. Tento nedavno objeveny mechanizmus adaptivni an-
tivirové obrany bakterii se podafilo pfizplsobit potfebam védy a ucinit z néj tak neocenitelny
nastroj v manipulaci s DNA. K rozsifeni metody pfispéla predevsim jeji jednoduchost a spo-
lehlivost, s jakou ji Ize vyuzit. Pod pojmem editace genomu rozumime Upravy genomové DNA
cilené s presnosti na jeden par bazi. V jednoduchosti zaméreni enzymu na cilovou sekvenci se
CRISPR-Cas9 zasadnim zplsobem lisi od pfedchozich technologii. Na poli vyzkumu nadoro-
vych onemocnéni umoznil CRISPR-Cas9 vyvoj fady modelovych systém( vhodnych pro stu-
dium karcinogeneze a testovani léciv. Z terapeutického hlediska nasel CRISPR-Cas9 uplatnéni
v oblasti imunoterapie, a to zejména pfi ex vivo genetickych modifikacich T lymfocytd pacienta.
Cil: Terapeuticky potencial CRISPR-Cas9 v 1é¢bé nadorovych onemocnéni se nyni snazi ové-
fit nékolik klinickych studii. Na zakladé téchto studii jsme v ¢lanku shrnuli strategie pouzité
pfi pripravé terapeutickych nastrojd pouzitelnych v protinddorové terapii. Zdvér: Technologie
CRISPR-Cas9 se ukazuje jako nepostradatelna v oblasti zakladniho vyzkumu pfi studiu funkce
jednotlivych gend v procesu karcinogeneze. Vyuziti metody v protinddorové terapii je vice pro-
blematické. Pred vlastni klinickou praxi je potfeba provést jesté radu optimalizaci tykajicich se
ucinnosti, bezpecnosti a specifity CRISPR-Cas9.

Klicova slova
CRISPR-Cas9 - imunoterapie - klinicka studie

Summary

Background: Genome editing using CRISPR-Cas9 has become one of the basic methods of
biological research over a short period of time. This recently discovered system of adaptive
immunity of bacteria has been adapted to the needs of science and has become a valuable tool
for DNA manipulation. Its simplicity and reliability have contributed to widespread use of the
method. Genome editing refers to targeted modifications of genomic DNA with single base
pair accuracy. CRISPR-Cas9 differs significantly from previous technologies in the simplicity of
directing the enzyme to the target sequence. In the field of cancer research, CRISPR-Cas9 has
enabled the development of a number of models for the study of carcinogenesis and drug
testing. From a therapeutic point of view, CRISPR-Cas9 has been applied in the field of immu-
notherapy, especially in ex vivo genetic modifications of the T-cells of patients. Aim: Currently,
several clinical trials are trying to verify the therapeutic potential of CRISPR-Cas9. Based on
these studies, we have summarised the strategies used in the preparation of therapeutic tools
useful in cancer therapy. Conclusion: CRISPR-Cas9 appears to be crucial in basic research, par-
ticularly in the study of the function of individual genes involved in carcinogenesis. However,
it will still be necessary to optimise the efficacy, safety and specificity of CRISPR-Cas9 before it
is used in clinical practice.
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CRISPR-Cas9 - immunotherapy - clinical trial
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Uvod

Technologie editace genomu s vyuzitim
systému CRISPR-Cas9 je v biologickém
vyzkumu jiz natolik rozdifend, ze by-
chom jen tézko hledali oblast, kterd ji
nevyuziva. Pfitom jesté pred 10 lety byl
pojem CRISPR (clustered regularly in-
terspaced short palindromic repeats)
zndmy jen uzkému okruhu mikrobio-
logU, ktefi jej objevili jako systém adap-
tivni imunity bakterii. Kdyz se vsak po-
dafilo objasnit mechanizmus, jakym
CRISPR-Cas9 brani opakované infekci
bakterie fagem, vysel najevo obrov-
sky potencidl tohoto systému pro védu.
V roce 2013 byl predstaven CRISPR-
-Cas9 optimalizovany pro vyuZziti v lid-
skych burikdch [1,2] aihned se zacal sifit
do laboratofi po celém svété rychlosti
typickou pro revolucni objevy, a to i na-
vzdory skutec¢nosti, Ze tento néstroj ne-
pfinesl v principu nic, ¢eho by nebylo
mozné dosahnout pomoci drivéjsich
technologii. Systém CRISPR-Cas9 nebyl
prvni a neni jedinou technikou umoz-
nujici tzv. editaci genomu [3]. K jeho
rozsifeni pfispéla predevsim jednodu-
chost, s jakou jej lze pouzivat. Jednd
se o jednoduchou a spolehlivou me-
todu, kterd do té doby nebyla dostupnd
a s jejimz pfichodem bylo mozZno
naplno vyuzit potenciadl ostatnich
technologii.

Pod pojmem editace genomu rozu-
mime Upravy genomové DNA cilené
s pfesnosti na jeden par bazi. Pfesnost
je pritom kli¢cova a umoznuje zasahovat
do DNA zpUsobem, kterym lze dosah-
nout pozadovanych zmén. Na moleku-
[arni drovni maji systémy pro editaci ge-
nomu podobu enzymd, které dokazou
rozstépit DNA v misté dané sekvence
(jedna se tedy o nukledzy, konkrétné
DNézy). Zndme celou fadu nejriznéj-
Sich DNaz stépicich vice ¢i méné speci-
fické sekvence DNA. O editaci genomu
vsak mluvime pouze tehdy, pokud vyu-
zivame enzymy, které jsou naprogramo-
vatelné tak, aby specificky $tépily ndmi
zvolenou libovolnou sekvenci. V jedno-
duchosti zaméreni enzymu na cilovou
sekvenci se tak CRISPR-Cas9 zdsadnim
zplsobem lisi od pfedchozich technolo-
gii ZFN (zinc-finger nucleases) a TALEN
(transcription activator-like effector
nucleases) [3,4].

Mechanizmus editace genomu
metodou CRISPR-Cas9

Systém CRISPR-Cas9 bézné pouzivany
v laboratorni praxi se skldda ze dvou
komponent — proteinu Cas9 (CRISPR as-
sociated protein 9) fungujiciho jako nuk-
ledza a specifické malé molekuly RNA
nazyvajici se sgRNA (single-guide RNA).
Ta se vaze na Cas9 a odpovida za jeho
navedeni na cilovou sekvenci. Na za-
kladé komplementarity bazi mezi cilo-
vou DNA a sgRNA dochazi k rozpoznéni
sekvence a k jejimu naslednému 3té-
peni. Enzym Cas9 $tépi vzdy jen tako-
vou sekvenci, kterd je komplementarni
k jeho sgRNA. Vytvorfeni vhodné sgRNA
predstavuje jednoduchou, rutinni zalezi-
tost a adaptace celého systému pro $té-
peni jakékoliv sekvence je nendrocna
s ohledem na ¢as, material nebo know-
-how laboratore [1].

CRISPR-Cas9 lIze vyuzit pfedevsim
k modulaci exprese genu, a to jak k akti-
vaci, tak jeho inhibici (schéma 1A) [5]. Vy-
fazeni funkce genu v burice mGzeme do-
sdhnout pouhym rozstépenim fetézce
DNA v misté vybraného genu. Dvoufe-
tézcové zlomy v DNA jsou v lidské burnce
nejcastéji opravovany pomoci mechani-
zmu nehomologniho spojovani konc(,
které viak vede Casto ke vzniku mutaci
v podobé kratkych inzerci nebo deleci
v misté zlomu. Mutace pak maji za nasle-
dek vznik nefunkéniho genového pro-
duktu, a to jak na drovni proteinu, tak
nekodujici RNA. Takto vyfazeny gen ndm
umoznuje zkoumat jeho funkci v daném
systému, napt. jedna-li se o vyfazeni on-
kogenu v nadorové burnce nebo o vy-
fazeni nadorového supresoru v bunce
zdravé.

Stépeni DNA Ize také vyuzit k opravé
vybraného genu (schéma 1B). Pomoci
CRISPR-Cas9 lIze pfimo eliminovat ge-
netické zmény vedouci k nekontrolo-
vané proliferaci ¢i metastazovani [6].
V uréité fazi bunécného cyklu ma
bunika k dispozici daldi typ oprav,
a sice opravu fizenou homologni sek-
venci. V tomto pripadé burika vyuzije
jako templat pro opravu dvouretéz-
cového zlomu druhy homologni chro-
mozom a vysledkem je dokonale opra-
vené vlakno v plvodni podobé. Tento
mechanizmus je ale mozné vyuzit i pro
vneseni zmén do sekvence DNA. Pokud

do bunky vneseme spolu se systémem
CRISPR-Cas9 i kratkou molekulu DNA,
kterda ma sekvenci homologni s cilo-
vym genem liSici se pouze v misté bo-
dové mutace, kterou chceme opravit,
mUze tato DNA poslouzit jako templat
a oprava povede k nahrazeni plvodni
nefunkéni varianty funkéni variantou
genu [7]. Tato moznost je zajimava pre-
devsim pro genovou terapii. Na roz-
dil od dfivéjsich metod genové tera-
pie nabizi CRISPR-Cas9 pfimou opravu
nefunkéniho genu, a nikoli pouze
vneseni kopie genu, kterd je navic
v bunce ptitomna pouze po prechod-
nou dobu, nebo se ndhodné zacleni do
genomové DNA.

Dal3i moznosti vyuziti CRISPR-Cas9 je
cilend epigenetickd editace (schéma 1C)
umoziujici ménit napf. histonové mo-
difikace ¢i DNA metylace a tim ovliv-
novat expresi proteinl [8]. Vezmeme-li
v Uvahu mnozstvi epigenetickych fak-
tord zahrnutych do regulace nadoro-
vych onemocnéni, mohlo by zaméreni
se na tyto regulacni mechanizmy zna-
menat vyznamny pokrok v terapii na-
dord. Zakladem tohoto sytému je kom-
plex Cas9/sgRNA, ve kterém mutantni
Cas9 nenischopen stépit DNA, proto fun-
guje dohromady se sgRNA pouze jako
navadéci DNA vazebna doména. Fiznim
partnerem Cas9 je potom dalsi protein
se specifickou funkci, kterou chceme
aplikovat na vybrané misto v DNA.
Muize se jednat napf. o enzymy modifi-
kujici chromatin, které ovliviuji geno-
vou expresi, a tim umoznuji zvysit nebo
snizit mnozstvi genového produktu
v burice.

CRISPR-Cas9 v protinadorové
terapii

Terapeuticky potencidl CRISPR-Cas9
v oblasti protinddorové terapie byl po-
tvrzen fadou in vitro, in vivo a ex vivo ex-
periment(. Technologie CRISPR-Cas9 je
nejvice vyuzivana v imunoterapii na-
dorovych onemocnéni, a to predevsim
v adoptivni imunoterapii, kterd je zalo-
Zend na izolaci pacientovych T lymfo-
cytq, jejich genetické modifikaci ex vivo,
kultivaci a ndsledném navraceni zpét do
organizmu, kde dojde k navozeni imu-
nitni odpovédi v oblasti nddoru. Cilem
genetickych modifikaci na T lymfocy-
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A. vyrazeni funkce genu
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Schéma 1. Schéma mechanizmt editace genomu metodou CRISPR-Cas9.

sgRNA - single-guide RNA

tech je upevnit specifitu a zvysit jejich
afinitu k danému nadorovému anti-
genu, aktivovat imunitni odpovéd' a za-
roven omezit riziko vzniku imunitni
reakce Stépu proti hostiteli (graft ver-
sus host disease - GvHD). Rozsah imu-
nitni reakce je zavisly na interakci fady
riznych receptort a ligand(, které zesi-
luji ¢i tlumi procesy aktivace T lymfocytd.
Dalezitou roli v potlaceni imunitni odpo-
védi v nadorovém mikroprostredi hraji
tzv. kontrolni body imunitniho systému.
Za jeden z nich je povaZovani inter-
akce PD-1/PD-L1, ktera navozuje funkéni
inaktivitu lymfocytd, a tim chrani orga-
nizmus pfed vznikem autoimunitnich
onemocnéni [9]. Tato interakce pfispiva
k ,vyCerpani” (exhausting) efektorovych
lymfocyt(, které nejsou schopné speci-

fické cytotoxické odpovédi a destrukce
cilovych bunék [10], coz mize naopak
také vést k navozeni nddorové tolerance.
K jejimu vzniku pfispiva predevsim ex-
prese PD-L1 na povrchu nadorovych
bunék. Jednou z moznosti imunotera-
pie je vyfazeni kontrolniho bodu PD-1,
a tim navozeni vyssi aktivity imunitniho
systému. Je nutno zminit, Ze v soucasné
dobé existuji monoklonalni protilatky
blokujici receptor PD-1, ale i ligand PD-
L1, které byly schvaleny k |é¢bé pokroci-
Iého metastazujictho melanomu, renal-
niho karcinomu a nemalobunécného
karcinomu plic [11,12]. T lymfocyty mo-
difikované CRISPR-Cas9 s vyfazenym
PD-1 byly pouzity v probihajici klinické
studii (NCT02793856) (schéma 2A') pro-
vedené u pacientdl s nemalobunéc-

y . exprese

dopraveni vektoru do bunky

r o
fekovanych genu

A

= > poa |

‘g;.

nym karcinomem plic, u kterych selhala
standardni [é¢ba a u kterych byla zjis-
téna zvysena exprese PD-L1 na nadoro-
vych bunkach. Jednd se o prvni studii,
u které byly ziskany vysledky z CRISPR-
-Cas9 terapie. Studie je zaméfena na
zhodnoceni bezpecnosti a definovani
maximalni tolerované davky po im-
plantaci autolognich T lymfocytl mo-
difikovanych CRISPR-Cas9 s vyfazenym
PD-1 (PD-1-/- T). Studie se zucastnilo
devét pacientd, dokoncilo ji osm z nich.
Pacienti byli zafazeni do tfi skupin, s es-
kalaci davky 1 x 107,2x 107 a4 x 107 PD-
1-/-T/kg ve dvou cyklech. Z nezadoucich
ucinkd bylo nejzavaznéjsi nadmérné po-
ceni (hyperhidréza) dosahujici stupné 3.
Déle u pacientll dochéazelo ke zvysené
aktivité jaternich transamindaz (ALT/AST),

Klin Onkol 2019; 32 (Suppl 3): 3513-3518

3515




CRISPR-CAS9 JAKO NASTROJ V TERAPII NADOROVYCH ONEMOCNENI

A.
(I
TCR
() x receptor
NY-ESO-1 receptor
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PD-1 '
° 4
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PD-L1 EBV
nadoroveé burky
B.

()

PD-1
CD19 *TCR ‘*TCR

mezotelin

L PD-L1
CD20/22

nadorové buriky

Y delece v genu, vyrazeni funkce

N

Schéma 2. Schéma terapeutické strategie.

A. CRISPR-Cas9 geneticky modifikované T lymfocyty (I) s vyfazenym PD-1, (Il) s vyfazenym
PD-1 a TCR a s modifikovanym receptorem selektivné se vazajicim na antigen NY-ESO-1,

(Ill) s vyfazenym PD-1 a specificky se vazajici k burikdm infikovanym EBV.

B. CAR-T lymfocyty (1) specifické k CD19 a CD20/22, (ll) s vyfazenym TCR a specifické

k CD19, (Illl) s vyfazenym TCR a PD-1 a specifické k mezotelinu.
TCR - T bunécny receptor, CAR - chiméricky antigenni receptor

trombocytopenii, Unavé ¢i horecce, vse  srdecni arytmii stupné 1, a to po dobu
hodnoceno v mirné az stredni zdvaz- 42,4 tydne. Sedm pacientli odpovidalo
nosti (stupen 1-2). Jeden pacient trpél  na pribéh lécby. U dvou bylo onemoc-

néni stabilizovdno po dobu 18-22 tydnU
a zaroven byla zjisténa vétsi diverzita
T lymfocyt nez u dalsich péti pacient(,
u kterych doslo k progresi onemocnéni.
Kontrola onemocnéni (diasease control
rate — DCR) po 8 tydnech byla zazname-
nana ve 28,6 % a median preziti bez pro-
grese (progression-free survival — PFS)
byl 7,6 tydne. Zavérem studie bylo kon-
statovano, ze terapie PD-1-/- T se zda
byt bezpe¢na. Ctyfi dalsi klinické stu-
die vyuzivajici obdobny koncept delece
PD-1 na autolognich T lymfocytech byly
registrovany pfi 1éCbé rakoviny prostaty
(NCT02867345), mocového méchyre
(NCT02863913), jicnu (NCT03081715)
a ledvin (NCT02867332). V dalsi klinické
studii (NCT03399448) (schéma 2A") je
testovano vyuziti T lymfocyt( nesoucich
tfi rizné genetické modifikace induko-
vané CRISPR-Cas9 v |é¢bé mnohocet-
ného myelomu, synovidlniho sarkomu,
myxoidniho liposarkomu a melanomu.
Kromé omezeni exprese PD-1 bude vy-
fazena také ¢ast T bunécného recep-
toru (T-cell receptor - TCR) a vnesen
modifikovany receptor selektivné se va-
zajici na antigen NY-ESO-1 exprimovany
na nadorovych burkdach. Vyfazeni TCR
by mélo napomoci snizit riziko vzniku
GVHD. Dalsi klinickd studie faze I/1l
(NCT03044743) (schéma 2A") je regist-
rovana pro lé¢bu malignit asociovanych
s virem Epsteina a Barrové, u nichz velmi
Casto dochazi ke zvysené expresi PD-L1.
Ve studii budou vyuzity T lymfocyty mo-
difikované CRISPR-Cas9 s vyfazenym
PD-1, které jsou specifické k burikam in-
fikovanym virem Epsteina a Barrové. Jak
jizbylo zminéno vyse, kinhibiciinterakce
PD-1/PD-L1 jsou v soucasné dobé vyu-
zivany monoklonalni protilatky. Pfesto
cely zdmér s ,nabuzenim” imunitniho
systému pomoci modifikovanych T lym-
focytl vypada velmi slibné a je dalsi al-
ternativou protinddorové terapie vyuzi-
telnou v klinickém prostiedi.

Dalsi imunoterapeutickd strategie
je zaloZena na vyuziti modifikova-
nych T lymfocytd upravenych ex vivo
tak, aby exprimovaly chiméricky anti-
genni receptor (chimeric antigen re-
ceptor — CAR). Ten je tvofen intracelu-
larni doménou TCR, kterd vede k aktivaci
T lymfocytll a spousti cytotoxickou od-
povéd, a extraceluldrni doménou spe-
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cificky rozeznavajici cilovy antigen [13].
Vyhodou téchto geneticky modifikova-
nych T lymfocytl je specifita vazby na
cilovy antigen bez nutnosti zpracovani
antigenu a jeho prezentace na hlavnim
histokompatibilnim komplexu (major
histocompatibility complex — MHCQ).
Cilem je zajistit, aby tyto geneticky mo-
difikované T lymfocyty rozpoznaly speci-
fické antigeny vyskytujici se na povrchu
malignich bunék a eliminovaly je. Tato
metodika se vyviji jiz vice nez 20 let [14].
V jejim prabéhu vzniklo nékolik gene-
raci CAR a soucasné byly zdokonalo-
vany metodiky bezpe¢ného a ucinného
vlozeni CAR do autolognich T lymfo-
cytd. PGvodné byla pouzivana trans-
fekce DNA, déle pak transpozonové vek-
tory obsahujici element pro integraci, az
po stabilni transdukci T lymfocytl po-
moci lentivirovych vektor [11]. Uspé$né
byla testovana specifita CAR-T lymfo-
cytl k antigenu CD19, jehoz exprese je
omezena predevsim na B lymfocyty a je
idedInim cilovym antigenem pro hema-
tologické malignity vychézejici z B lym-
focytéarni linie [12]. U fady pacientl
velmi ¢asto dochazi k relapsu onemoc-
néni z dlvodu ztraty CD19 na nadoro-
vych burkach. Reseni nabizi probihajici
klinicka studie faze I/11 (NCT03398967)
(schéma 2B'), jejimz ukolem je zhod-
notit proveditelnost a bezpecnost te-
rapeutického pouziti CRISPR-Cas9 pro
pfipravu modifikovanych CAR-T lymfo-
cytl specifickych k CD19 a CD20 nebo
k CD19 a CD22 u pacientU s recidivujici
B lymfocytarni leukemii nebo s malig-
nim B lymfomem. CD20 nebo CD22 jsou
dalsi antigenni struktury exprimované
na povrchu B lymfocytl a CAR-T lymfo-
cyty afinitni k témto antigenlm by na-
pomohly rozpoznat nadorové bunky,
u kterych doslo ke ztraté CD19, a to roz-
poznanim znak( CD20 nebo CD22.
Vétsina CAR-T lymfocytd je pfipravena
zTlymfocytl jednotlivych pacientd, ¢imz
se terapie vyrazné prodluzuje a finan¢né
prodrazuje. Moznosti je pfiprava univer-
zalnich CAR-T lymfocytd, u nichz vsak
dochazi ke zvyseni rizika vzniku GvHD.
Riziko GvHD bylo vyrazné snizeno u CAR
editovaného pomoci CRISPR-Cas9 do
receptor( a3 TCR (tvoren polypeptido-
vymi fetézci a a B) [15], které rozezna-
vaji vyhradné antigeny prezentované

na povrchu MHC molekul. V probihajici
klinické studii (NCT03166878) (schéma
2B") jsou testovany CAR-T lymfocyty
specifické k CD19 a s vyfazenym TCR.
Cilem je zjistit, zda tyto genetické mo-
difikace T lymfocytd snizi riziko vzniku
GVvHD bez omezeni terapeutického
ucinku u pacientt s recidivujici B lymfo-
cytarni leukemii nebo s malignim B lym-
fomem. V dalsi probihajici klinické studii
(NCT03545815) (schéma 2B") jsou testo-
vany CAR-T lymfocyty s CRISPR-Cas9 vy-
fazenym TCR a PD-1 (nebo CTLA-4),
které se specificky vazou k mezotelinu,
ktery je povazovan za povrchovy an-
tigen s vysokou expresi u fady solid-
nich nadord [16]. Vyfazeni PD-1 nebo
CTLA-4 (dalsi kontrolni bod imunit-
niho systému) napomaha utlumit inhi-
bi¢ni mechanizmy imunitniho systému
a podpofit jeho nabuzeni v hostitelském
prostiedi [17].

Jedina registrovand in vivo studie
(NCT03057912) planuje vyuzit CRISPR-
-Cas9 k lé¢bé cervikalnich intraepitelial-
nich neoplazii (CIN), které mohou vést
zejména ke vzniku karcinomu délozniho
hrdla u Zzen. Hlavnim kauzalnim faktorem
je infekce vysoce rizikovymi lidskymi pa-
pilomaviry (human papillomavirus -
HPV), nejcastéji HPV16 a HPV18, u nichz
v pribéhu karcinogeneze dochazi ke
zvysené expresi onkoproteinl E6 a E7.
Cilem studie je eliminovat HPV pfimo
uvnitf lidského téla. Zendm ve véku
18-50 let s lehkou dysplazii (CIN I) a pozi-
tivni HPV infekci bude 2x tydné po dobu
4 tydnu aplikovan na infikovany cipek
gel nesouci konstrukty CRISPR-Cas9,
které byly navrzeny tak, aby omezily ex-
presi virovych protein(i E6 a E7 a tim za-
branily maligni transformaci.

Zaver

Studie tykajici se Uprav genomu byly
provadény jiz od 80. let minulého stoleti
a byly viceméné neuspésné. Jednak ma-
nipulace s DNA byly jesté do nedavna fi-
nanc¢né i technicky naroc¢né, navic se
pozadované lUseky DNA do genomu
zaclenovaly nahodné a nebylo mozné
ovlivnit, zda v cilovém misté dojde k po-
skozeni zivotné dulezitého genu nebo
nadorového supresorového genu, jehoz
ztrata by podpofila proces maligni trans-
formace. Technologie editace gent zalo-

Zena na CRISPR-Cas9 se tak ukazala ne-
postradatelnou pro védecky pokrok. Je
Siroce vyuzitelna predevsim v zaklad-
nim vyzkumu pfi studiu funkce jednot-
livych genl v procesu karcinogeneze.
Jako vice problematické se jevi vyuziti
CRISPR-Cas9 v protinadorové terapii. Je
nutno podotknout, Ze pred samotnym
vyuzitim v klinické praxi bude jesté po-
tfeba provést fadu optimalizaci tykaji-
cich se ucinnosti, bezpecnosti a speci-
ficnosti metody. Budoucnost bude do
znacné miry zaviset na schopnosti vyvi-
nout nové varianty Cas9 stoprocentné
specifické k cilové sekvenci a neovliviiu-
jici jiné bunécné procesy. V pfipadé ma-
nipulace s bunécnymi liniemi je mozné
tolerovat urcité procento nespecifickych
interakci, pokud vsak pracujeme s buni-
kami ¢lovéka/pacienta, jde o zdvaznou
komplikaci. Bude nezbytné nutné vy-
lepsit vneseni CRISPR-Cas9 do orga-
nizmu v pfipadé terapii in vivo. Nové
moznosti se také oteviraji v 1é¢bé mo-
nogenné podminénych dédi¢nych cho-
rob. V dnesni dobé jiz probihd fada
klinickych studii hodnoticich protina-
dorovou terapii zalozenou na CRISPR-
-Cas9 modifikacich T lymfocytl pacienta
ex vivo. Netrpélivé jsou proto o¢ekavany
jejich vysledky, které by ujasnily moz-
nosti vyuziti tohoto pfistupu v klinické
praxi.
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Synteticka letalita — jeji soucasné vyuziti

a potencial v onkologické léché

Synthetic Lethality — Its Current Application and Potential

in Oncological Treatment

Bortlikova L., Miiller P!, Vojtések B.!, Rak V.2, Svoboda M.?

"'Regionaini centrum aplikované molekuldrni onkologie, Masarykv onkologicky Ustav, Brno
*Klinika radiacnf onkologie, Masarykdv onkologicky ustav, Brno
*Klinika komplexni onkologické péce, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno

Souhrn

Vychodiska: Synteticka letalita je typ genové interakce, pfi niz je mutace v jednom z interagu-
jicich genu slucitelnd s zZivotaschopnosti buriky, ale vyrazeni obou gent z funkce vede k bu-
néc¢né smrti. Odhalenim letalniho Ucinku inhibitorG poly(ADP-ribéza) polymerazy (PARP) na
BRCA1/2 mutantni buriky byl otevien jeden z dilezitych smér( vyvoje cilené terapie v onkolo-
gii. Olaparib patfici do skupiny inhibitor( PARP se diky tomu mohl stat prvnim registrovanym
lé¢ivem fungujicim na principu syntetické letality a je nyni pouzivan v klinické praxi hlavné
v [é¢bé rekurentnich high-grade seréznich ovaridlnich karcinomd. Soucasny vyzkum se zamé-
fuje na kombinovany pfistup, kdy by se podanim inhibitort PARP spolu s inhibitory kinaz za-
pojenych do kontroly buné¢ného cyklu mohlo predchazet rezistenci k 1é¢bé inhibitory PARP
¢i jiz vzniklou rezistenci pfekonat. Zaroven probihaji klinické studie, které by mohly pomoci
rozsifit vyuziti inhibitor(l PARP pro dalsi typy malignit vykazujici obdobny fenotyp jako mutace
v genech BRCA (BRCAness fenotyp). Hledani dalsich cilG pro vyvoj novych 1éciv na principu
syntetické letality bylo usnadnéno diky metodé CRISPR/Cas9, stale viak pretrvava klicovy fak-
tor neuspéchi screeningovych experimentd, kterym je netplna penetrance syntetické letality
naptfi¢ populaci bunék tumoru. Cil: Zdmérem této prace je poskytnout prehled soucasného vy-
uziti principu syntetické letality v onkologické |é¢bé a nastinit, s jakymi vyzvami se nyni potyka
vyzkum potencidlnich cilt pro vyvoj novych Iéciv zalozenych na syntetické letalité.

Klicova slova
synteticka letalita — inhibitory PARP - olaparib - BRCAness — opravy DNA

Summary

Background: Synthetic lethality is a gene interaction where a defect in one of the interacting
genes is compatible with cell viability, whereas the disruption of both genes leads to cell death.
The discovery of the lethal effect of poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) inhibitors in BRCA1/2
mutant cells has opened an important direction in the development of targeted therapy in on-
cology. The PARP inhibitor olaparib has become the first registered drug for recurrent high-
-grade serous ovarian cancer treatment based on synthetic lethality that has reached the clinic.
Current research focuses on the combination of PARP inhibitors and inhibitors of kinases, which
control the cell cycle, to prevent or overcome resistance to PARP inhibitors. There are also on-
going clinical trials which examine PARP inhibitor treatment in other types of cancers including
tumours presenting the so-called BRCAness phenotype. Screenings for new synthetic lethali-
ties which could serve as potential targets for new drug development have improved with the
CRISPR/Cas9 technology, but another key problem persists in the screening efforts, namely the
incomplete penetrance of synthetic lethality throughout a tumour cell population. Purpose: This
paper summarises the current application of synthetic lethality principles in oncology and dis-
cusses the challenges in research focused on potential new drugs based on synthetic lethality.

Key words
synthetic lethality — PARP inhibitors - olaparib — BRCAness — DNA repair
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SYNTETICKA LETALITA - JEJI SOUCASNE VYUZITI A POTENCIAL V ONKOLOGICKE LECBE

Uvod
Synteticka letalita byla popsana jako
typ genové interakce, pfi niz je v pfi-
padé defektu v jednom z interaguiji-
cich genl zivotaschopnost bunky za-
chovana, zatimco poskozeni obou genl
vede k bunécné smrti [1] (schéma 1A).
Poprvé byl tento koncept zaveden u mo-
delového organizmu Drosophila melano-
gaster, coz vedlo k intenzivnimu zajmu
o toto téma z pohledu vyvojové biologie
i genetiky, ale az diky nékolika vyznam-
nym pracim [2-4] vznikla myslenka vy-
uzit princip syntetické letality pfi vy-
voji novych terapeutickych postupt
v onkologii [5].

Z pohledu nadorové biologie se nej-
Castéji setkdvdme se syntetickou letali-

tou ve formé indukované esenciality, mu-
tace v genu nadorového supresoru miize
zpUsobit, ze se diky ni stane jiny gen
pro bunku esencidlni [1] (schéma 1B).
Tim se pak tento gen nebo jim kédo-
vany protein stadva vhodnym kandida-
tem pro cilenou farmakologickou inhi-
bici. Na zakladé vztahu syntetické letality
mezi obéma geny je tato inhibice fatalni
pouze pro nadorové bunky nesouci mu-
taci v antionkogenu a u nenadorovych
bunék buné¢na smrt nenastane [5].
Biologie nadorovych bunék je v3ak
velmi komplexni a genové interakce
mohou mit mnoho podob. | u synte-
tické letality je na zakladé charakteru
interakce dvou genli mozno rozlisovat
mezi silnou a slabou syntetickou letali-

A
genA — Zivotaschopna bunka
genA ‘ —— Zivotaschopnad burka
genA —— Zivotaschopnad burka
genA ——+ bunécna smrt x
B
— Ziva bunika zavisla na genu C
— bunécnd smrt x

Schéma 1. Synteticka letalita.

A. Klasické schéma syntetické letality mezi geny A a B - mutace v jednom z téchto dvou
gent je slucitelnd s prezitim buriky, mutace v obou genech zp(sobi buné¢nou smrt.

B. Schéma syntetické letality v pfipadé indukované esenciality - mutace v antionkogenu
zpUsobi u bunky zavislost na funkénim genu C, pokud je gen C nasledné také mutovan i
jinak inhibovan, burika neni schopna prezit [1].

tou, pficemz silnou syntetickou letalitu
neni témér vibec mozné ovlivnit zmé-
nou v dalsich genech. Naopak pfi slabé
syntetické letalité se burika nesouci jinak
letdlni mutace mlze vyhnout bunéc¢né
smrti vznikem nové mutace v dalsim
genu. Co se tyce vybéru genovych in-
terakci, na které by mohla byt uplatnéna
farmakologickd inhibice za G¢elem pro-
tinddorové terapie, je zadouci volit za cil
geny, které jsou ve vzdjemném vztahu
silné syntetické letality [1].

Inhibitory PARP

Vyznamnym spojnikem principu synte-
tické letality a vyvoje novych terapeu-
tickych pristupl zaloZzenych na inhibi-
torech poly(ADP-ribéza) polymerazy
(PARP) byly dvé prace publikované
vroce 2005 [6,7]. Obé poukdzaly na vztah
syntetické letality mezi PARP a geny
BRCAT a BRCA2 [5]. Bunky deficientni
v genu BRCAT &i BRCA2 se ukazaly byt
velmi vyznamné citlivé k inhibici PARP,
ktera u nich vede k nestabilité chromo-
zomU, zastaveni bunéc¢ného cyklu a po-
stupné apoptoze [6,7].

BRCAT a BRCA2 jsou tumor supre-
sorové geny, jejichz funkce je ddule-
Zitad pro opravu dvouvlaknovych zlom
DNA pomoci homologni rekombinace
(HR). Pokud jsou v zérodecné linii hete-
rozygotné mutované, zvysuje se prav-
dépodobnost vzniku rdznych typua kar-
cinomd [8]. Inhibitory PARP cili na dalsi
z typl oprav poskozené DNA, v tomto
piipadé jednovldaknovych zlomu.
Funkéni enzymy PARP1 a PARP2 jsou
zasadni pro spravnou aktivaci kaskady
vedouci k opravé DNA pomoci neho-
mologniho spojovéni koncl (non-ho-
mologous end joining - NHEJ), a pfede-
vsSim pomoci excizni reparace bazi (base
excision repair — BER) tim, ze se vaZzou do
jednovlaknovych zlomu a postransla¢né
modifikuji substrat syntézou poly(ADP-
-rib6zovych) fetézcq, tzv. PARylaci [5,8].
Inhibice PARP vede k replika¢nimu
stresu a zapficinuje tak vznik dvouvldk-
novych zlomd, které u BRCA mutantnich
bunék nemohou byt opraveny pomoci
HR, coz vede k zastaveni buné¢ného
cyklu a k bunééné smrti [6,9].

Nadéjné vysledky, které vzesly z prekli-
nické faze testovani inhibitor PARP, byly
déle zkoumany v klinickych studiich za-
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hrnujicich pacientky s ovaridlnim kar-
cinomem nesoucim mutaci v genech
BRCA1/2[10,11]. Na zékladé dobré odpo-
védi v klinickych zkouskéach dostal v roce
2014 prvni inhibitor PARP s ndzvem ola-
parib (obr. 1) zrychlené schvéleni od
amerického Utadu pro kontrolu potravin
aléciv (U.S.Food and Drug Administration
- FDA). O néco pozdéji byl také schvélen
Evropskou lékovou agenturou (European
Medicines Agency - EMA) [9,12]. V sou-
casné dobé je olaparib podle EMA regis-
trovan k udrzovaci lé¢bé po chemotera-
pii na bazi platiny pro dospélé pacienty
s BRCA1/2 mutantnim nebo k platiné cit-
livym (bez ohledu na BRCA status) reku-
rentnim epitelidlnim high-grade karci-
nomem ovaria, vejcovodu i peritonea.
Navic obdrzel schvéleni od FDA také
k 1é¢bé HER2 negativniho metastazuji-
ciho karcinomu prsu po prodélané che-
moterapii u pacientl se zarode¢nou mu-
taci v BRCA1/2 [9]. DalSimi registrovanymi
inhibitory PARP pro [é¢bu ovarialnich
karcinom0 jsou také rucaparib a nirapa-
rib [5,9] (obr. 1). Objevuje se také stdle
vice experimentélnich dat zamérenych
na pouziti inhibitor( PARP i u jinych ma-
lignit nesoucich mutaci BRCA, napt. u kar-
cinomu pankreatu nebo prostaty [13].

Rezistence viici lécbé

inhibitory PARP

| pfes obecné dobrou odpovéd na lécbu
inhibitory PARP se u zna¢né &asti pa-
cientll s ovarialnim karcinomem i kar-
cinomem prsu vyskytuji ptipady rezis-
tence [5]. Mechanizmi jejiho vzniku bylo
navrzeno nékolik, pficemz velkd cast
z nich je zalozena na obnoveni HR u na-
dorovych bunék [13]. V jejich nestabil-
nim genomu mohou po inhibici oprav
DNA normalné zprostifedkovanych PARP
vznikat reverzni mutace, které pfimo ob-
novuji funkci genu BRCA2 [14] a na za-
kladé pfirozené selekce za¢nou byt do-
minantni a proliferovat hlavné ty klony
nadorovych bunék, které nesou reverzni
mutaci [5]. Nékteré prace také ukazuji, Ze
HR muze byt obnovena ztratou ¢i snize-
nou expresi proteinu 53BP1 (p53 binding
protein 1) [15] nebo mutaci REV7 (znam
také jako MAD2L2) (mitotic arrest defi-
cient 2 like 2) [16]. REV7 je soucasti ne-
davno popsaného proteinového kom-
plexu Shieldin, jehoz dalsi tfi podjednotky

niraparib

A
m

rucaparib

I=

Obr. 1. Chemické struktury olaparibu, niraparibu a rucaparibu.

jsou SHLD1, SHLD2 a SHLD3. Tento kom-
plex se shlukuje kolem dvouvldknovych
zlomU DNA a jako opravny mechanizmus
podporuje NHEJ [17,18]. Ztrata Shieldinu
tedy naruSuje NHEJ a podporuje rezis-
tenci k inhibitordm PARP skrze obnove-
nou HR u BRCA mutantnich bunék[18,19].

U buné¢nych linii odvozenych od na-
doru tlustého stfeva bylo prokazéno, ze
inhibitory PARP snizuji expresi proteinu
PARP1, ¢imz se zvysuje rezistence bunék
vUci témto inhibitordm [20]. Podobné
snizeni endogenni hladiny proteinu
PARP1 plGsobenim miRNA-210 vede k re-
zistenci vUci inhibitordm PARP [21,22].
Na druhou stranu je podle dalsi studie
také overexprese PARP1 u bunécné linie
odvozené od karcinomu prsu spojena
s rezistenci vuci olaparibu [23].

Dalsim z prokazanych mechani-
zm{ rezistence vUci inhibitordm PARP
u mysich modell bylo snizeni intrace-
luldrni koncentrace rucaparibu, zapfi-
¢inéné jeho efluxem z bunék skrze up-
-regulaci BCRP/ABCG2 (breast cancer
resistance protein), a P-glykoproteinu
ABCB1, které jsou oba ¢leny proteinové
super-rodiny ABC (ATP-binding cassette)
transportérd [22,24,25].

Pro vyvoj terapeutickych strategii,
které by vedly k pfekonani rezistence
vU¢i inhibitordm PARP, viak bude nutné
provést dalsi studie, jez by vyznam vyse
zminénych mechanizmi navrzenych na
zdkladé experimentd na mysich mode-
lech a bunéc¢nych liniich zhodnotily také
u onkologickych pacientt [22].

Inhibitory PARP a kontrola
bunécného cyklu

Podle aktualnich poznatkd ovliviuji in-
hibitory PARP bunécny cyklus tak, Ze se

zvysujici se koncentraci inhibitoru do-
chazi k akumulaci bunék ve stfedni az
pozdni S fazi a inhibici buné¢né prolife-
race [26]. Pro buriky BRCA deficientnich
nador( je zablokovani PARylace olapari-
bem fatalni pravdépodobné kvali naru-
sené schopnosti protekce replika¢ni vi-
dlice béhem S faze a jejiho nasledného
kolapsu [6,7,27]. Pvodni model, ve kte-
rém bylo navrZzeno, Ze inhibitory PARP
zpUsobuji tento kolaps v dlsledku ustr-
nuti replikac¢ni vidlice [7], byl nedavno
vyvracen pomoci méfeni rychlosti pro-
grese replikac¢ni vidlice. PARylace totiz za
normalnich okolnosti funguje spole¢né
s proteinem p21"* jako senzor replikac-
niho stresu a v koordinaci s celou regu-
la¢ni siti ovldadanou hlavné PARP1 a pro-
teinem p53 rychlost replikacni vidlicky
snizuje. Ovlivnéni bunék 10um olapari-
bem po dobu 24 hod zrychlilo Sifeni vi-
dlice az 0 60 %, pficemz jiz 40% zvyseni
rychlosti oproti béznému stavu vede
k poskozeni DNA, které je u bunék s po-
ruchou v HR nevratné [26].

V soucasné dobé je kladen ddraz na
optimalizaci kombinovanych pfistupt
tak, aby bylo mozné vyhnout se vzniku
rezistence vUci |écbé inhibitory PARP,
popf. jiz vzniklou rezistenci prekonat.
Jednim z téchto pfistupt je kombinace
inhibitor( PARP spolu s inhibitory kinaz
— ATR (ataxia telangiectasia and Rad3-
-related protein), CHEK1 (checkpoint ki-
nase 1) nebo WEET (WEE1 G2 check-
point kinase), které jsou zapojeny do
kontroly bunéc¢ného cyklu [28]. ATR fun-
guje jako centralni kontrolni bod, ktery
v pfipadé poskozeni DNA aktivuje ki-
nazu CHEK1 a vede k celkové zastaveé re-
plikace DNA. CHEK1 dale aktivuje WEE1,
kterd pfimou fosforylaci udrzuje inak-
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tivni cyklin dependentni kindzy CDK1/2
(cyclin-dependent kinase 1/2), a tim
udrzuje bunku v G1 fazi buné¢ného
cyklu [29-31]. Pouziti inhibitoru jednoho
z komponent této drahy spolecné s inhi-
bitorem PARP by mélo limitovat ¢as ur-
¢eny pro opravu DNA (v pfipadé vzniku
rezistence napf. pomoci obnovené HR),
a tim posilit replikaci poskozené DNA.
Nekontrolovatelna replikace nasledné
vede k rozsdhlému poskozeni DNA, které
se stava pro nadorovou buriku letalni.
Klinické studie, které kombinuji olaparib
a néktery z inhibitord bunécného cyklu,
jsou nyni ve fazi | ¢i Il a poskytnou dile-
Zita data o vlivu ATR, CHEK1 a WEE1 in-
hibitor( na rezistenci vici 1é¢bé inhibi-
tory PARP [28].

Interakce mezi ATR,

CHEK1 a WEE1

Z preklinickych studii navic vyplyva, ze
nékteré z vyse uvedenych kindz maji
mezi sebou vztah syntetické letality [32—
34], coz muze slouzit jako logicky zaklad
pro dalsi klinické studie, které budou
testovat také kombinace jejich inhibi-
torll v protinadorové terapii [28]. Napfi-
klad bunécnd linie MCF-7 odvozena od
karcinomu prsu vykazovala syntetickou
letalitu po spole¢ném ovlivnéni latkami
VE821 (inhibitor ATR) a AZD7762 (inhibi-
tor CHEKT1) [28,32]. Inhibice CHEK1 totiz
vede k zesileni replika¢niho stresu pro-
strednictvim CDK2 a k vétSimu poctu
mist s jednovldaknovou DNA, cozZ nor-
malné vede k aktivaci ATR, kterd chrani
replika¢ni vidlici pfed kolapsem po-
moci replika¢niho proteinu A (replica-
tion protein A — RPA) [32,35]. Pouziti in-
hibitord ATR a CHEK1 soucasné vedlo
u MCF-7 bunék k velkému poctu zasta-
venych replikac¢nich vidlic kolabujicich
do dvouvldknovych zlom( a nasledné
k bunécné smrti [32]. V preklinickych
modelech se také soucasnd inhibice
CHEK1 a WEE1 ukézala byt synteticky
letalni [33,34].

ATR, CHEK1 i WEE1 jsou si podobné
v tom, jakou zastavaji funkci v sig-
nalni draze kontroly prechodu bunky
z G1 faze, aviak podle dalich praci vy-
kazuji rozdilnou funkci v ochrané repli-
kac¢ni vidlice [36-39]. Ta mUze byt di-
leZitd pfi volbé jedné z téchto ti kinaz
jako vhodného cile k inhibici v kombi-

nované terapii zaméfené na prekonani
rezistence vGci inhibitorim PARP. Pokud
by totiZz ochrana replikac¢ni vidlice byla
u bunék s rezistenci k inhibitordm PARP
jednim z kompenzac¢nich mechanizm,
pak by bylo dilezité zvolit inhibitor bu-
nécného cyklu, ktery cili nejen na opravu
DNA pomoci HR, ale i na ochranu repli-
kac¢ni vidlice. Tim by podle poslednich
praci mohly byt inhibitory ATR a WEET,
nikoli vsak CHEK1 [28].

Vyuziti inhibitord PARP u nadoru
s BRCAness fenotypem

K dalsimu rozsifeni skupiny pacientd,
kterd by benefitovala z Iécby inhibi-
tory PARP, by mohlo vést také studium
nador s BRCAness fenotypem. Tento
pojem se uziva k definovani skupiny na-
dorq, které nenesou germindlni mutaci
v BRCA1/2, ale s BRCA mutantnimi na-
dory maji totozny fenotyp, coz je zpUso-
beno defektni HR [40]. Patfi mezi né pre-
devsim tumory se somatickou mutaci
v BRCA1/2, s hypermetylaci v BRCAT pro-
motoru nebo nadory s mutaci v dal-
Sich genech zapojenych do opravy
dvouvlaknovych zlomd DNA, jako je
napf. ATR, RAD51 (RAD51 recombinase),
PALB2 (partner and localizer of BRCA2)
¢i BRIPT (BRCA1 interacting protein
C-terminal helicase 1). Diky defektu v HR
tyto nadory mohou také vykazovat syn-
tetickou letalitu po aplikaci inhibitor(
PARP [13,40]. S rozsifenim sekvenovani
lidskych nadord se ukazalo, Ze mutace
gen, které mohou vykazovat BRCAness
fenotyp, nese znacna ¢ast high-grade se-
réznich ovarialnich karcinoma, pokroci-
lych kastracné rezistentnich karcinomu
prostaty, nddor(l pankreatu a dal3ich
typl tumort [5,40-42]. Pro moznost vy-
uzit inhibitory PARP u nadorU s timto fe-
notypem je dilezité stanovit biomarker,
na jehoz zakladé by bylo mozné pre-
dikovat odpovéd' na lé¢bu inhibitory
PARP [13]. Klinickd studie I-SPY 2 testo-
vala klasifikator obsahujici 77 genu na-
vrzeny ke zhodnoceni BRCATness fe-
notypu a predpovédi reakce na inhibici
PARP spolec¢né s karboplatinou. Pfestoze
autofi dokazali prokdzat spojitost mezi
klasifikaci BRCA1ness a odpovédi pa-
cientd na lé¢bu, tato studie zahrnovala
jen omezeny pocet pacientd, takze spo-
lehlivy biomarker, ktery by byl vhodny

pro klinickou praxi, v soucasné dobé
jesté dostupny neni [13,40,43].

Vyvoj léciv zalozenych

na syntetické letalité

Ackoli je koncept syntetické letality
znédm jiz dlouho a jeji potencidl pro
protinddorovou terapii byl odhalen uz
pred vice nez 10 lety, inhibitory PARP
jsou stéle jedinymi schvdlenymi lécivy,
které funguji na principu syntetické le-
tality [5]. | kdyz se nyni obraci pozornost
k pfekonani mechanizm0 rezistence
vUci inhibitordm PARP a k rozsiteni sku-
piny pacientd, pro které mohou byt in-
hibitory PARP pfinosné, stale je jen mala
¢ast onkologickych pacient(l 1é¢ena po-
moci cilené terapie. Je tedy dileZité hle-
dat také nové geny, na které by se ci-
lend Ié¢ba na principu syntetické letality
mohla zaméfit [44].

V pribéhu let bylo provedeno velké
mnozstvi screeningd, jez mély odhalit
vyznamné syntetické letality mezi geny,
které se Casto Ucastnivzniku nddorovych
onemocnéni [5]. Ze z téchto screening
nevzesla nova Uspésna léciva, bylo ¢asto
pfipisovano hlavné technickym problé-
mum jako napf. RNA interferenci (RNAI),
kterd byla pouzivdna k uml¢ovani tran-
skripce gent. Ackoli novéjsi zplsob edi-
tace gend pomoci CRISPR/Cas9 metodu
RNAI predcil a vyvolal novou vinu zajmu
o screeningy, pofad pretrvava dalsi kli-
Covy faktor, ktery limituje hledani synte-
tickych letalit vyznamnych pro klinickou
praxi, a tim je nedplna penetrance syn-
tetickych letalit. Termin penetrance syn-
tetické letality oznacuje, jaka cast klon(
nadorovych bunék nesoucich speci-
fikovanou genovou mutaci (tj. vétsi-
nou ,driver” mutaci) podlehne bunééné
smrti po inhibici cilového partnera, ktery
je s timto genem ve vztahu syntetické le-
tality. V idedlnim pfipadé by lé¢ba zalo-
Zena na syntetické letalité méla mit upl-
nou penetranci. To znameng, Ze inhibice
synteticky letalniho partnera by u viech
bunék nadoru nesoucich ,driver” mutaci
vedla k bunééné smrti, a to bez ohledu
na molekuldrni pozadi (tzn. bez ohledu
na vyskyt dalSich mutaci) [44].

Pro vyvoj novych léCiv zalozenych na
synteticky letalni interakci gend jsou
tedy nevhodnéjsi syntetické letality vy-
kazujici vysokou penetranci. Velka c¢ast
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screeningl viak byla v minulosti usku-
tec¢néna pouze na jednom definovaném
genetickém pozadi (napf. na jedné bu-
nécné linii), a chybi tedy informace o tom,
jakou relevanci maji tyto synteticky le-
talni vztahy napfic jinymi genetickymi po-
zadimi [44]. Tomu nasvédcuji i vysledky
screeningu hledajiciho synteticky letaIni
partnery proto-onkogenu KRAS, ktery vy-
uzil metodu CRISPR/Cas9 u dvou buné¢-
nych linii kolorektalniho karcinomu, kdy
vétsina syntetickych letalit byla identifiko-
véna pouze u jedné ze dvou bunécénych
linii [45]. Podobné v jiné studii, ktera zahr-
novala tfi buné¢né linie a cilila na 73 gent
zapojenych do vzniku rakoviny, autofi
identifikovali asi jen 10 % syntetickych le-
talit u vice nez jedné bunéc¢né linie [46].

Dlvodem neuplné penetrance je na
jedné strané tkanova specificita genové
regulace a signdlnich drah, kdy napf.
u panelu bunécnych linii odvozenych
od akutni myeloidni leukemie byla po-
tvrzena syntetickd letalita mezi geny
PREXT a RAS, ale u linii odvozenych od
jinych bunécnych typl po mutaci ¢i in-
hibici obou genl k buné¢né smrti ne-
dojde [44,47]. Dalsim dlvodem je také
heterogenita populace bunék v rdmci
jednoho nédoru, kdy nemusi viechny
bunky napfi¢ tumorem nést stejnou mu-
taci, podobné jako v pfipadé vyse zmi-
néného vzniku rezistence vici inhibitoru
PARP pomoci reverzni mutace obnovujici
u ¢asti bunék funkci genu BRCA2 [14,44].

Limitaci screeningd zamérenych na
syntetickou letalitu, které jsou prova-
dény in vitro na buné¢nych liniich rostou-
cich v jedné vrstvé na povrchu kultivaéni
nadoby, je také omezend interakce mezi
bunikami. Objeveny vztah syntetické le-
tality v tomto prostiedi pak nemusi byt
platny v rdmci nadoru, kde buné¢na ko-
munikace probihd v 3D strukture. Tento
problém by mohlo fesit pouziti 3D bu-
nécnych kultur, pfipadné vyuziti mysich
¢i xenograftovych modeld, které sice
v soucasnosti nelze z technickych da-
vod( vyuzit k velkym screeningtim, ale
tyto bariéry mohou byt s vyvojem tech-
nologii pomérné brzy pfekonany. K vétsi
efektivité pti hodnoceni dat ze screenin-
govych experimentld by mohlo pfispét
také filtrovani relevantnosti vysledku
podle jiz znamych syntetickych letalit
z jiny modelovych organizm [44].

Zaver

Objeveni vztahu syntetické letality mezi
geny PARP1 a BRCA1/2 otevielo cestu
|é¢bé cilené na tento zplsob genové in-
terakce. Inhibitor PARP s ndazvem olapa-
rib je v soucasné dobé uzivan v klinické
praxi s dobrymi vysledky, avsak i vici
tomuto typu Iécby mUzZe vznikat rezis-
tence. Jediné pochopeni jejiho vzniku
mUze vést k UspéSnému prekondni re-
zistence. To by mohl pfinést napf. tes-
tovany kombinovany pfistup, kdy jsou
spole¢né s inhibitorem PARP podavany
také inhibitory ATR nebo WEET. K rozsi-
feni skupiny pacientl lé¢enych inhibi-
tory PARP m{ize v budoucnu také piispét
navrzeni vhodného klasifikatoru zhod-
nocujictho BRCAness fenotyp u rtznych
typl nadord, jenz by umoznil predikci
odpovédi na tuto 1écbu, ktera cili na na-
dorové bunky s defektni HR. Od regist-
race inhibitort PARP se do klinické praxe
jind léciva fungujici na principu synte-
tické letality jesté nedostala, to by mohl
pomoci zménit zpUsob, jakym jsou navr-
hovany experimenty hledajici nové syn-
teticky letadlni genové interakce. Navrh
budoucich experimentd by mél mimo
jiné také zohledriovat vyznam studia
penetrance konkrétni syntetické leta-
lity napfi¢ riznym genetickym pozadim,
coz mulze napovédét, jakd by mohla byt
uspésnost |é¢by cilené na geny v syn-
teticky letalnim vztahu. Vyuziti novych
modeld jako napt. 3D bunécnych lini ¢i
xenograftll mdze také pomoci lépe re-
prezentovat mezibunécnou komunikaci
uvniti tumoru a latka cilici na geny, je-
jichZ synteticky letéIni vztah by byl po-
tvrzen i v tomto experimentalnim nasta-
veni, bude mit vétsi sanci dostat se do
klinickych studii.
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Pokroky ve vyuziti organokovovych sloucenin

pri vyvoji protinadorovych Iéciv
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Souhrn

Vychodiska: Organokovové slouceniny jsou latky, které obsahuji vazbu uhlik-kov. Z biologického
hlediska jsou tyto slouceniny véeobecné povazovany za latky toxické pro zivé organizmy. Diky tomu
viak soucasné vykazuji terapeuticky potencidl, pfedevsim jako protinadorova nebo antimikrobialni
|éCiva. Jsou variabilni co do struktury, obvykle bez ndboje a vétsinou maji lipofilni charakter. V oblasti
mediciny se doposud nejvice osvédcily derivéty platiny, pfedevsim cisplatina, kterd je jednou z nej-
déle pouzivanych chemoterapeutickych latek. Na jeji Uspéchy se védecka komunita snazi navazat
syntézou dalSich organokovovych sloucenin vykazujicich vyraznéjsi protinadorové ucinky a sou-
Casné nizsi cytotoxicitu vici zdravym tkanim. Velka pozornost je upindna zejména ke sloucenindm
nesoucim atomy zeleza, titanu nebo ruthenia. Cil: V této praci jsme se zaméfili na popis nejdilezi-
téjsich sloucenin obsahujicich ve své struktufe atomy zeleza, titanu nebo ruthenia, které by poten-
cialné mohly byt vyuzity pfi [é¢bé onkologickych onemocnéni, a zahrnuli jsme také mechanizmus
Ucinku u nékterych podrobnéji zkoumanych sloucenin. Uvedené slouceniny byly Uspésné testovany
v preklinickych studiich v¢. zvitecich model(i a nékteré byly testovany i v ramci klinickych studii.
Navzdory skutecnosti, ze fada doposud testovanych organometalickych latek v klinickych hodnoce-
nich neuspéla, stale je k dispozici nékolik kandidatd, u kterych se ocekava postoupeni do dalsich fazi
klinickych studii at uz samostatné, nebo jako souc¢ast kombinované chemoterapeutické lé¢by. Jedna
se zejména o slouceniny obsahujici ruthenium, které maji vysoky potencial pouziti diky své nizké
cytotoxicité, ale soucasné vysoké schopnosti inhibovat neoangiogenezi a tvorbu metastéz.

Klicova slova
rakovina — chemoterapie - léCiva — organometalické slouceniny - titan - ruthenium

Summary

Background: Organometallic compounds are chemical substances containing a carbon-metal bond.
From a biological point of view, these compounds are generally considered to be toxic for living or-
ganisms. They may exert therapeutic potential, especially as anticancer or antimicrobial drugs. Their
structural variability and usually uncharged and mostly lipophilic character are particularly advan-
tageous properties. Platinum derivatives (predominately cisplatin) are the most proven advan-
tageous agents in the medical field. The success of cisplatin has led the scientific community to
focus on the synthesis of other organometallic compounds with improved anti-tumour effects and
lower cytotoxicity towards healthy tissues. Close attention is focused on compounds bearing atoms
of iron, titanium or ruthenium. Purpose: Here, we focus on summarising a description of the most
important compounds containing iron, titanium or ruthenium atoms in their structure, showing
potential application in cancer treatment including the mechanism of action for some of the most
commonly studied compounds. The reported structures were used successfully in preclinical studies
including animal models and progressed to various stages of human clinical trials. Despite the fail-
ure of some of these compounds, there are still several candidates which are expected to progress
to the late stages of the clinical trials either alone or as part of combined chemotherapy. Ruthenium-
-containing substances in particular show high potential for utilisation in cancer treatment due to
low cytotoxicity associated with the ability to block neoangiogenesis and metastasis development.
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cancer - chemotherapy - drugs — organometallic compounds - titanium - ruthenium
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Uvod

Organokovové slouceniny jsou obecné
definovany jako latky nesouci ve své mo-
lekule vazbu uhlik-kov. Tyto slou¢eniny
nachdzeji Siroké uplatnéni v chemické
syntéze, nebot jsou znacné reaktivni.
Klasickym pfikladem jsou tzv. Grignar-
dovy (organohofecnaté) slouceniny,
které se pfipravuji reakci alkylhaloge-
nidu s hoi¢ikem v bezvodém éteru a vy-
uzivaji se pro vnaseni alkylového zbytku
do molekuly napfiklad reakci s karbo-
nylovymi slou¢eninami. Organokovové
slouceniny jsou latky, které se vyskytuji
i pfirozené v pfirodé, o ¢emz svédci napf.
struktura vitaminu B,, obsahujici cent-
ralni atom kobaltu se ¢tyfmi atomy du-
siku pyrrolovych jader vazanych spolu
do porfyrinového skeletu. Za spravné ur-
Ceni struktury vitaminu B, byla v roce
1964 udélena Nobelova cena za che-
mii [1]. Pfestoze jsou syntetické organo-
kovové slouceniny obecné povazovany
za toxické, resp. nekompatibilni s bio-
logickymi systémy, jejich mozny tera-
peuticky potencidl, pfedevsim jako pro-
tinddorovych nebo antimikrobialnich
IécCiv, dlouhodobé pfitahuje zdjem orga-
nometalickych chemikd{. Tim spis, Ze or-
ganokovové slouceniny vykazuji znac¢-
nou strukturni variabilitu, obvykle jsou
bez naboje a pomérné lipofilni. To vie
je pak umocnéno redlnou potrebou vy-
voje novych alternativnich léciv, kterd
by v porovnani se stavajicimi léky vyka-
zovala vyssi u¢innost a minimalni neza-
douci Ucinky. Vybrané strukturni typy
organokovovych slou¢enin, které proka-
zaly potencidl pro uplatnéni v lékafské
chemii, jsou zndzornény na obr. 1.V této

L ,M-CO N N
X R/ Y ~R o

M-karbonyl

praci jsme se zaméfili na blizsi charak-
terizaci sloucenin obsahujicich ve své
strukture Zelezo (Fe), titan (Ti) a ruthe-
nium (Ru).

Ferroceny

Ferroceny patii mezi tzv. metaloceny,
tedy slouceniny s obecnym vzorcem
(C,R),M, které jsou tvofeny dvéma
cyklopentadienylovymi kruhy vazanymi
k atomu kovu, v tomto pfipadé Zelezna-
tému kationtu Fe?*. Byvaji pomérné ¢asto
pouzivany pfi designu novych léciv, ob-
vykle jako nahrada za fenylové nebo al-
kylové skupiny, a to pfedevsim z dGvodu
vyssi lipofility v porovnani s benzenem
a lepsi membranové permeability dané
molekuly. Ferroceny navic patii mezi
tzv. ,bezpecné molekuly”, jak dokazuji
testy akutni a chronické cytotoxicity
u fady savcich organizm [2]. Mechani-
zmus Ucinku ferrocenl ziejmé spociva
v uvolnéni iontl Zeleza, které prispivaji
k tvorbé kyslikovych radikald pomoci
tzv. Fentonovy reakce [3]. Prvni a v pod-
staté doposud jediny derivat ferrocenu
schvédleny v humanni mediciné je fer-
roceron, ktery byl podavan pfi lé¢bé
chudokrevnosti v byvalém Sovétském
svazu [4]. Pii designu ferrocend, resp.
ferrocen obsahujicich sloucenin, se jako
nejslibnéjsi zda byt strategie zaloZend
na systematickém zaclenovani ferroce-
nylové skupiny do struktur kandidatnich
nebo jiz zndmych léciv, coz se pak muze
vyznamné odrazit na jejich molekuldr-
nich vlastnostech. Tento pfistup ved| mj.
i k objeveni ferrocifenu, ktery se nachazi
ve fazi preklinického testovani jako po-
tencialni protinadorové lécivo, nebo an-

I\ &=

|
M Y
M-karben M-aren

Obr. 1. Strukturni typy organokovovych sloucenin s protinadorovym tcinkem.

timalarika ferroquinu, ktery je ve Il. fazi
klinického testovani [5].

Ferrocifeny

Ferrocifeny predstavuji skupinu slou-
¢enin odvozenych od struktury tamoxi-
fenu, u kterého byl nahrazen jeden feny-
lovy kruh ferrocenem (obr. 2). Tamoxifen
je dllezitym medikamentem predevsim
pfi lé¢bé karcinomu prsu (99,5% tvofi
Zeny), ale i dalSich malignit, které jsou po-
zitivni na estrogenové receptory (ER) a.
Mechanizmus ucinku tamoxifenu spo-
¢iva v inhibici ER, pfi¢emz se jednd o tzv.
selektivni modulator estrogenového re-
ceptoru, coz znameng, ze se v rdznych
tkanich mlze chovat rozdilné. Tamoxi-
fen se po podani v lidském téle oxiduje
na hydroxytamoxifen, ktery se vaze na ER
a soutézi tak o vazebné misto s ptiroze-
nymi ligandy, jako je napt. 17(3-estradiol.
Na rozdil od pfirozenych ligandd, které
vazbou na ER iniciuji translokaci recep-
toru do jadra, kde pUsobi jako pro-onko-
genni transkrip¢ni faktor, tamoxifen tuto
aktivaci ER inhibuje (pro vice informaci
viz ¢lanek Vonka et al [6]).

Ferrocifeny byly ptipravovany jako or-
ganokovové analogy tamoxifenu s cilem
uchovat jeho schopnost vazat se na ER
a tim jej inhibovat, ale soucasné zesilit
protinddorové Ucinky diky pfitomnosti
cytotoxického ferrocenylového zbytku.
Tento zamér se skute¢né podafil, pro-
toze v porovnani s hydoxytamoxifenem
mohou ferrocifeny indukovat tvorbu
reaktivnich kyslikovych radikall, coz
zfejmé predstavuje hlavni mechanizmus
cytotoxického ucinku [7]. Diky tomu pak
ferrocifeny mohou Gcinné inhibovat

<

metalocen
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Obr. 2. Strukturni vzorce tamoxifenu a ferrocifenu.

i proliferaci bunék, které nemaji funkéni
ER [8]. Ferrocifeny jsou navic zna¢né se-
lektivni, nebot vykazuji 100-200krat
vys$si antiproliferativni aktivitu vaci na-
dorovym bunkdm v porovnani s bun-
kami nenadorovymi [9].

Slouceniny titanu jako
protinadorova léciva

Oproti slou¢enindm obsahujicim zelezo,
které jako protinadorova léciva proza-
tim neprekonaly preklinické testy, jsou
slouceniny s centralnim atomem titanu
Uspésnéjsi, nebot postoupily az do kli-
nickych studii faze | a faze Il.

Titanocen dichlorid

Prvnim z aktivnich titanocen( byl titano-
cen dichlorid (Cp,TiCl)) (obr. 3) syntetizo-
vany Wilkinsonem a Birminghamem jiz
v roce 1954 [10]. Jednalo se o prvni ne-
platinovou slouceninu vykazujici vyso-
kou cytotoxicitu in vivo proti implanto-
vanym Ehrlichovym nadordm u mysi,
pficemz [é¢ebnd Ucinnost presahla 80 %,
aniz by byla pozorovéna vysoka toxicita,
jako tomu bylo pfi podani cisplatiny [11].
Pravé tyto slibné preklinické vysledky
vedly v roce 1993 k zahdjeni klinickych
studii faze . Zavéry prokazaly lécebny
efekt u pacientll s adenokarcinomy, ne-
malobunécnym karcinomem plic i na-
dory mocového méchyre. Po podani viak

byly pozorovany také neziddouci ved-
lejsi Ucinky, zejména gastrointestinalni
a neurologické problémy a poskozeni
jater a ledvin [12,13]. Nékolik klinickych
studii faze Il bylo nasledné provedeno
na pacientech s metastatickym karci-
nomem ledvin, resp. prsu [14,15]. Cas-
teCna regrese byla pozorovédna pouze
u dvou pfipadll s metastatickym karci-
nomem prsu. U pacientt s nadory ledvin
nebyl pozorovadn zadny Ustup onemoc-
néni [14]. Tyto studie tudiz nebyly pova-
Zovény za Uspésné a dalsi klinické studie
Cp,TiCl, byly ukonceny z divodu pri-
marni nefrotoxicity, nizké G¢innosti a také
kvili $patné rozpustnosti slouceniny
a jeji hydrolytické nestabilité za fyziolo-
gickych podminek. Pozdéji byl titanocen
dichlorid podroben dalsi fadé laborator-
nich studii, které prokazaly slibnou proti-
nadorovou Ucinnost in vitro v bunécnych
liniich [16-19] i in vivo na zvifecich mo-
delech [20]. Studie vsak byly provadény
zejména z ddvodU identifikace moleku-
larniho mechanizmu dcinku titanocen
dichloridu uvnitf bunék. Ve srovnani's cis-
platinou byl potvrzen jako silnéjsi ris-
tovy inhibitor [17], ktery zpUsobuje za-
stavu bunécného cyklu v pozdni S fazi az
c¢asné G, fazi spolu s navozenim bunécné
smrti nezavislé na bunécném cyklu.
Christodoulou et al zjistili, Ze po o3et-
feni bunék titanocen dichloridem do-

0]
_\_ /
N
ferrociten \

chazi v bunécéné linii A2780 pochézejici
z karcinomu vajec¢niku k akumulaci pro-
teinu p53 [18]. Naopak Kolberg et al v xe-
nograftovém modelu lidského vaje¢niku
zadné vyrazné zmény v expresi p53 neza-
znamenali [20]. Cp,TiCl, byl dale potvrzen
jako inhibitor angiogeneze [19]. Nakonec
vsak ani tato nové zjisténa fakta nevedla
k posunu titanocen dichloridu do dalsich
fazi klinického hodnoceni, a to predevsim
z davodu nesplnéni podminek pro sprav-
nou formu léciva.

| pfes neuspéchy v klinickych studiich
byla struktura titanocen dichloridu pou-
Zita jako zéakladni strukturni prvek pfi
syntéze substituovanych titanocend
[épe rozpustnych za fyziologickych pod-
minek, pfi¢emz inkorporaci elektronega-
tivnich substituent(i odebirajicich elek-
trony byl posilen charakter titanocen(
coby Lewisovych kyselin [21]. Dalsi mo-
difikace zahrnovaly napfiklad funkcio-
nalizaci cyklopentadienylového kruhu
aromatickym zbytkem [22], alkylaminy
a cyklickymi aminy [23,24] nebo chirdl-
nimi acyklickymi aminy [25].

TitanocenY

Titanocen Y (TiY) (obr. 3) je jednou ze
slou¢enin odvozenych od titanocen
dichloridu [26]. Tato slouc¢enina ve své
struktufe nenese zadna stereocentra,
coz mUize byt povaZovano za piinos ze-
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Obr. 3. Struktura vybranych titanocend.

jména pfi potencidlni vyrobé [éciva,
nebot neni nutné separovat jednotlivé
stereoizomery. Relativni Uspéch cytoto-
xickych testd na prasecich buné¢nych
liniich LLC-PK posunul testovani tita-
nocenu Y az do faze testovéni na zvira-
tech [26]. U mysich Caki-1 xenograft(
byla pozorovana signifikantni redukce
velikosti nddorG v zavislosti na zvysu-
jici se davce TiY, pficemz nejvyssi tolero-
vana davka 40 mg/kg vykazala celkové
lepsi vysledky nez porovnavana davka
2mg/kg u cisplatiny [27]. V nékolika dal-
Sich nezdvislych studiich na mysich xe-
nograftovych modelech epidermoid-
nich nadort nebo nadord prsu byly tyto
slibné vysledky potvrzeny, pticemz ne-
byly pozorovany zadné, nebo jen velmi
malé nezadouci ucinky lécby [28,29].

OMe

% e
OMe

titanocenY

S
T@ \Au\
PPh:
= 3

dvojjaderny Ti-Au komplex

TitanocenY zasahuje do vnéjsi signdini
drédhy navozujici buné¢nou smrt pro-
stfednictvim exprese proteinu p53 [30],
ktery ovliviiuje vazbu Fas ligand( na re-
ceptory CD95, jez eliminuji buriky posti-
zené rakovinou nebo napadené virem.
Tato vzdjemna interakce vede k aktivaci
signaliza¢niho komplexu indukujiciho
smrt a prekurzoru kaspdazy 8, ¢imz ini-
ciuje kaskadu reakci vedoucich az k in-
dukci apoptozy [31]. Weber et al proka-
zali, ze oSetieni bunékTiY (IC50 = 4,9 um)
vykazuje asi 4krat vy3si miru inhibice
angiogeneze ve srovnani s titanocen
dichloridem (IC50 = 19 um) [19].

Oxali-titanocen Y
V dusledku uspéchu titanocenu Y byla
v roce 2008 na zdkladé jeho struktury

pfipravena sloucenina oxali-titanocen Y,
u niz byly atomy chloru nahrazeny oxa-
l[atovym aniontem [32]. Tento komplex
vykazoval na LLC-PK burnkach 13krat
vyssi cytotoxicitu nez plvodni titano-
cenY a 2krat vyssi ucinnost nez cispla-
tina [26,32]. Oxali-titanocen Y 16 byl
testovan in vitro na lidskych endote-
lidInich bunkach pochézejicich z pu-
pec¢nikové Zily (human umbilical vein
endothelial cells - HUVEC) s hodno-
tami IC50 = 14 ym pro ovéfeni antian-
giogennich ucinkd. Testy pokracovaly
na Caki-1 mysich xenograftech osetfe-
nych dévkou 30 mg/kg/den 5krat tydné
po dobu 3 tydnl. Mysi osetfené pomoci
oxali-titanocenu Y vykazovaly statis-
ticky vyznamnou redukci rdstu nadoru
0 38 % ve srovnani s kontrolni skupi-
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nou. Oxali-titanocen Y také inhiboval
proliferaci a riist bunék. Exprese prolife-
ra¢niho markeru Ki-67 byla redukovana
030 % [33].

Titanocen T

Dalsi z uspésnéjsich slouc¢enin odvoze-
nych od titanocen dichloridu je titanocen
T syntetizovany zaclenénim 1-methyl-
-3-diethylaminomethyl-indol-4-ylo-
vého zbytku jako substituentu methyl-
-cyklopentadienylového ligandu [34].
Vysledky testovani této slouceniny na
lidské rendlni rakovinné linii Caki-1 pro-
kazaly slibnou cytotoxicitu s IC,  kolem
1342 pm spolu s dobrou rozpustnosti ve
vodnych roztocich, kterd zvySuje poten-
cidlni pouziti této latky jako Iéciva [34].
Testy v mysich Caki-1 xenografto-
vych modelech osetfovanych titanoce-
nem T ukdzaly redukci velikosti nadord
0 32-51 % ve srovnani s kontrolni skupi-
nou. Nebyly pozorovany zadné vedlejsi
ucinky na mysich mimo 5% snizeni jejich
hmotnosti pfi podani vyssich davek [35].

Ansa-titanocen X

Ansa-titanocen X (obr. 3) je dalsim z re-
lativné Uspésnych titanocend, které se
dostaly do faze testovani na zvifatech.
V jeho struktufe jsou cyklopentadieny-
lové kruhy spojeny vazbou, ktera zabra-
nuje rotaci ligandu a c¢asto modifikuje
strukturu a reaktivitu kovového cen-
tra [22,36]. Testy in vivo v BALB/c mysich
xenograftech s Ehrlichovym ascitickym
tumorem ukazaly prodlouZzeni doby pre-
Ziti mysi odetfenych déavkami od 2,5 do
50mg/kg. Nejvyssi davka prodluzovala
u mysi dobu preziti 0 50 % [37].

Heterometalické Ti-Au komplexy

Pro zesileni G¢inku titanocenovych slou-
¢enin bylo pouzito i navazani na kom-
plexy jinych kovl. Takto byla vytvorena
bimetalickd sloucenina Ti-Au komplexu
slozena ze stabilniho titanocenu, u néhoz
byl jeden z chloridovych ligand( nahra-
zen methylovou skupinou a druhy kar-
boxylatovym ligandem 4-merkaptoben-
zoové kyseliny komplexujici pfes atom
siry trifenylfosfanovy fragment s jedno-
mocnym zlatem (obr. 3) [38]. Tento kom-
plex dokazal blokovat bunécny rlst re-
néalnich Caki-1 bunék a vykazoval vyssi
toxicitu ve srovnanis cisplatinou i titano-

Obr. 4. Struktura budotitanu.

cenem Y.V in vivo testech na Caki-1 xe-
nograftovém mysim modelu vykazo-
vala sloucenina redukci velikosti nddoru
pfiblizné o 67 %. Tato slibna data uka-
zala, ze kombinace rdznych kov( vyka-
zuje zna¢ny chemoterapeuticky poten-
cial [38,39]. Nékteré dalsi z podobnych
Ti-Au komplext byly schopny inhibo-
vat protein kindzy rodiny AKT a MAP-
KAPK [39] nebo p90-RSK [38]. Aktivni
slouceniny byly také zapojeny do inhi-
bice thioredoxin-reduktazy [38,40].

Budotitan

Odlisnym komplexem titanu, ktery po-
krocil az ke klinickym studiim, je budoti-
tan (obr. 4). Preklinické studie budotitanu
na potkanech s mysimi nebo potkanimi
transplantabilnimi nddory tlustého streva,
osteosarkomu, sarkomu nebo leukemie
vykazovaly prodlouzeny cas preZiti, re-
dukci velikosti nador( a pouze mirné ved-
lejsi Gcinky jako plicni a jaterni toxicita, bez
vyznamné kardiaIni toxicity pozorované
u cisplatiny [41,42]. Prvni vysledky klinic-
kych studii faze | ukazaly mirnou hepa-
totoxicitu, nefrotoxicitu a reverzibilni ne-
chutenstvi pocinajici ddvkou 9mg/kg [41].
Vysledky druhé klinické studie faze | uka-
zaly minimalni akutni toxicitu. Jedinym li-
mitujicim faktorem byl vznik srde¢ni aryt-
mie, kterd se vyskytla u dvou pacientd pfi
podani davky 230 mg/m? [43].

Interakce titanovych sloucenin s bio-
molekulami v burikdch mlze usnadnit
transport, pfijem a dodéavani titanu do
buriky [16,44]. Bylo prokézano, Ze titano-
cen dichlorid mUze byt vazan na transfe-
rin v krevni plazmé, odkud je pfendsen
pomoci krve do celého téla a za spotreby
ATP az do cytoplazmy bunék [16,45]. Po-
dobné maze byt lidsky sérovy albumin
dalsim z protein(i zodpovédnych za pre-
nos titanu do bunék [46-48]. Nicméné
i pfes nepopiratelné Uspéchy uvede-
nych sloucenin v preklinickych studiich
se mimo titanocen dichlorid a budotitan
zadna dalsi slou¢enina titanu az do kli-
nického testovani nedostala.

Rutheniové komplexy

Prestoze jsou komplexy obsahujici ru-
thenium povazovény za méné toxické,
zachovdvaji si silnou protinadorovou ak-
tivitu [49]. Myslenka pouziti organoko-
vovych sloucenin obsahujicich ruthe-
nium jako protinddorovych latek byla
poprvé vyslovena v 90. letech minulého
stoleti [50,51]. Od té doby bylo synteti-
zovano mnoho slou¢enin obsahujicich
ruthenium, které byly testovany jako po-
tencialni protinddorova léciva [52-58].

NAMI-A
Prvnim komplexem ruthenia [Ru (ll1)]
schvalenym pro testovani v klinic-
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Obr. 5. Struktury vybranych rutheniovych sloucenin.

kych studiich byl NAMI-A, [ImH][trans-
-RuCl,(DMSO)(Im)] (imidazol - Im, dime-
thylsulfoxid - DMSO). Tato sloucenina
sice vykazovala nizkou uUcinnost z hle-
diska pfimé cytotoxicity vici nadorovym
burikdm in vitro, ale vyznamné inhibo-
vala rlst nadorovych metastaz v mysich
modelech in vivo [57,59-63]. V dalsich
studiich byly potvrzeny i antiangiogenni
vlastnosti NAMI-A pomoci testll na en-
dotelidlnich bunkach kurecich chorioa-
llantoickych membran i u modelu ro-
hovky kréli¢iho oka [64,65].

Mechanizmus uc¢inku NAMI-A zatim
neni zcela prozkouman. Za fyziologic-
kych podminek je NAMI-A relativné la-
bilni a podléhd postupné hydrolyze
jednoho az dvou chloridd [62]. Existuji
data, kterd naznacuji schopnosti NAMI-A
vazat se na DNA a RNA. Za fyziologickych
podminek se mUze vazat také na zbytky
histidinu u sérového albuminu [66,67].
U¢inky na bunééné linie in vitro se pro-
jevily zvySenim bunéénych adheznich
vlastnosti a zastavenim bunécného
cyklu v G,/M fazi, in vivo byla v mysich
modelech potvrzena i antimetastaticka
aktivita [59].

V klinické studii faze | byla u pacientt
stanovena maximalni tolerovand davka
na 300 mg/m? na den po dobu 5 dnl

kazdy 3. tyden [68]. Studie faze I/Il vSak
ukazala nizkou terapeutickou ucin-
nost a pouze ¢aste¢nou odpovéd na
kombinovanou lé¢bu NAMI-A s nuk-
leosidovym analogem gemcitabinem
u pacientd s nemalobunécnym karci-
nomem plic [69], coz v podstaté vedlo
k ukon¢eni dalsiho klinického testovani
NAMI-A.

KP1019

Dalsi z rutheniovych komplexd, které
prosly az do faze klinického testovani, je
slou¢enina KP1019 (indazolium [trans-
-tetrachloro-bis-(1H-indazol)ruthenitan])
navrzena Seeligem et al [70]. V preklinic-
kych testech in vivo prokazala vyznam-
nou antineoplastickou aktivitu vici che-
micky indukovanému kolorektalnim
karcinomu u potkan( [70]. Dalsi studie
odhalila, Ze se v bunkach nevyviji na-
dorova rezistence vici KP1019 v porov-
nani s jinymi lécivy na bazi kovl a latka
zlstava dlouhodobé ucinnd i v buné¢-
nych liniich odvozenych od epider-
malnich nadorl, malobuné¢ného i ne-
malobuné¢ného plicniho karcinomu,
adenokarcinomu prsu a leukemie [71].
KP1019 vykazuje silnou cytotoxicitu
proti primarnim nadorlm necitlivym
k cisplatiné, zejména pak proti kolo-

rektalnimu karcinomu [72]. Jeho pUso-
benim dochazi v buikach k razantnim
zménam potencidlu mitochondrialni
membrany a spolu se zvySenou mirou
oxidativniho stresu pak k indukci apo-
ptézy [71]. To bylo potvrzeno i v kva-
sinkovém modelu Saccharomyces cere-
visiae, kde KP1019 vyvolala poskozeni
DNA, pozastaveni bunécného cyklu
a naslednou buné¢nou smrt [73].

Klinické studie faze | pfinesly infor-
maci o neexistujicich nebo jen nepatr-
nych vedlejsich ucincich KP1019 [74,75],
avsak z dlivodu nizké solubility byly kli-
nické studie pozastaveny a dalsi testo-
vani se zaméfilo na jeji ve vodé vice roz-
pustny analog KP1339.

KP1339 (IT-139)

Slouc¢enina KP1399 ([trans-tetrachloro-
-bis-(1H-indazol)ruthenitan] sodny)
(obr. 5) byla plivodné pfipravena jako
prekurzor pro syntézu KP1019, a to jiz
v roce 1999 [76]. Stejné jako KP1019 vy-
kazuje silnou afinitu k albuminu a trans-
ferinu v krevnim fecisti [77]. Studie
KP1339 in vitro a in vivo ukazaly, ze ze-
siluje aktivitu sorafenibu, pouzivaného
v 1. linii |é¢by hepatomu, a dokonce pU-
sobi i na buné¢né modely rezistentni
k sorafenibu [78]. V porovnani se sorafe-
nibem tato latka prokézala v xenografto-
vych mysich modelech pro nadory jater
vyssi uc¢innost in vivo a kombinovana te-
rapie dokonce 4ndsobné zvysila pra-
mérné preziti. Synergicka aktivita byla
také pozorovana u mysiho xenograftu
VM-1 melanomu nesouciho aktivaéni
mutaci BRAF [78].

Klinicka studie faze | byla provedena
na pacientech s rliznymi druhy solidnich
nador(, pficemz vysledky ukdzaly vyso-
kou ucinnost KP1399 zejména proti neu-
roendokrinnim nadordm [79]. Dalsi stu-
die byla provedena v roce 2016 s velice
podobnym vysledkem na pacientech
s karcinoidnimi neuroendokrinnimi tu-
mory bez signifikantni neurotoxické
a hematologické cytotoxicity [80]. Au-
tofi také na zékladé nezavislych in vitro
studii [81,82] uvadéji, Ze mechanizmus
ucinku KP1339 spociva ve snizeni hla-
diny chaperonového proteinu GRP78,
jehoz hladina byva v reakci na stres silné
zvy$ena u fady nador0 [80]. Funkéni
studie vedla k zavéru, ze mechanizmus
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ucinku KP1339 je soustfedén na inter-
akce s cytosolovymi proteiny vedoucimi
k nadprodukci reaktivnich kyslikovych
radikall, oxida¢nimu stresu a stresu endo-
plazmatického retikula, které nakonec
prostfednictvim mitochondrialni signali-
zace spoustéji apoptdzu [80,83]. Ackoliv
protinadorova aktivita KP1339 neni vy-
soka, jeji budouci vyuziti v klinické praxi
je redIné predevsim v kombinaci s jinymi
IéCivy pro zvyseni Ucinnosti a pfekonani
rezistence indukované zvysenou hladi-
nou GRP78 [80].

RAPTA - funkéni organometalické

Ru (1) komplexy

Po rozsdhlém studiu sloucenin nesou-
cich Ru (lll) (NAMI-A, KP1019, KP1339)
byly testovéany i slouceniny Ru (ll), které
téz prokazaly protinddorovou aktivitu
in vitro. Slibnymi kandidaty této sku-
piny jsou latky tfidy RAPTA [Ru(n®-arene)
CL(PTA)] (PTA = 1,3,5-triaza-7-fosfatri-
cyklo-adamantan), u nichz je n-aren
vazan na centralni atom Ru (Il). Vzhle-
dem ke svému prostorovému uspora-
déni jsou tyto slouc¢eniny oznacovany
jako struktury ,pianovych stoli¢ek”. Li-
gandy PTA zvysuji rozpustnost latek ve
vodé a n6-areny mohou byt v molekule
substituovany podle potieby. Dva chlo-
ridové ligandy jsou labilni a citlivé na
hydrolyzu uvniti burnky [54].

Jedna z téchto sloucenin, [Ru(n6-p-cy-
mene)CL(PTA)] neboli RAPTA-C (obr. 5),
prokazala redukci tvorby plicnich me-
tastaz u mysiho modelu karcinom prsu
s minimdlnim efektem na velikost pri-
marniho nadoru [84,85]. Bylo také zjis-
téno, ze RAPTA-C inhibuje bunécnou
proliferaci in vitro zastavenim déleni
bunék v G,/M fazi bunétného cykly,
které bylo spojeno se zvysenim hladiny
p21 a snizenim mnozstvi cyklinu E. Sou-
¢asné byla indukovdna mitochondridlni
apoptotickd draha v neoplastickych
bunkach diky indukci hladiny proteinu
p53 [86].

Analog RAPTA-T [Ru(n6-toluen)
CL(PTA)] také prokazal ucinnost proti in-
vazivnim rakovinnym burikdm in vitro
a selektivné inhiboval rdst metastaz kar-
cinomu plic in vivo represi migrace, in-
vaze a re-adheze metastatickych bunék
z primérniho nadoru [84]. RAPTA-C spolu
s RAPTA-T prokazaly slibnou antimeta-

statickou aktivitu i prostfednictvim inhi-
bice angiogeneze, a proto jsou stale ak-
tivné studovanymi latkami a kandidaty
pro vyvoj protinddorové terapie zalo-
zené na kombinaci cytostatickych a an-
giostatickych |éciv [56].

Kombinace rutheniovych komplext

s nhanomaterialy

Také vyzkum zaméreny na kombinaci
Ru (Il) s novymi nanomateridly vyka-
zuje pomérné slibné vysledky pro bu-
douci pouziti v lékafstvi. Degradova-
telné, polymerické, fruktézou potazené
micely obsahujici RAPTA-C vyrazné zvy-
Suji pfijem a internalizaci ruthenia uvnitf
bunék ve srovnani s volnou RAPTA-C
a inhibuji invazivitu ovaridlnich bunék
OVCARA4 in vitro [87,88]. Chen et al vyvi-
nuli nanokapsulovy 3P-Ru/PbPS systém,
ktery zvySuje pfijem aktivniho 3P-Ru
z 35 % v roztoku, ktery mél pH 7,4, na
65 % pfijmu aktivniho 3P-Ru z roztoku
s pH 6,5. To indikuje selektivni a rychlé
uvolnovani v kyselém prostiedi, a tedy
zvyseni koncentrace latky v oblasti na-
dorl a zabrdnéni jejich rlstu. Tento
systém byl schopen dodavat 3P-Ru do
U251 gliomovych bunék s vysokou ucin-
nosti, souc¢asné dochézelo k inhibici pro-
liferace a navozeni bunéc¢né smrti apo-
ptézou. V mysich modelech nesoucich
U251 buriky aplikované pod kdzi se po
plsobeni 3P-Ru/PbPS béhem 8 dni vy-
znamné snizil rlst nadord asi o 5naso-
bek (prdmérna velikost nadoru 5 mm?)
ve srovnani s mySmi oSetfenymi PBS
(25 mm?3), PbPS nanocasticemi (26 mm?)
a pH necitlivymi kapsulemi PEG-Ru
(20 mm?3) [89].

Posledni novinkou v oblasti poten-
cialni 1é¢by nador pomoci sloucenin
ruthenia je kombinace s nanomaterialy
a bimodalni fototermalni (photother-
mal - PTT) a dvoufotonovou fotody-
namickou lé¢bou (two-photon photo-
dynamic therapy — TPPDT). V jednom
z vyzkumu jsou Ru (Il) komplexné funk-
cionalizované jednovrstvé uhlikové na-
notrubice (RU@SWCNTs) vyvinuté jako
nano-templaty pro PTT-TPPDT. V tes-
tech byly pouzity uhlikové nanotru-
bicky schopné pojmout velké mnoz-
stvi ruthenia Ru (ll) (RU@SWCNTs). To
je v bunkéach uvolhovano fototermal-
nim ucinkem ozafeni pomoci 808nm

diodového laseru (0,25 W/cm?). Uvol-
néné Ru (ll) komplexy uvniti ozare-
nych nadorovych bunék produkuji kys-
likové radikaly a mohou byt pouzity jako
dvoufotonové fotodynamické terapeu-
tické cinidlo. U mysich xenograftd s in-
jekovanymi HelLa bunkami oSetfenych
timto postupem doslo po aplikaci Ru@
SWCNTs s PTT-TPPDT terapii k vymizeni
nadord [90]. Dalsim vylepSenim této
PTT lécby je pfidani transferinu na syn-
tetizovany nanomaterial s rutheniem
(Tf-RuNPs) pro dalsi zvySeni kumulace
latky uvnitf nddorovych bunék pomoci
endocytézy pravé diky obsahu transfe-
rinu. U testd in vivo na mysich xenograf-
tech doslo ke 100% eliminaci nador(
bez pozorovani vyznamnych toxic-
kych vedlejsich Gcink(. To dokazalo, ze
Tf-RuNPs mohou slouZit jako vyborna fo-
totermalni ¢inidla pro 1é¢bu nador( [91].

Pivodné se predpokladalo, ze vazba
slou¢enin ruthenia na DNA je zédkla-
dem jejich protinddorového ucinku
[74,92,93]. Nedavné studie vsak od-
halily, ze DNA neni primarnim cilem
a slouceniny ruthenia jsou ve skutec¢-
nosti mnohem silnéji vdzany na pro-
teiny nez na struktury DNA [77,94]. Kom-
plexy ruthenia se mohou silné vazat
na transferin a jejich pfijjem v nadoro-
vych bunkach pravdépodobné interfe-
ruje s prijmem zeleza. Nadorové buriky
maji zvysené naroky na pfijem Zeleza.
Nasledkem toho je zvy3eni koncentrace
transferinu. Proto tedy komplexy ruthe-
nia vykazuji vyssi uc¢innost v nadoro-
vych burikdch oproti bunkdm zdravych
tkani [77].

Zaveér

Rakovina je jednou z nej¢astéjsich a nej-
vice heterogennich nemoci. Z toho da-
vodu je dullezité jeji lé¢bu volit tak, aby
byla co nejucinnéjsi pro dany typ na-
doru. Osvédcenym pfistupem pfii [é¢bé
nadorovych onemocnéni je kombino-
vané pouziti vice rlznych typd chemo-
terapeutickych IécCiv. Sou¢asné moznosti
chemoterapie viak maji urc¢itd omezeni
spocivajici pfredevsim v negativnich ve-
dlejsich ucincich a ve vzniku rezistence.
Organokovové slouc¢eniny mohou byt
moznou alternativou, tudiz jejich vyvoji
bylo béhem poslednich nékolika dese-
tileti vénovano znac¢né Usili. Zejména
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slou¢eniny ruthenia diky své poten-
cidlni cytotoxicité a predevsim schop-
nosti potlacovat neoangiogenezi a blo-
kovat metastazovani maji v poc¢atecnich
klinickych studiich vysokou uspésnost
a slibuji i mozné vyuziti v praxi. Blizsi
poznatky o jejich mechanizmu G¢inku
mohou vést az k integraci multimodal-
nich lé¢ebnych strategii zaloZzenych na
vyuziti synergickych G¢inkd organoko-
vovych slouc¢enin v kombinaci s dalSimi
typy protinddorové terapie s cilem zvy-
Sit, resp. optimalizovat efektivitu l1écby
rakoviny.
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Souhrn aktualnich poznatku o Uloze
estrogenového receptoru a v nadorové bunécné

signalizaci

Overview of Current Findings about the Role of Oestrogen

Receptor a in Cancer Cell Signalling Pathways

Vonka P, Hrstka R.

Regiondlnf centrum aplikované molekuldrni onkologie, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno

Souhrn

Vychodiska: Estrogenovy receptor a je klicovym biomarkerem karcinomu prsu, nebot jeho pii-
tomnost ¢i absence v nadorovych burkéach se vyznamné promitd do prognézy onemocnéni
i zpUsobu lécby. K aktivaci estrogenového receptoru a dochazi po navazani ligandu, obvykle
estradiolu. Poté jsou receptory translokovany do jadra, kde spoustéji transkripci cilovych gen.
Tento proces se oznacuje jako genomicky mechanizmus ucinku. Estrogenovy receptor a viak
prenasi signal i negenomicky, a to predevsim v cytoplazmé. Diky svému vyznamnému zapojeni
v bunécné signalizaci predstavuje i dilezity cil protinadorové lécby. Cil: Pfestoze byl estroge-
novy receptor a objeven uz pied 60 lety, jeho signaini drahy jsou natolik komplikované, Ze fada
z nich neni dodnes zcela popséna. Vzhledem k rozsahu signalizace, do které je estrogenovy
receptor a zapojen, si tento prehledovy ¢lanek neklade za cil pokryt celou jeji $ifi, ale zaméfuje
se pfedevsim na nové aspekty tykajici se jeho funkce, které se v této oblasti aktudlné objevuji.

Klicova slova
signalni transdukce — karcinom prsu — estrogenové receptory

Summary

Background: Oestrogen receptor a is a key biomarker for breast cancer, and the presence or
absence of oestrogen receptor a in breast cancer influences the treatment regimens and pa-
tients’ prognosis. Oestrogen receptors a are activated after ligand binding, then translocate
into the nucleus and activate the transcription of specific genes. This process is called the ge-
nomic effect of oestrogen receptor a. Oestrogen receptor a also has nongenomic effects that
are exerted mainly in cytoplasm. Due to the important involvement of oestrogen receptor ain
cell signalling, these receptors represent a key target for anticancer therapy. Purpose: Although
oestrogen receptor a was discovered 60 years ago, the corresponding signalling pathways have
not yet been fully described due to their complexity. With respect to the considerable extent of
oestrogen receptor a signalling, covering all related information is beyond the scope of this re-
view, which is focused mainly on recently discovered aspects of oestrogen receptor a function.

Key words
signal transduction - breast neoplasms — oestrogen receptors
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Uvod

Kazdy rok je na svété diagnostikovéno
zhruba 1,67 milionu novych pfipadi ra-
koviny u Zen [1]. Karcinom prsu je u zZen
nejbéznéjsim typem rakoviny, pficemz
predstavuje asi 25 % pfipadd. To zna-
mend, Ze zhruba kazdych 20 s uslysi né-
jaka Zena tuto diagnozu.

Prestoze se o karcinomu prsu obecné
mluvi jako o jednom onemocnéni, Ize jej
rozdélit do vice nezZ jednadvaceti histolo-
gickych subtypl a nejméné do ¢tyf mo-
lekularnich subtypl, které se navzajem
[iSi svymi rizikovymi faktory, odpovédi na
[é¢bu a pravdépodobnosti vyléceni [1].
Molekularni subtypy se rozliSuji na za-
kladé pfitomnosti molekuldrnich markerd,
mezi které patii mira exprese hormondl-
nich (estrogenového - ER a progestero-
nového - PR) receptort (HR+/HR-), hla-
dina receptoru 2 pro lidsky epidermalni
rlstovy faktor (human epidermal growth
factor receptor 2 - HER2 (HER2+/HER2-)
a mira exprese proteinu Ki-67. Mezi Ctyfi
hlavni molekularni subtypy karcinomu
prsu patfi luminal A (HR+/HER2—, nizka
exprese Ki-67; zhruba 70 % pfipadu), ktery
roste pomaleji a je méné agresivni nez
ostatni subtypy, triple-negative/basal-like
breast cancer (HR—/HER2—; 15-20 % pfi-
padd), u kterého je nejmensi nadéje na
preZiti pacientek (nedochdzi totiz ke zvy-

memb(é\'\a

cytop! azmatick

ERa66

'

sené expresi ani jednoho z vyse uvede-
nych biologickych marker(, coz v tomto
piipadé vyrazné omezuje moznost pou-
ziti konvencni chemoterapie), luminal B
(HR+/HER2+, zvysend exprese Ki-67;
10-20 % pfipad®), HER2-enriched (HR—/
HER2+; 10-15 % pfipadd) a normal-like
(HR+/HER2—; nizké exprese Ki-67; vzacny),
ktery je podobny podtypu luminal A.

Uzhruba75%novédiagnostikovanych
pfipadl je v nadorovych burikach dete-
kovana zvysend exprese ER, resp. PR [1].
V mnoha pfipadech je tedy nejprve na-
sazena endokrinni terapie, pfi které jsou
Zzené podavany antihormondlni latky,
velmi ¢asto napt. tamoxifen (TAM), které
inhibuji signalizaci prostrednictvim es-
trogenového receptoru a (ERa). Buriky
karcinomu prsu vsak casto vytvori vici
této 1é¢bé rezistenci, coz zpUsobi dalsi
rozvoj onemocnéni.

Na pocatku signdlni drahy aktivujici
receptory je obvykle mald organicka li-
pofilni molekula zvana hormon, kterd se
vaze na pfislusny receptor, jenz pak pre-
nasi signal dale. Klasicky se tyto recep-
tory déli do dvou skupin [2]. Prvni z nich
tvofi proteiny, které jsou vdzané v mem-
brané. Jejich nejzndméjsim prikladem
jsou receptory spfazené s G proteinem,
kam se fadi i GPER receptor, jehoZ pfiro-
zenym aktivatorem je 17B-estradiol (E2).

@

GPER

P

negenomicky mechanizmus tcinku

cytoplazma

jadernd membrana

genomicky mechanizmus Gcinku

Schéma 1. Genomicky a negenomicky mechanizmus ucinku estrogenu. Na pocatku ge-
nomického mechanizmu utcinku je vznik komplexu ERa66 s E2, ktery je nasledovan kon-
formacnimi zménami ERa66 a jeho translokaci do jadra. Za negenomicky mechanizmus
estrogenu jsou zodpovédné piredevsim ERa36 a GPER, které aktivuji celou fadu kinaz.

ER - estrogenovy receptor, E2 — 17B-estradiol, GPER - G protein-coupled estrogen

receptor

Druhym typem receptort jsou intracelu-
larni proteiny, které vystupuji jako tran-
skrip¢ni faktory. Je pro né typické, ze po
navazani ligandu vstupuji do jadra a re-
guluji transkripci cilovych gend. Jejich
typickym pfikladem je ERa.

Genomicky vs. negenomicky
mechanizmus Gc¢inku ERa

E2 se po vstupu do cytoplazmy vaze
na v tuto chvili neaktivni ERa, které
jsou v komplexu s proteiny teplotniho
Soku (heat shock proteins — HSP). Vaz-
bou ligandu (E2) HSP od receptor( diso-
ciuji [3], monomery ERa jsou pak fos-
forylovény, podléhaji konformaénim
zméndam a dimerizuji. Disociace HSP rov-
néz obnazi nuklearni lokaliza¢ni signal,
ktery receptorim umozni pfemistit se
z cytozolu do jadra. Zde ve formé dimer(
nasedaji na specifické useky DNA, které
se oznacuji jako estrogen responzivni
elementy (estrogen receptor responsive
elements - ERE), ¢imz aktivuji transkripci
cilovych gend. ERa tedy z funkéniho hle-
diska vystupuje jako transkrip¢ni fak-
tor. Tento proces se oznacuje jako geno-
micky mechanizmus ucinku estrogenu
(schéma 1) a vyZaduje fadové minuty az
hodiny, nez je dokoncen a v burice jsou
syntetizovany pfislusné proteiny.

Oproti tomu byly u steroidnich hor-
mon(, napi. estrogend, androgent ¢i kor-
tikosteroid(l, pozorovany i rychlé mecha-
nizmy pfenosu signdlu v cytozolu, které
se oznacuji jako negenomické (schéma 1).
Ty se uskutecnuji v fadech sekund az né-
kolika minut. Nejdllezitéjsi skute¢nost,
kterd oba mechanizmy odliduje a promita
se i do praxe, je moznost potlacit geno-
mické uc¢inky ERa pomoci inhibitord RNA
polymerdz, mezi které patfi napt. cyklohe-
ximid nebo aktinomycin D [4].

Genomicky mechanizmus

pusobeni ERa

Genomicky mechanizmus ucinku ERa
zahrnuje jak interakce aktivovaného ERa
piimo s ERE misty cilovych gend (klasicky
genomicky mechanizmus), tak vazbu ak-
tivovaného ERa na DNA prostfednictvim
jiného transkrip¢niho faktoru [5]. Tento
typ zprostfedkovani estrogenového sig-
nalu se nazyva neklasicky genomicky
mechanizmus. Mezi nejvyznamnéjsi pfi-
klady patfi proteinové interakce ER/Sp
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(estrogen receptor/specifity protein)
a ER/AP-1 (estrogen receptor/activating
protein-1).

Proteiny z AP-1 rodiny [6] obecné vy-
stupuji jako regula¢ni proteiny, které
jsou zapojené ve velkém mnozstvi bio-
logickych proces(, napf. exprese gend,
bunécna proliferace, diferenciace bunék
a tumorigeneze. Tato proteinova ro-
dina zahrnuje proteiny Jun, Fos, ATF
(activating transcription factor) a MAF
(macrophage-activating factor). Pre-
desla analyza ERa cistronu (tj. analyza
umisténi ERE mist v genomu) ukdzala,
Ze obsahuje velké mnozstvi AP-1 vazeb-
nych motivl, coz by naznacovalo vzé-
jemné propojeni signalnich drah ERa
a AP-1 na urovni chromatinu. Pfekryv
ERE s vazebnymi misty pro c-Jun viak
nebyl dlouho znam, nicméné nedavna
analyza ukdzala, Ze pfitomnost E2 a TAM,
které reguluji aktivitu ERa, usnadnuje
nejen jeho vazbu na DNA, ale i vazbu
c-Jun na chromatin [7]. Dale byla potvr-
zena interakce mezi c-Jun a ERa u bunék
karcinomu prsu. Zavéry této studie rov-
néz naznacuji, ze zvyseni exprese c-Jun
muze byt jednim z mechanizmd, ktery
podporuje rlst nddorovych bunék a re-
zistenci k endokrinni 1é¢bé. Byla identifi-
kovana skupina 19 genl, jejichZ exprese
je pfimo ovlivhovana prostifednictvim
c-Jun signalizace a které se mohou po-
dilet na mechanizmu vzniku rezistence
k TAM. Jako pfiklad je mozné uvést pro-
tein AGR2 (anterior gradient protein 2),
u kterého byla prokdzana zvysena ex-
prese v nddorovych burkach a ktery je
spojovan s rezistenci k TAM [8,9].

Gen TGFBI (transforming growth factor,
beta-induced) byl identifikovén jako nej-
vice regulovany prostrednictvim vzajem-
ného propojeni signalizace ER a c-Jun [7]
u ERa pozitivnich bunék karcinomu prsu.
Soucasné zvysena exprese transkripcnich
faktord c-Jun a c-Fos vede rovnéz ke zvy-
Seni exprese TGFBI. Autofi ¢lanku také
ukazali, Ze snizeni hladiny TGFBI vede ke
zvysdeni citlivosti k TAM u bunék, které
jsou vici nému rezistentni. Detailné vsak
mechanizmus popsan neni.

Negenomické mechanizmy

pasobeni ERa

V obecné roviné pro receptory plati, ze je-
jich varianty, které jsou spojeny s mem-

ERa66 A/B

ERa46

ERa36

Schéma 2. Izoformy ERa. Jednotlivé izoformy ERa se vzajemné lisi poctem domén, ze
kterych se skladaji. Kompletni estrogenovy receptor ERa66 jich ma 5. Mezi jeho znamé
izoformy patii ERa46 a ERa36. Ve srovnani s ERa66 postrada ERa46 na svém N-konci
doménu A/B. U ERa36 chybi kromé toho jesté na C-konci doména F a ¢ast domény E,
ktera vaze ligand. Misto toho zde ma 27 unikatnich aminokyselin.

ERa - estrogenovy receptor a

branami, pfenaseji obvykle tzv. negeno-
micky signal. U ERaq, ktery se nékdy téz
oznacuje jako ERa66, protoze jeho celkova
velikost je 66 kDa, se jedna predevsim
o izoformy ERa46 a ERa36 (schéma 2).
Prvni izoforma postradd na N-konci A/B
doménu. Ta druha kromé toho neob-
sahuje ani F-doménu na C-konci a ¢ast
domény E [10]. Intraceluldrni umisténi
téchto izoforem je potom duleZité pro je-
jich konkrétni funkci [11]. Mezi negeno-
mické mechanizmy, kterymi se prenasi
estrogenovy signal, patii napt. fosfory-
lace ERa66 prostrednictvim kinaz, ktera
aktivuje receptor nezdvisle na pfitom-
nosti ligandu [12,13].

ERa36 byl pavodné identifikovan jako
receptor, ktery zprostiedkovava nege-
nomické efekty estradiolu, a to prede-
vsim aktivaci signdlnich drah PI3K/Akt
(phosphatidylinositol 3-kinase/protein
kinase B) a MAPK/ERK (mitogen-activa-
ted protein kinase/extracellular-signal-
-regulated kinase) [14-16]. Tyto drahy
prendseji v cytozolu predevsim intrace-
luldrni signal pro regulaci bunééného
cyklu a proliferaci bunky. ERa36 se rov-
néz podili na fizeni transportu intracelu-
larniho Ca?* [17-19]. Aktivace ERa36 pfi-
spiva k proliferaci a zvysuje invazivitu
bunék karcinomu prsu [20-22]. Zvy3ena
hladina ERa36 je také spojovéna s po-
klesem ucinnosti Ié¢by TAM u pacientek
s karcinomem prsu s expresi ERa66 [23].
ERa36 a jeho negenomické aktivity
tedy mohou byt zapojeny do rezistence
bunék karcinomu prsu k TAM, ktery by
v tomto pfipadé vystupoval jako agoni-
sta ERa36 [24].

Je zndmo, Ze pacientky s vysokou ex-
presi ERa36 u ERa66-pozitivniho kar-

cinomu prsu nemaji dobrou prognézu
onemocnéni [23]. Exprese ERa36 m(ize
byt vyuZita pro rozdéleni pacientek do
skupin, které budou, ¢i nebudou mit
prospéch z l1é¢by TAM. TAM totiz mUze
aktivovat ERa36, ¢imz podporuje bunéc-
nou proliferaci a rozvoj metastaz [25].
U klinickych vzorkd rovnéz odpovida ex-
prese ERa36 hladindm ALDH1A1 (alde-
hyde dehydrogenase 1A1). Jeji exprese
je tedy zifejmé regulovéna prostiednic-
tvim ERa36, ktery je aktivovany vazbou
TAM do vazebného mista receptoru.
Tato zjisténi tedy podporuji teorii, Ze
ERa36 zprostredkovava rezistenci k TAM
a pfispiva ke vzniku metastaz u karci-
nomu prsu. K potlaceni téchto efektd
TAM autofi navrhuji terapii inhibitory
ALDH1 nebo protilatkami specifickymi
proti ERa36. Nedavna studie rovnéz uka-
zuje, Ze exprese ERa36 nemusi byt pouze
prognostickym biomarkerem karcinomu
prsu, ale ERa36 se v budoucnu muize stat
i potencidlnim terapeutickym cilem [25].

Mitochondrie jako dalsi z cilG ERa
a jeho ligandii v bunce
Mitochondrie je kromé jadra jedind or-
ganela v bunce, kterd obsahuje vlastni
DNA. Ta kdduje pfedevsim proteiny, které
jsou soucasti elektronového transport-
niho fetézce (electron transport chain -
ETC) [26,27]. Bylo prokazano, Zze ERa mUze
také vstupovat do mitochodrii a plnit zde
roli transkrip¢niho faktoru [2,28]. Nic-
méné v soucasné literatufe neni tak ¢asto
s mitochondriemi spojovan samotny ERa
jako spiSe jeho inhibitor TAM.

TAM je antiestrogen nesteroidni po-
vahy, ktery vykazuje genomicky (inhi-
bice ERa) i negenomicky mechanizmus

3536
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ucinku. Negenomicky mechanizmus
viak neni ¢asto zminovan, protoze je
v rdmci buriky navozen az po vysy-
ceni ERaq, které jsou jeho primarnim
cilem [29]. TAM a E2 mohou ovliviiovat
i funkci ETC. Oba se vazou do mista pro
flavin mononukleotid v komplexu |, ¢imz
dochazi k preruseni transportu elekt-
rond a zméné v potencialu mitochon-
dridlni membrany. Tento efekt vykazuje
i samotny TAM, ale je vyraznéjsi, pokud
je v burice pfitomen i E2. Negenomické
plsobeni obou sloucenin je nezavislé
na interakci s ERa. TAM rovnéz ovliv-
nuje funkénost komplexu Il z ETC [30]
spiraci za sou¢asného pouziti inhibitord
ETC[31].

Jiz dfive se podafilo prokazat, ze kom-
binace fotodynamické terapie s hyperici-
nem (hypericin photodynamic therapy —
HYP-PDT) cili na mitochondrialni ETC.
Nové bylo zjisténo, ze synergicky efekt
vykazuje kombinace HYP-PDT a hormo-
noterapie TAM [32], kterd se souhrné
oznacuje jako HYPERTAM. Ta byla expe-
rimentalné Uspésné vyzkousena na bu-
nécné linii MDA-MB-231, kterd je tri-
ple-negativni, i na bunéc¢né linii MCF-7,
kterd je ERa-pozitivni. U obou buné¢-
nych linii byla pozorovana zvysena pe-
roxidace lipid( a cytotoxicita vedouci
k nekréze a autofagii. Tento experimen-
talni postup byl posléze Uspésné pou-
Zit i u NOD-scid IL2ry™" imunodeficient-
nich mysi (mys s cilenou mutaci v genu
pro y fetézec IL2 receptoru (IL2ry™").
Z tohoto dlivodu autofi studie predpo-
kladaji, Ze by se HYPERTAM mohl stat za-
kladem Uspésné lé¢ebné metody pro
rozdilné typy nador(i bez ohledu na sta-
tus hormonalnich receptord.

Ve fazi klinickych testl se rovnéz na-
chazi latka zvana MitoTam [33]. Jejim z&-
kladem je TAM, na ktery je pfes kratky
uhlovodikovy fetizek pfipojena trifenyl-
fosfoniova skupina, jez sméfuje mole-
kulu do mitochondrie. MitoTam, stejné
jako TAM, se vaze na komplexy ETC. Na
rozdil od TAM [34] u né&j v3ak bylo pro-
kazano, Ze zabiji nadorové bunky bez in-
dukce buné¢né senescence jak in vitro,
tak in vivo [35]. Bunéc¢na senescence je
forma zastaveni bunéc¢ného cyklu, ¢imz
dochazi k omezeni bunécné proliferace.
Imunitni bunky viak nejsou schopny se-

nescentni bunky odstranit z organizmu,
coz mUiZe vést k poskozeni tkané a roz-
voji karcinomu.

Zaveér

Karcinom prsu je onemocnéni, v jehoz
rozvoji hraje ERa nezastupitelnouroli. ERa
v burice zprostfedkovava estrogenovy
signal, ktery mlze mit jak genomicky,
tak negenomicky Gcinek. Negenomicky
mechanizmus je zprostfedkovan prede-
v8im jeho izoformami ERa46 a ERa36.
Nedavné vyzkumy ukazuji, ze jeho izo-
forma ERa36 by se v budoucnu mohla
stadt novym terapeutickym cilem. Rov-
néz neustava vyvoj léCiv a lé¢ebnych po-
stupU, které cili na ERa. Jednim z piikladt
je HYPERTAM, ktery uz byl uspésné apli-
kovan v preklinickych testech.
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Glykoproteiny v sérech onkologickych pacients

Glycoproteins in the Sera of Oncological Patients

Hernychova L., Uhrik L., Nenutil R., Novotny M. V.
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Souhrn

Vychodiska: Glykosylace je posttransla¢ni modifikace, ktera je zapojena do mnoha biologickych
procesl a vyznamné zasahuje i do déjli spojenych s nddorovou progresi. Zmény glykanovych
struktur na povrchu nadorovych bunék zptsobené alterujicimi hladinami exprese glykosyl-
transferaz a glykosidaz ovliviiuji proliferaci, adhezi, migraci i bunécnou signalizaci. Pfitomnost
neobvyklych glykanovych struktur a glykokonjugétl v sérech byla popsana u mnohych on-
kologickych onemocnéni a fada glykoproteinG byla schvélena Uradem pro kontrolu potravin
a léc¢iv v USA jako nddorové biomarkery pro klinickd vysetfeni. V sou¢asnosti se pozornost pfi
hledéani novych glykomarkert zamétuje na detekci proteinl s aberantni glykosylaci nebo zvy-
senou koncentraci v sérech nebo exozomech, a to z divodu jejich aktivni sekrece nebo uvolno-
vani z nddorovych 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 schvélenymi 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.

Klicova slova
glykoproteiny — sérum — biomarkery — nador

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.

Key words
glycoproteins — serum — biomarkers — cancer
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Struktura a funkce glykanti ve
vyvoji 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 glykokonjugatt
pfimo, a to bezprostfedni Ucasti na inter-
akcich s ostatnimi biomolekulami, nebo
nepfimo zapojenim do mechanizmi
kontrolujicich konformaci, stabilitu a Zi-
votnost proteinu [1-3]. Piehled 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 c&asti, pficemz abnormalni struk-
tury ovliviiuji vyvoj a progresi nador(
(obr. 2). Bylo publikovdno 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

ndézni) [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 déle
Ucastni aktivace rlstovych faktord. Vy-
skyt glykosfingolipidG zase koreluje s rls-
tem nador(. Glykokonjugaty a glykany se
kromé povrchu bunék vyskytuji také in-
traceluldrné anebo naopak extracelularné
jako sekretované molekuly, které jsou sou-
Casti extracelularni matrix. Odlisné loka-
lizované glykany plni rlizné funkce, napt.
ovliviuji bunéc¢nou signalizaci, Ucastni
se zanétlivych proces(, dereguluji bu-
nécny cyklus, podporuji proliferaci, mi-
graci nebo se aktivné ucastni mezibu-
nécnych 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 navazané 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 fetézce glukosaminoglykan(i nebo mohou byt kovalentné navazany na proteogly-
kany; 5) proteiny s navdzanym N-acetylglukosaminem prostfednictvim O-vazby se vyskytuji v cytoplazmé nebo jadfe buriky. Pfevzato

a upraveno z [1].

Asp — asparagin, Ser — serin, Thr — treonin

sahovat i do procest spojenych s nddo-
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 burikami,
mohou modifikovat lokdIni i vzdalené
mikroprostiedi, ovliviiuji vyvoj me-
tastaz i vyvoj imunitni odpovédi. Latky
pfitomné v exozomech jsou velmi laka-
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 vaje¢nikd [16].

Diagnosticky potencial
glykosyltransferaz
Glykosyltransferazy jsou enzymy za-
jistujici pfenos a vazbu monosacha-
ridu na glykan prostfednictvim rlz-
nych typ0 glykosidickych vazeb

glukosamin

N-acetylglukosamin
mandza

galaktdza

fukoéza

sialova kyselina
N-acetylgalaktosamin

glukoza

cytoplazmaticka
bunécna membrana
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(napf. galaktoglykosyltransferaza pre-
nasi galaktézu). Glykosidazy naopak tyto
vazby 3tépi. U onkologickych onemoc-
néni byly zaznamendany snizené i zvy-
$ené koncentrace prirozené se vyskytu-
jicich sacharid(i 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-glykant i narast ve-
likosti glykanové casti zplsobené zvy-
Senou produkci sialyltransferdz, které
pfipojuji terminalni molekuly sialovych
kyselin, nebo fukosyltransferaz zpuso-
bujicich fukosylaci glykant v jejich rGz-
nych ¢astech (obr. 3A) [18]. Sialové ky-
seliny mohou byt pfitomny ve vazbé
alfa (2,3) nebo alfa (2,6), a tim vytvofit
dva izomery, které maji naprosto rozdil-
nou biologickou aktivitu [19]. Tyto jevy
obecné koreluji s vyvojem néadoru, po-
krocilym stadiem rakoviny a metastazo-
vanim. Objevuji se viak také u chronic-
kych zédnétd, které s vyskytem nadoru
souviseji [8]. Profilovani genové exprese
210 glykosyltransferédz v 1 893 vzorcich
pacientl se Sesti typy karcinom (prsu,
vajecnikl, glioblastomu, ledvin, plic
a tlustého stfeva) bylo pouzito k vyvoji
klasifikace karcinom i jejich rozdéleni
do podskupin. Aplikaci biostatistickych
metod na kvantitativni hodnoty exprese
genl kodujicich glykosyltransferazy
bylo mozné identifikovat jednotlivé typy
karcinomi a provést jejich subtypovou
klasifikaci [12].

K progresi nddoru pfispivaji téz glyko-
syltransferazy, které jsou zodpovédné za
zmény struktury N-glykan(, a tim i jejich
funkce (obr. 3B) [20]. Jedna se o 1,4-N-
-acetylglukosaminyl transferazu (GnT-Ill),
1,6-N-acetylglukosaminyl transferazu
(GnT-V) aal,6-fukosyl transferazu (FUT8).
GnT-1ll dava vznik bisektinové vazbé, pfi
niz se objevuje tieti vétev v termindlni
Casti glykanu. Tato struktura zabranuje
dalSimu procesu glykosylace, protoze
ztraci vlastnosti substratu pro dalsi gly-
kosyltransferazy. GnT-lll je povaZovéana
za enzym nezbytny v biosyntetické draze
N-glykanu, ktery inhibuje metastazo-
vani [21]. Naopak GnT-V je zodpovédnd
za vznik rozvétvenych glykanovych

epitelidlni burika

0.$

nadorova burka

E-kadherin

upnw

>
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. él
G '
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Obr. 2. Funkce glykanu ve vyvoji a progresi nadord.

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

vzato a upraveno z [10].

RTK - tyrozinkinazové rlistové receptory, VEGFR - receptor vaskuldrniho endotelialniho

rastového faktoru

struktur a jeji zvysend exprese se proje-
vuje snizenou bunéc¢nou adhezi a zvy-
Senou invazivitou bunék metastazuji-
cich karcinomu tlustého stfeva, 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. Piehled vybra-

nych glykoprotein( 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 lécby. Fyziologické kon-
centrace nadorovych markerd se mohou
vyskytnout i u malignich onemocnéni,
a proto je mnoho védeckych pracovist
zaméreno na vyzkum ulohy glykosylace
v naddorové patogenezi a pochopeni
déju pfi vyvoji a progresi nadorQ. Zde
uvadime popis vybranych biomarker(,
dalsi jsou popsany v dokumentu Valika
etal [27].
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Obr. 3. Aberantni vétveni N-glykant a narust velikosti glykanové ¢asti.

A) Glykanové struktury s pfipojenou fukézou v rliznych ¢astech glykanu (v jadie a na anténé) a pfipojeni termindlnich sialovych kyselin

na anténach.

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

ASN - aminokyselina asparagin, EGFR - receptor epidermalniho ristového faktoru, ADCC — bunécnd cytotoxicita zavisla na protildtkach,
IgG - imunoglobulin G, TGFf-R - transformujici ristovy faktor 3, UDP - glukuronosyltransferdza, GDP — guanosin difosfat, GIcNAc -

N-acetylglukosamin, GnT-Ill - 31,4-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].

* Fyziologickd hodnota se méni v zavislosti na véku.

FDA - americky Ufad pro kontrolu potravin a lé¢iv

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.
2 Zazivaci trakt, tlusté stievo, plice, prsa, mocovy méchyf, ledviny, prostata, slinivka bfisni.

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

Pritomnost 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 jedincl se koncent-
race volného sérového AFP pohybuje
pod 10 pg/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 dvouantendarni
strukturou, alterujici terminalni sialylaci
a fukosylaci v jadre a jeho velikost je pfi-
blizné 70 kDa (obr. 4) [29,31]. Zvy3ena
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 periuretrdlnich zldzach
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 ug/I.
Zvysenda koncentrace PSA v krevnim
obéhu indikuje poruseni mikrostruktury
prostaty a prinik z acint a duktt do ka-
pilar. Rostouci koncentrace PSA v séru
koreluje s velikosti a stage tumoru, pfi-
¢emz koncentrace nad 30 pg/l indikuje
pfitomnost vzdalenych 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 rdznych 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 monoklondlni
protildtkou vyvinutou proti buné¢né linii
OVCA 433 odvozené od karcinomu va-

1

Sy

—[ASN]——[AsN]—

1

f
|

B N-acetylglukosamin
® mandza

galaktoza
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 jadre glykanu a sialylovana na

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

jecnikl [38]. Koncentrace CA 125 v séru
pohybuijici se nad 35 kU/I mdze indiko-
vat pfitomnost karcinomu vajecnika,
délohy, endometria, slinivky bfisni, tra-
viciho Ustroji nebo prsu. Vy3etfeni hla-
diny CA 125 se v3ak vyuziva hlavné pro
diagnostiku karcinomu vajec¢nikll a je
vzdy vhodné jej doplnit napf. stanove-
nim hladiny karcinoembryonalniho an-
tigenu a tkanového polypeptidického
antigenu. CA 125 patii do skupiny mu-
cinéznich glykoproteint 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].

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

Lidsky epididymalni protein 4

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

metroidnich nddord vajecnik( [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-
kerl (HE4 a CA 125) k vypoctu ROMA
(risk of ovarian malignancy algorithm)
skore, které udava pravdépodobnost
pfitomnosti epitelového karcinomu va-
jec¢nikl, pokud je pomoci zobrazovaci
metody nalezena abnormalita v oblasti
vaje¢niki. Uspésnost spravné klasifi-
kace rizika epitelidIniho 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 pacientl s rozvinutym onkologickym
onemocnénim. Je viak tfreba nalézt sady
dalsich biomarkerd, které by byly: 1) do-
state¢né 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 vyuZziva-
jici vazbu lektinG [49,50] nebo rychle se
rozvijejici hmotnostné spektrometrické
techniky spole¢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 nadort [54].
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PREHLED

Glykozylacia ako délezity regulator

funkcie protilatok

Glycosylation as an Important Regulator of Antibody Function

Uhrik L., Hernychova L., Vojtések B.

Regiondlnf centrum aplikované molekuldrni onkologie, Masaryk(v onkologicky Ustav, Brno

Suhrn

Vychodisko: Glykozylacia konstantnych oblasti protildtok zdsadne ovplyvnuje ich interakéné
schopnosti s bunkami imunitného systému. Jedna sa o modifikaciu, ktora okrem biologickej ak-
tivity protilatok zasahuje aj do ich konformacie, stability, rozpustnosti, sekrécie, farmakokinetiky
a imunogénnosti. Pre ich spravnu funkciu nie je podstatna len lokalizacia samotnych glykozylacii
na molekule protilatok, ale aj Struktura jednotlivych glykanov. Zmeny glykozyla¢nych profilov pro-
tildtok boli popisané u niektorych fyziologickych procesov, akymi su tehotenstvo alebo starnutie,
ale taktiez u mnohych patologickych stavov ako reumatoidnej artritidy, ¢i nddorov zaludka, plic
alebo prostaty. Stale existuje celé mnozstvo neobjasnenych mechanizmov, ktoré riadia glykozyla-
ciu protilatok alebo su tymito modifikaciami naopak regulované. Viaceré zdroje popisuju vyznam
niektorych Specifickych glykozylacii ako potencialnych biomarkerov. Ciel* Cielom tohto prehlado-
vého ¢lanku je zhrnut a priblizit doterajsie poznatky o glykozylacii protilatok a upozornit na ich
vplyv na imunitné odpovede a ich ulohu v priebehu ochorenia. Ich délezitost podciarkuje aj to, ze
vacsina vyvijanych a vyuzivanych terapeutickych protildtok je modifikovanych glykozylaciou. Prave
cielené vnesenie vhodnych glykozylacii, ktoré podporuju aktivity akymi si napr. bunkova cytotoxi-
cita zavisla na protilatkach, bunkova fagocytéza zavisla na protilatkach alebo cytotoxicita zavisla na
komplemente, viedlo k zlepseniu schopnosti tychto protilatok likvidovat patogény alebo nadorové
bunky. Preto je oblasti glykozylacie protilatok venovana stéle vacsia pozornost. Ziskané znalosti
mozu prispiet k dalsiemu vyvoju efektivnych nastrojov diagnostiky a terapie r6znych ochoreni.

Klucové slova
protilatky — glykozylacia - farmakoldgia — imunitny systém - terapia

Summary

Background: The glycosylation of constant regions of antibodies significantly affects their inter-
action capabilities with immune cells. It is a modification that, in addition to the biological acti-
vity of antibodies, has an impact on their conformation, stability, solubility, secretion, pharmaco-
kinetics, and immunogenicity. The location of glycosylations on the molecule is essential for
the proper function of the antibody, as is the structure of the individual glycans. Changes in the
glycosylation profiles of antibodies have been described in some physiological processes like
pregnancy or ageing, but also in many pathological conditions such as rheumatoid arthritis or
gastric, lung and prostate tumours. There are still several unexplained mechanisms that control
the glycosylation of antibodies or immune responses, which in turn are regulated by these mo-
difications. Multiple sources describe the importance of some specific glycosylations as poten-
tial biomarkers. Purpose: The aim of this review is to summarise and present the knowledge of
the glycosylation of antibodies and to highlight their influence on immune responses and their
role during disease. Their importance is also underlined by the fact that the most of these thera-
peutic antibodies used and developed are modified by glycosylation. The targeted introduction
of appropriate glycosylations, which can promote activities such as antibody-dependent cellu-
lar cytotoxicity, antibody-dependent cellular phagocytosis or complement-dependent cytoto-
xicity, have improved the ability of these antibodies to kill pathogens or tumour cells. Therefore,
more attention is being paid to this area. In the future, more effective tools for diagnosing and
treating certain diseases can be created with better knowledge.
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antibodies - glycosylation — pharmacology - immune system - therapeutics
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Uvod

Protilatky, proteiny produkované ma-
turovanymi B-lymfocytmi, patria k zak-
ladnym sucastiam humorélnej imunit-
nej odpovedi. SU to proteiny zloZzené
z dvoch fahkych a dvoch tazkych poly-
peptidovych retazcov spojenych disulfi-
dickymi vdzbami, pricom sa ich Struktura
sklada z fragmentu viazajuceho antigén
(fragment antigen binding - Fab) a kon-
stantného alebo krystalizujuceho frag-
mentu (fragment crystallizable — Fc) [1].
Na zdklade zlozenia konstantnych ob-
lasti tazkych retazcov rozliSujeme pat
izotypov ludskych protilatok, imunoglo-
buliny triedy A (IgA), D (IgD), E (IgE),

G (IgG) a M (IgM) [2]. Biologické funkcie
jednotlivych izotypov protilatok pod-
robne rozoberaju Schoeder et al [3].
Zatial' ¢o su oblasti urc¢ujuce komple-
mentaritu Fab zodpovedné za vazbu an-
tigénu [4], Fc oblasti umoznuju komuni-
kaciu s daldimi zlozkami imunity, a mozu
tak aktivovat mechanizmy, ako su apo-
ptéza, bunkova cytotoxicita zavisld na
protildtkach (antibody dependent cellu-
lar cytotoxicity — ADCC), bunkova fago-
cytdza zavisla na protilatkach (antibody
dependent cellular phagocytosis —
ADCP) a cytotoxicita zavisla na komple-
mente (complement dependent cytoto-
xicity - CDC) (obr. 1) [5,6].

Existuje niekolko typov Fc recepto-
rov (FCR) nachadzajucich sa na ostat-
nych bunkdch imunitného systému.
Tab. 1 popisuje rézne typy tychto recep-
torov. Mozu sa odlisovat na izotype pro-
tilatok, ktoré dokazu rozoznat, ich afinite
tejto vazby a type buniek, ktoré ich ex-
primuju. Na zadklade tychto rozdielov su
spustané odlisné drahy veduce k likvida-
cii patogénu [2,7].

Tak ako mnohé iné proteiny aj proti-
latky podliehaju posttranslacnym modi-
fikaciam. N-glykozylacia je najcastejsou
modifikaciou membranovych a sekré-
tovanych proteinov u eukaryotov [8].
Pri tomto vysoko konzervovanom pro-

cytotoxické

apoptické
signdly

CDC

makrofag

granula -
ADCC o~
. .
P) e
o ADCP
. PY ° antigén
e
NK bunka

Obr. 1. Protilatky a mechanizmy likvidacie patogénu. Protilatky dokazu likvidovat patogén priamym pésobenim a to vdazbou na po-
vrchové molekuly zodpovedné za jeho prichytenie k hostitelskej bunke (neutralizécia) alebo receptory aktivujuce apoptické sig-
naly. Protilatky dokazu svojimi Fc oblastami interagovat s povrchovymi receptormi dalSich buniek imunitného systému a spustat
tak dalsie imunitné mechanizmy. Na obrazku znazornena NK bunka interaguje prostrednictvom receptoru CD16 (FcyRllla) s Fc ¢as-
tami protilatky vystavenej na povrchu patogénu, aktivuje svoje cytotoxické mechanizmy a uvolniuje do extracelularneho pries-
toru cytotoxické granula s enzymami perforinom a granzymom, ktoré nie su schopné zabit len samotny patogén, ale tiez nadorové
bunky alebo bunky infikované virusom (ADCC). Rovnako FcyRlla receptory makrofagu aktivuju fagocyt6zu patogénu (ADCP), Fc ob-
lasti taktiez dokazu interagovat zo zlozkami komplementu a aktivovat tak lyzu bunky (CDC). Prevzaté a upravené z [6].

Fc - konstantné oblasti protilatok, NK - natural killer, ADCC - bunkové cytotoxicita zavisla na protilatkach, ADCP — bunkova fagocytoza
zavisla na protildtkach, CDC - cytotoxicita zavisld na komplemente
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Tab. 1. Fc receptory. Rozdelenie Fc receptorov a ich izoforiem v zavislosti na protilatkach, ktoré dokazu viazat, odlisnostiach
v afinite interakcie a bunkach imunitného systému, na povrchu ktorych su exprimované.

Protilatka Fcreceptor Izoforma

FcyRI FcyRla
FcyRlla
FcyRIlb
FcyRll
I9G FcyRlic
FcyRlld
FcyRllla
FcyRlll Y
FcyRlllb
FceRI FceRl
IgE FceRlla
FceRll
FceRllb
IgA FcaRl FcaRla

Fc - konstantné oblasti protilatok, Ig —

endoplazmatické retikulum

receptoru k protilatkam

Afinita

vysoka
nizka
nizka
nizka
nizka

stredna
nizka

velmi vysokd

nizka

nizka

stredna

Expresia na bunkach

monocyty, makrofagy, neutrofily, eozinofily
monocyty, makrofagy, neutrofily, krvna dosticky a Langerhansove bunky
monocyty, makrofagy, neutrofily
monocyty, makrofagy, neutrofily
monocyty, makrofagy, neutrofily
makrofagy, NK bunky, yd T bunky, niektoré monocyty
neutrofily a eozinofily

zZirne bunky, bazofily, Langerhansove bunky, aktivované monocyty

B bunky

B bunky, T bunky, monocyty, eozinofily, makrofagy

neutrofily, monocyty, niektoré makrofagy, eozinofily, Kupfferove bunky

a niektoré dendritické bunky

imunoglobuliny, NK - natural killer

o

-N-X-S(T)

protein
dolichol

B N-acetylglukézamin (GIcNAc)

@ mandza (Man)

cis a medial Golgi trans Golgi
G
F
*
-N-X-S(T) -N-X-S(T) -N-X-S(T) -N-X-S(T) -N-X-S(T)
@® slukdza (Glc) p fukdza (Fuc)

galaktdza (Gal)

@ N-acetylneuraminova kyselina (NANA)

Obr. 2. Proces glykozylacie. Proces glykozylacie zacina v endoplazmatickom retikule, kde je Struktdra Glc,Man GIcNAc, prenesena
z molekuly dolicholilu (A) ukotveného v membrane na asparagin (N) v sekvencii novo syntetizovaného proteinu (B). Postupne
je takyto glykoprotein transportovany do Golgiho aparatu, kde je Struktura prekurzorového glykdnu spracovand na Strukturu
Man,GIcNAc, s dvomi anténami (C), ktora tvori zaklad vsetkych N-glykozylacii. Na toto jadro mé6zu byt pridavané molekuly galak-
tozy, fukdzy, N-acetylglukézaminu a kyseliny N-acetylneuraminove (D - core-fukozylacia, E — digalakt6zovany glykan, F - bisekti-
novy glykan, G - disialylovany glykan). Prevzaté a upravené z [9].

cese odohrdvajucom sa v endoplaz-
matickom retikule, je oligosacharyl-
transferdazovym komplexom rozozna-
vana sekvencia N-X-S(T) a na asparagin
(N) prenesend oligosacharidova zlozka
so zlozenim Glc,Man GIcNAc, (glukéza -
Glc, mandéza - Man, N-acetylglukéza-
min — GIcNAc). Takto modifikovany pro-

tein prechaddza do Golgiho aparatu, kde
je Struktura glykédnu postupne spracova-
vana Specifickymi glykozidazami a gly-
kosyltransferazami. Finélny glykoprotein
je sekretovany mimo bunku [9,10]. Exis-
tuje velké mnozstvo molekul N-glyka-
nov, ktorymi su proteiny modifikované.
Jej zaklad pozostava viak vzdy z dvoch

molekul GIcNAc a troch manézovych
jednotiek (obr. 2).

Glykozylacia IgG

IgG tvoria priblizne 75 % z celkového
mnozstva ludskych sérovych protila-
tok a rovnako su prevazujucou skupi-
nou pouzivanych a vyvijanych protilatok

3548

Klin Onkol 2019; 32 (Suppl 3): 3546-3555




GLYKOZYLACIA AKO DOLEZITY REGULATORFUNKCIE PROTILATOK

terminalna
sialylacia

RO

core-

N297

protizapalovy efekt

fukozylacia

bisektinovy
GlcNAc

N297

prozapalovy efekt

Obr. 3. llustracia konzervovanej glykozylacie IgG v pozicii N297 a priklady vplyvov odlisnych strukttr na efektorové funkcie 1gG.
Obrazok popisuje vplyv zloZenia glykozylacie na zapalovi odpoved. Zatial ¢o je terminalnej sialylacii a core-fukozylacii je pripiso-
vany protizapalovy, bisektinové glykany maju prozapalovy efekt na posobenie IgG. Prevzaté a upravené z [21].

IgG - imunoglobuliny triedy G

vyuzivanych v terapii réznych ocho-
reni [11]. Zasadny efekt na funkciu IgG
ma N-glykozylacia oblasti Fc. Tieto ob-
lasti totiZ interaguju s receptormi FcyR
nachadzajldcimi sa na dalSich imunit-
nych bunkach [12] a deglykozylécia Fc
vedie k takmer Uplnej strate vazby s re-
ceptormi FcyRI [13]. Ludské IgG obsa-
huji na svojom Fc len jedinu konzervo-
vanu poziciu glykozylacie nachadzajice
sa na C,2 doméne na asparaginu v po-
zicii 297 (N297) (obr. 3) [14]. | ked' su
Struktary Fc glykdnov IgG pomerne he-
terogénne [15], oproti ostatnym gly-
koproteinom tvoria len dvojantenarne
Struktury, ktoré mdézu byt obohatené
dalsimi molekulami sacharidov ovplyv-
fujdcich Struktarne i funkéné vlastnosti
IgG, ako jej stabilitu alebo typ FcyR, na
ktoré sa viazu [16]. a-1,6 anténa glykanu
totiz nekovalentne interaguje s Fc retaz-
com, zatial ¢o druha anténa (a-1,3) sme-
ruje do priestoru medzi retazcami a tam
interaguje s rovnakym ramenom gly-
kdanu druhého tazkého retazca, ¢o sta-

bilizuje strukturu protildtky [17]. V minu-
losti sa na zaklade krystalografickych dat
predpokladalo, ze tato glykozylacia vy-
tvéra otvorenu konformdciu Fc oblasti,
zatial ¢o absencia glykozylacie viedla
k zatvorenej konformdcii, ktora nie je
schopnd interakcie s receptormi [18,19].
Neskor bol viak tento model vyvrateny
experimentami s protilatkami v roztoku
a bolo preukazané, ze neglykozylované
Fc fragmenty su flexibilné a mozu vytva-
rat eSte otvorenejsie konformacie [20].
Ako uz bolo spomenuté, zdkladna
Struktdra glykanu (GIcNAc,Man,) moze
byt modifikovana molekulami inych sa-
charidov, konkrétne galaktézy (Gal), ky-
seliny neuraminovej (NeuAc), fukdzy
(Fuc) alebo dal3imi molekulami GIcNAc
a Man [21]. U zdravych jedincov su
najcastejsSimi Strukturami negalakto-
zylovand S$truktura (IgG-G0), mono-
galaktézylovana Struktura (IgG-G1) a di-
galaktozylovanda struktura (IgG-G2)
tvoriace vacsinu glykoforiem IgG [22,23].
Viaceré studie poukazuju, Ze terminalna

galaktozylacia je moduldtorom zdpa-
lovej aktivity 1gG, ked bolo zistené, ze
absencia terminalnej galaktézy pésobi
prozapalovo prostrednictvom aktivacie
komplementu alternativnou cestou [24].
Pokles hladiny galaktozylovanych glyko-
foriem bol naopak zaznamenany u via-
cerych ochoreni, ako reumatoidnej ar-
tritidy ¢i lupus erythematosus [25-271].
Studia autorov Karsten et al na mysich
modeloch poukazuje na to, Ze galak-
tozylacia Fc oblasti je nevyhnutna pre
efektivne spustenie protizapalovej sig-
nalnej kaskady interakciou s FcyRIIB re-
ceptorom [28]. O prozapalovom poso-
beni termindlnych galaktozylcii viak
hovoria dalSie vysledky. Cez afinitu
k C1q zlozke komplementu podporuju
CDC a vazbou aktivujucich FcyR recep-
torov taktiez ADCC [29]. Tieto kontras-
tujuce vysledky poukazuju na komplex-
nost signalnych drah imunitnych reakcii
sprostredkovanych protilatkami. Napo-
jenie dalsieho typu sacharidu - kyseliny
neuraminovej v procese sialylacie - tak-
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tiez vedie k vyznamnej modifikacii pre
reguldciu zapalovej aktivity 1gG [30,31].
Predpoklada sa, ze prave sialylované gly-
koformy maju vyznam pre protizapa-
lovu aktivitu intraven6zneho imunoglo-
bulinu (intravenous immunoglobulin
- IVlg) indikovaného pri mnohych imu-
nodeficientnych, neurologickych a dal-
Sich ochoreniach [32,33]. U zdravych
jedincov je sialylacia (mono- a disialy-
lacia) na rozdiel od galaktozyldcie malo
abundantnd, vyskytujuca sa na priblizne
u 10-15 % glykoforiem IgG [11]. Naopak
fukozylacia prvej molekuly GIcNAc, kto-
rou sa glykan viaZe na protein (core-fu-
kozylacia), sa u ludskej populécie vysky-
tuje v priblizne 90 % pripadoch. Takéto
Struktury dokazu viazat receptory FcyRlll
az 100néasobne slabsie a znizuju tak cy-
totoxicku aktivitu takychto 1gG najma
pri ADCC [34,35]. Funkcia fukozylacie je
pravdepodobne regula¢na, vytvara sté-
ricki prekazku pre naviazanie recep-
torov, a tak zabranuje aktivacii proza-
palovych procesov pri fyziologickych
podmienkach (obr. 3) [36,37].

Opacné poésobenie, i ked v mensej
miere, bolo popisané u bisektinovych
glykoforiem 1gG (obr. 2 - Struktura F).
Z dévodu stérickej zabrany, ktoru bisek-
tinovy GIcNAc vytvéra pre fukozylacny
enzym, tieto struktiry neobsahuju core-
-fukozyldciu. Narast ADCC aktivity u bi-
sektinovych glykoforiem IgG je tak pri-
pisovany skor absencii tejto fukozylacie,
ktora by bola schopna timit ADCC akti-
vitu IgG [38].

Popri konzervovanych miestach gly-
kozylacie, Fc obsahuje priblizne 15-25 %
sérovych IgG i glykozylacie Fab ob-
lasti [39]. Su to hlavne komplexné bian-
tenarne N-glykany napojené na N-X-S/T
sekvencie, ktoré vznikli v procese hyper-
mutdcii [40]. V porovnani s Fc tvoria gly-
kanové struktury Fab z velkej ¢asti bisek-
tinové, galaktozylované ¢i sialylované
glykany a naopak mensie mnozstvo core-
-fukozylovanych [41]. LepSia dostupnost
tychto Struktur pre glykozyltransferazy
oproti stéricky branenym Fc glykanom na
C,2 doméne vedie k vzniku rozmanitejsich
Struktur. Rovnako su tieto glykozylacie do-
stupnejsie i prostrediu a m6zu rovnako vy-
znamne ovplyvnovat stabilitu, biologicky
polcas rozpadu ¢i vazobné vlastnosti
protilatky [42—-44].

Glykozylacie dalSich typov
protilatok

| ked' je IgG najlepsie prestudovanou
izoformou protildtok, niekolko faktov je
znamych aj o glykozylacii dalsich izo-
typov. Protilatky IgE hrajud vyznamnu
ulohu v alergickych reakciach. IgE sa do-
kazu viazat na receptory FceRI zirnych
buniek a FceRIl B-buniek [45] a na roz-
diel od IgG obsahuju IgE niekolko gly-
kozylaénych miest. Styri konzervované
glykozylacie (tri komplexné a jedna vy-
sokomandzova) sa nachadzaju na Fc
a dalsie tri glykozyla¢né miesta s kom-
plexnymi glykdnmi sa nachadzaju na
Fab [46,47]. Efekty glykozylacii IgE pro-
tilatok boli preukdzané mutaciami, ktoré
blokovali glykozylacie v popisanych po-
ziciach [48]. Mutacia konzervovanej po-
zicie N394 na Fc, ktora zodpoveda kon-
zervovanej glykozylacii N297 u IgG,
redukuje vazbu na receptor FceRl [49].
Opacny efekt maju glykozylacie IgE na
ich vézbu na receptory B-lymfocytov
FceRll, ked absencia glykozylacie vedie
k zvyseniu tejto vazby [50].

Glykozyldcia IgA, ktord méa zésadnu
Ulohu v mukdznej imunite, je zavisla na
ich izotype [51]. Existuju dve izoformy
protilatky IgA: IgA1 a IgA2, u druhého
rozoznadvame dva allotypy IgA2m(1)
a IgA2m(2). U izotypu IgAT, ktory tvori
priblizne 85 % celkového IgA, si zname
dve konzervované miesta N-glykozy-
lacie modifikované komplexnymi gly-
kdnmi N263 a N459 [52]. Mimo toho
bola popisana O-glykozylacia az v Sies-
tich poziciach v oblasti spajajucich Fab
a Fc. Tieto glykozylacie hraju ulohu vo
vazbe mikroorganizmov sekretovanymi
IgA [15]. Taktiez bola popisana uloha
glykozylacie IgA v patogenézii nefropa-
tie [53]. Oba subizotypy IgA2 obsahuju
Styri glykozyla¢né miesta N166, N263,
N337, N459, subizotyp IgA2m(2) ma na-
vys$e jedno miesto v pozicii N211 [15].
IgM, ktoré su prvou skupinou protildtok
produkovanych po vystaveni antigénu,
tvoria penta- alebo hexamérne Struk-
tary, ktoré su silno glykozylované. Ob-
sahuju pat N-glykozylacnych miest ob-
sadenych tromi komplexnymi a dvomi
oligomandzovymi Struktdrami [54]. Ne-
davne studie zaznamenali vplyv sialyla-
cie na imunitnu aktivitu IgM moduldciou
interakcie s T-lymfocytmi [55].

Protilatky IgD su najmenej abundant-
nym izotypom, obsahuju vsak taktiez
konzervované glykozylacie. SU u nich
identifikované tri N-glykozyldce nutné
pre ich spravnu konformaciu a sekréciu
a podobne ako IgAT obsahuju aj O-gly-
kanové modifikacie [56]. | ked' su miesta
konzervovanych glykozylacii u tychto
izotypov pomerne dobre popisané, je
potrebné odhalit ich konkrétne vplyvy
na funkciu tychto protilatok.

Regulacia glykozylacie a jej
fyziologické a patologické zmeny
Pravdepodobne existuje niekolko me-
chanizmov, ktoré vplyvaju na glyko-
zylaciu protilatok, zahrnujic expre-
siu glykozyltransferaz resp. glykozidaz,
dostupnosti jednotlivych sacharido-
vych substratov, pH vnutri Golgiho apa-
ratu, rychlost syntézy proteinov a do-
stupnosti vezikularneho transportného
aparatu. Zaznamenanie zmeny glyko-
zyla¢ného profilu IgG v zévislosti na
faktoroch, akymi su vek, pohlavie ¢i te-
hotenstvo, poukazuju taktiez na vplyv
hormondélneho riadenia tychto proce-
sov. Bolo zistené, Ze trend rastu galak-
tézylovanych glykoforiem sa v obdobi
medzi 20. a 30. rokom Zivota obracia
a zacina klesat [57-59]. Tento proces je
signifikantny najma u Zien na zaciatku
menopauzy [60-62]. Redukcia agalak-
tozylovanych glykoforiem je kontrastne
pozorovana v tehotenstve, kde bol su-
beZne popisany mierny pokles fukozy-
lovanych glykoforiem protilatok. U te-
hotnych pacientok s reumatoidnou
artritidou narast galaktozylovanych gly-
koforiem koreloval so zlepsenim zdra-
votného stavu [63,64].

| ked je glykozylacia vysoko konzer-
vovanym procesom, existuje niekolko
analyz, ktoré poukazuju na ich aktivne
zmeny v procesoch zapalovych odpo-
vedi u autoimunitnych a infekénych
ochoreni [65-68]. Taktiez boli zazname-
nané zmeny v mnohych nadorovych
ochoreniach. Pomerne uniformne bol
zachyteny pokles galaktozyldcie u mno-
hopocetného myelému, nadoroch za-
ludka, hrubého creva, prostaty, pluc
a dalsich nadorov korelujuci s progre-
siou a metastazovanim [69-73]. Tento
trend je vysvetleny vplyvom zdpalo-
vej reakcie na vyvoj nadoru alebo stra-
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Tab. 2. Priklady protilatok obsahujticich glykozylaciu schvalenych pre terapiu onkologickych ochoreni. Tabulka popisuje ob-
chodny néazov, strukturu, mechanizmus ich pésobenia a ochorenia, pri ktorych sa vyuzivaju.

Protilatka Obc’h odny Zlozenie
nazov
rituximab Rituxan I.gG1.|< .
chimerické
bevacizumab Avastin ng1 <
humanizované
denosumab Xgeva IgG2 k [udské
daratumumab  Darzalex IgG1 k [udské
cetuximab Erbitux I.gG1.K .
chimerické
trastuzumab IgG1 k humani-
. Kadcyla s
emtansine zované + liecivo
avelumab Bavencio IgG1 A ludské
pertuzumab Perjeta Ig§1 <
humanizované
necitumumab  Portrazza IgG1 k [udské
pembrolizu- Keytruda Ig§4 K
mab humanizované
cemiplimab Libtayo 1gG4 k ludské

Mechanizmus ucinku

vdzba transmembrdnového
proteinu CD20 B-lymfocytov
aich lyza, ADCC, CDC

vézba a blokacia signalnej
drahy VEGF

vazba a blokacia signélnej
drahy RANKL

vdzba CD38 a inhibicia rastu
nadorovych buniek a indukcia
apoptoézy, ADCC, CDC

vdazba na EGFR a blokacia
drahy, inhibicia rastu nddoro-
vych buniek rastu a tvorby me-
tastaz, ADCC

vazba IV podjednotky recep-

toru HER2, endocytdza a uvol-

nenie DM1 blokujuceho funk-
ciu mikrotubulov, ADCC

vazba PD-L1 a blokécia imuno-
supresivnych signalov, ADCC

vazba dimeriza¢nej podjed-
notky receptoru HER2, ADCC

vazba a blokovanie signalnej
drahy EGFR, ADCC

vazba receptoru PD-1 a blo-
kacia imunosupresivnych
signalov

vazba receptoru PD-1 a blo-
kacia imunosupresivnych
signalov

Vyuzitie v onkolégii Referencie

no.n—H,odgklnov Iyr}ﬁfom,’ch.ro— [109,110]
nicka lymfocytova leukémia
kolorektalny karciném, HER2
negativne metastazujuce na-
dory prsu, nemalobunecny kar-
ciném pluc

[111-113]

metastazy kostnej dreni [114]

mnohopocetny myelém [115]

metastazujuci kolorektalny
karcindm, metastazujuce
nemalobunécné karcindmy
hlavy a krku

[116,117]

metastdzujice nadory prsu [118,119]

metastdzujuci karciném

z Merkelovych buniek 1201

metastazujuce nadory prsu [121,122]

metastazujuci skvamozny ne-

malobuneény karciném plic [123,124]

metastazujuci melaném, me-
tastdzujuce nadory kr¢ku ma-
ternice, metastazujuci nemalo-
bunecny karciném pltc

[125-127]

metastazujuci kozny skvamozny

karciném [128,129]

Ig - imunoglobuliny, ADCC - bunkova cytotoxicita zavisla na protilatkach, CDC - cytotoxicita zavisla na komplemente, VEGF -

vascular endothelial growth factor, RANKL - receptor activator of NFkB ligand, HER2 — human epidermal growth factor receptor 2,
PD-L1 - programmed death-ligand 1, PD1 - programmed cell death protein 1

tou schopnosti takychto IgG viazat C1q,
a moznostou nadorovych buniek unik-
nut CDC [74]. Popri galaktozylacii boli
zaznamenané zmeny aj u inych glykofo-
riem. U nddorov zalidka bol zachyteny
narast fukozylovanych IgG a naopak
pokles bisektinovych IgG. V jednej stu-
dii bola taktiez zistena asociacia zvyse-
nia sialylovanych a bisektinovych glyko-
foriem 1gG s lepsim preZitim [70]. Studie
na velkom pocte subjektov (pacientov

a zdravych kontrol) potvrdili pokles sia-
lylacie v celkovom sérovom IgG spo-
jeny s vyvojom nadoru a horSou prog-
nézou [75,76]. Nérast podielu manézy
u IgG Fc a Fab asociovany s progresiou
ochorenia bol zachyteny u maligneho
melanédmu v porovnani so zdravymi
pacientmi. Niektoré prace poukazuju
na korelaciu profilu agalaktézovych gly-
koforiem s hladinami zavedenych bio-
markerov vyvoja nadorového ochore-

nia a metastazovania, ako je to u nadoru
prostaty, plic a zaludka. Navrhuja tak
zaradenie hladin tychto Specifickych
glykozylacii ako daldich biomarkerov
pre zlepSenie diagnostiky nadorovovych
ochoreni do buducnosti [72,77,78].

Terapeutické protilatky

Vyvoj monoklonalnych protilatok je jed-
nou z najrychlejsie sa vyvijajucich oblasti
terapeutik [79]. S presadzovanim ciele-
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Obr. 4. Faktory ovplyvnujuce glykozylaciu protilatok a efekty tychto glykozylacii na Strukturu a funkciu protilatok.

Fab - fragment viazajuci antigén, ADCC - bunkova cytotoxicita zavisla na protilatkach, ADCP - bunkova fagocytoéza zavisla na protilat-
kach, CDC - cytotoxicita zavisla na komplemente

nej terapie rastie ponuka efektivnejsich
protilatok ako hlavnych zéastupcov bio-
logickej lie¢by vyuzitelnych pre coraz
Sirsie spektrum ochoreni, ¢o podciarkuje
aj trend zvySovania poctu pre terapiu
schvalenych protildtok v poslednych ro-
koch. V roku 2017 tento pocet prvykrat
stupol pocet v EU a USA na dvojciferné
¢islo (10) [80]. V novembri roku 2018 to
bolo uz 12 protilatok a dalSie 4 boli v pro-
cese schvalovania [81]. Glykozylacia ako
modifikacia, ktora vyznamne vplyva na
kvalitu protilatok, patri k zakladnym pa-
rametrom, ktoré je nutné analyzovat pri
vyvoji a produkcii biosimilarnych tera-
peutik [82] (tab. 2).

V mnohych pripadoch je produk-
cia monoklondlnych protilatok pre te-
rapiu z hladiska glykozylacie kompli-
kovana. Ako bolo spomenuté, vacsina
Fc fragmentov ludskych IgG obsahuje
komplexné biantendrne GOF, G1F a G2F
s core-fukozylaciou a stopovymi mnoz-
stvami sialylovanych glykoforiem [83].
Pri produkcii protilatok v CHO bunkach

(izolovanych z ¢inskeho $krec¢ka) su vy-
tvarané glykoformy prirodzene sa vy-
skytujuce na lfudskom IgG [84]. Mysie
myelédmové bunky (NSO a SP2/0) v3ak
dokazu na rozdiel od CHO buniek pridat
abnormalne sacharidy, ako N-glykolyl-
neuraminuvu kyselinu, ktoré moézu po-
sobit imunogénne [85]. Tieto odliSnosti
v spektre glykoforiem vsak nemozno
brat len ako problém. Mysia myelémova
bunkova linia YB2/0 dokaze produkovat
rekombinantné protildtky s nizkym ob-
sahom core-fukozyldcie, ¢0 moze mat
za nasledok az 50nasobne vyssiu ADCC
aktivitu oproti produkcii v CHO bun-
kach [38]. Takisto kvasinky nedokazu vy-
tvarat fukozylované struktury, ale zato
tvoria hlavne vysokomandézové Struk-
tary, ktorych profil sa lisi v zavislosti na
kmeni [86,87]. Vdaka genetickej modi-
fikacii dokazu byt pre produkciu tera-
peutickych Ig vyuZité aj rastliny, kde boli
vypnuté enzymy tvoriace imunogénne
glykoformy [88]. A tak ako je pre znize-
nie imunogénnosti nutna humaniza-

cia ich proteinovej zlozky, su v expres-
nych systémoch pomocou génového
inZinierstva vypnuté enzymatické drahy
tvoriace takéto glykoformy a naopak zo-
silené drahy tvoriace glykoformy s poza-
dovanymi vlastnostami [89,90].
Vyznamnym parametrom terapeutic-
kych protilatok je ich farmakokinetika.
V tomto procese je dolezitym mechaniz-
mom najma ich vychytavanie z obehu.
Tento dej reguluje ich koncentraciu
a tym padom aj samotnu efektivitu tera-
pie. Vychytévanie glykozylovanych pro-
tilatok je sprostredkovany niekolkymi
proteinmi viazajucimi oligosacharidy
(receptormi). K najvyznamnejsim patria
v peceni exprimovany asialoglykoprotei-
novy receptor (asialoglycoprotein recep-
tor — ASGPR) a mandzovy receptor (man-
nose receptor — ManR) [91,92]. ASGPR
rozozndava terminalnu galaktozylaciu bi-,
tri- a tetraantendrnych glykoproteinov,
zatial co ManR interaguje s oligomané-
zovymi a hybridnymi glykanmi (glykény
obsahujuce mandzové a komplexné an-
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tény). Glykoproteiny st po vazbe endo-
cytozované a lyzované [93-95]. Ukazalo
sa, ze pre predizenie dizky biologickej
ucinnosti glykoproteinov je vyznamna
terminalna sialylacia, ktord blokuje
alebo aspon vyznamne znizuje vazbu
glykdnov a teda aj protilatok na tieto
receptory [96]. Samotnd glykozylacia
N297 u IgG nie je vyraznejSie vyznamna
z hladiska farmakokinetiky. Ako bolo
spomenuté, su to najcastejsie GO resp.
G1 Struktury a nevykazuju silnejsiu afi-
nitu k ASGPR [97,98]. Signifikantnejsie
efekty na vychytdvanie protilatok cez ich
glykanové modifikacie viak mozu vy-
kazovat Fab glykozylacie, a to v zavis-
losti na ich pozicii a sacharidovom zlo-
Zeni [43, 99].

Problémom vyuzitia CHO a mysich bu-
niek su protilatky, ktoré obsahuju vysoky
podiel vysokomanézovych glykofo-
riem [100]. Autori Goetze et al poukazali
na to, Ze ich mnozstvo je z krvi odburané
vyrazne rychlejsie a selektivne oproti
glykoformam obsahujicim terminalnu
galaktézu alebo GIcNAc, ktoré si zacho-
vavali konstantnu hladinu pocas 34 dni
po podani [101]. To je sp6sobené ManR
receptormi makrofdgov a dendritickych
buniek a aktivaciou drahy manan viaza-
juceho lektinu [102].

Neglykozylované protilatky

V terapii vSak nemaju miesto len glyko-
zylované protildtky. Pri lie¢be niektorych
ochoreni protildtkami bez glykozylacie,
akymi su napr. onartuzumab (MetMAb -
pouzivany pri liecbe nemalobunkového
karcinébmu plic) alebo otelixizumab
(TRXA - diabetes mellitus typ 1), nie su
pozadované aktivacie ADCC/CDC efekto-
rovych funkcii, ale len neutralizacia, resp.
anti/agonistické posobenie [103,104].
Neglykozylované protilatky maju porov-
natelné dizky biologickej G¢innosti ako
glykozylované, ich vyhodou je vsak rych-
lejsia produkcia nizsimi eukaryotmi alebo
baktériami [105]. V pripade $pecifickych
substitucii v C,2 a/alebo C 3, ako napr.
S298G/T299A, si dokazu zachovat schop-
nost vazby urcitych FcyR receptorov, ktora
je inak zavisla na glykozylacii [106,107].

Zaver
Protildtky nie su len nevyhnutnymi kom-
ponentami nasho imunitného systému,

ale aj modernymi nastrojmi terapie za-
vaznych ochoreni. Glykozylacie protila-
tok vyznamne vplyvaju na ich funkciu
(obr. 4). Medzi tieto procesy zaradujeme
najma apoptézu, ADCC, ADCP ¢i CDC.
Obrovské mnozstvo zloZiek, ktoré imu-
nitny systém tvori, vSak vytvara spleti-
tost signdlnych drah, a preto stale nie je
poznanie ich presnej funkcie v prirodze-
nych i v patologickych procesoch dosta-
to¢ne definované. Po odhaleni funkcii
jednotlivych glykozylacii ¢i uz za fyziolo-
gickych alebo patologickych podmienok
bude umoznené navrhovat protilatky
alebo aj Fc-fuzované preparaty [108]
s glykozyldciami zabezpecujicimi eSte
cielenejsiu a efektivnejsiu terapiu.
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Suhrn

Vychodiskd: Ubikvitinacia je dolezitd posttranslacna modifikacia proteinov, ktora reguluje
mnoho signaliza¢nych drah u eukaryot. Aberantna ubikvitinacia je molekuldrnou pric¢inou
niektorych onkologickych, neurodegenerativnych, imunitnych a kardiovaskuldrnych ochoreni.
Rozvoj hmotnostne spektrometrickych metdd ponuka moznost kvalitativnej a kvantitativnej
analyzy ubikvitindcie proteinov v biologickom materiali onkologickych pacientov. Vyskum
ubikvitinacie moze objasnit molekuldrnu pric¢inu zmeny hladiny niektorych proteinov, ktoré
vystupuju ako onkogény alebo tumor supresory. Ciel* Cielom ¢lanku je priblizit ¢itatelovi zmy-
sel a dolezitost ubikvitinacie v niektorych molekularnych procesoch prebiehajdcich v ludskom
tele. Predovsetkym je déraz kladeny na popis zapojenia ubikvitinacie do malignych procesov.
Na literarnu resers nadvéazujeme priblizenim procesu hmotnostne spektrometrickej identifika-
cie ubikvitinacii prostrednictvom diglycylovych zbytkov v sekvencii proteinu CHIP. Predstavu-
jeme identifikaciu ubikvitinacie proteinov metédami tandemovej hmotnostnej spektrometrie,
proces validécie tandemovych hmotnostnych spektier a popis ¢asovej zavislosti ubikvitinacie
proteinu CHIP. Zdver: Literarna resers oboznamuje Citatela so znamymi aberantnymi mecha-
nizmami ubikvitinacie u malignych ochoreni. Uspe$ne vytvorena hmotnostne spektrometricka
metdda moze sluzit na identifikaciu pozicii ubikvitinacie v sekvenciach proteinov obsiahnutych
v lyzétoch nadorového tkaniva.

Klacové slova
ubikvitin — hmotnostna spektrometria — neoplazmy - protein — proteomika

Summary

Background: Ubiquitination is a vital posttranslational protein modification involved in the
regulation of many eukaryotic signalling pathways. Aberrant ubiquitin signalling is known
to be a molecular causality of certain cancer, neurodegenerative, immune system or cardio-
vascular diseases. The recent development of mass spectrometry methods enables qualitative
and quantitative ubiquitination analysis in biological material from cancer patients. Research
of ubiquitination may clarify the molecular cause of aberrant changes in the protein level of
tumour suppressors or oncogenes. Purpose: We aim to explain the meaning and importance of
ubiquitination in certain molecular processes taking place in the human body. We hereby em-
phasise the connection between ubiquitination and malignant processes. A literature search
is followed by introducing our mass spectrometry platform intended for ubiquitin identifica-
tion via diglycyl remnants in the CHIP protein sequence. The aim is to introduce tandem mass
spectrometry identification of ubiquitin modification, ubiquitination tandem mass spectra va-
lidation and the time-dependent manner of CHIP ubiquitination to the reader. Conclusion:
A literature search familiarises the reader with known mechanisms of aberrant ubiquitination in
malignant diseases. A successfully optimised mass spectrometry platform could serve as a po-
tent tool for determining ubiquitin position in proteins that are a part of real tumour samples.

Key words
ubiquitin — mass spectrometry — neoplasms — proteins — proteomics
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Uvod

Ubikvitin je kratky polypeptid (8,6 kDa)
vyskytujuci sa takmer u vietkych euka-
ryotickych organizmov [1]. Vdzba ubikvi-
tinu na protein prebieha procesom
ubikvitinacie, ktord bola objavena uz za-
¢iatkom 80. rokov minulého storocia [2].
Popis suvislosti medzi ubikvitindciou
a proteostazou bol zakladom pre dalsie
objavy, ktoré v roku 2004 vyustili v ude-
lenie Nobelovej ceny Aaronovi Ciecha-
noverovi, Avramovi Hershkovi a Irwinovi
Rosemu za objasnenie mechanizmu de-
gradacie proteinov ubikvitinaciou [3].

Ubikvitindcia je charakteristicka pri-
pojenim C-konca ubikvitinu kovalent-
nou izopeptidickou vazbou k e-amino
skupine ciefového lyzinového zbytku
v sekvencii proteinu [4]. Jednd sa o so-
fistikovany viacstupriovy ATP-depen-
dentny proces katalyzovany troma sku-
pinami enzymoy, E1, E2 a E3 ligdzami.
V prvom kroku dochéadza k tvorbe thio-
-esterovej vdazby medzi ubikvitinom
a enzymom E1 (ubiquitin activating en-
zyme). Tvorba komplexu E1-ubikvitin
umoznuje tvorbu thio-esterovej vazby
medzi enzymom E2 (ubiquitin conjugat-
ing enzyme) a ubikvitinom. Nasledne
je potrebna E3 ubikvitin ligaza, ktora
zarudi vazbu ubikvitinu na Specifické
miesta v sekvencii modifikovaného pro-
teinu [5]. Specificita ubikvitinacie méze
byt modulovana posttransla¢nymi mo-
difikaciami E2, E3 ubikvitin ligdz. Vyznam
ubikvitinacie zavisi tiez na posttranslac-
nych modifikacidch samotného ubikvi-
tinu a na umiestneni modifikécie v sek-
vencii proteinu [6,7], existuje teda akysi
Lubikvitinovy koéd” [8].

Ciefom nasho vyskumu je popis ubikvi-
tinového kédu proteinu CHIP. Vzhladom
k pritomnosti mnozstva potencional-
nych ubikvitina¢nych miest v sekvencii
CHIP mozno predpokladat autoubikvi-
tinaciu v réznych doménach proteinu
v zavislosti na stave organizmu. Ana-
lyza ubikvitinacie proteinu CHIP za r6z-
nych podmienok poméze odhalit prefe-
rencné miesta ubikvitinacie v sekvencii,
ktoré mozu suvisiet aj s aktivitou niekto-
rych proteinov zapojenych v onkogén-
nych signaliza¢nych drahach. K vyskumu
ubikvitinacie sme vytvorili metédu tan-
demovej hmotnostnej spektrometrie
(liquid chromatography tandem-mass

spectrometry — LC-MS/MS) na identi-
fikaciu diglycylovych (GlyGly) zbytkov
ubikvitinu na lyzinoch a jej funkénost
sme overili sledovanim autoubikvitina-
cie E3 ubikvitin ligdzy CHIP za réznych
podmienok. Skumali sme aj efekt pri-
davku ATP do reakénej zmesi a ¢asovy
priebeh ubikvitinacie proteinu CHIP.

~Ubikvitinovy kod” - modulacia
vyznamu ubikvitinacie

K posttranslacnej modifikacii jedinou
molekulou ubikvitinu dochddza zriedka,
cielové proteiny su vacsinou poly-
ubikvitinované. Ubikvitin méze byt dalej
ubikvitinovany na siedmych zbytkoch ly-
zinu a topoldgia polyubikvitindcie moze
vytvarat komplexné vzorce s réznym vy-
znamom. Aktivita polyubikvitinacie je
zavisla na ich Struktdre a na mnozstve
ubikvitinov [9]. Najfrekventovanejsia
je ubikvitinacia na Lys48 predurcujuca
protein k degradacii v proteazéme pro-
cesmi proteolyzy. Bolo dokazané, Ze naj-
menej Styri molekuly ubikvitinu musia
byt pripojené k lyzinovému zbytku, aby
bol rozpoznany 26S proteazémom [10].
Polyubikvitindcia na Lys63 aktivuje ne-
proteolytické procesy suvisiace s inter-
nalizdciou membrénovych proteinoy,
odozvou imunitného systému, modula-
ciou aktivity kindz a fosfatdz zapojenych
aj v procesoch karcinogenézy [11,12].
Vyznamny je popis polyubikvitinacie
Met1, ktory spdja (linedrnu) polyubikvi-
tindciu s aktivaciou drahy NF-kB (nuclear
factor kappa light chain enhancer of ac-
tivated B cells), ktord rovnako zohréava
dolezitu ulohu v karcinogenéze [13,14].

Ubikvitinacia v suvislosti

s karcinogenézou

Ubikvitinacia je Uzko spdtd s onko-
logickymi ochoreniami, kde zohrava
dudlnu rolu. Dereguldcia E2 a E3 ubikvi-
tin ligdz vSeobecne vyznamnym spo-
sobom prispieva k aberantnej ubikvi-
tinacii, ¢o v mnohych pripadoch vedie
k iniciacii a k progresii malignych ocho-
reni [15]. Medzi E2 ubikvitin ligazy
so znadmou ulohou v kontrole proce-
sov progresie bune¢ného cyklu patri
UBE2N/UBE2V1 enzym, ktory katalyzuje
polyubikvitinaciu na Lys63. Aberantna
polyubikvitindcia na Lys63 spusta abe-
rantnu signalizaciu NF-kB, ktora u ma-

marneho karcindmu moéze viest k hy-
peraktivacii zapalu v makroprostredi
nadoru [16,17].

E2 ubikvitin ligdza E2-EPF UCP zodpo-
veda za degradaciu E3 ubikvitin ligdzy
VHL (von Hippel-Lindau), ktora destabili-
zuje transkrip¢né faktory zapojené v an-
giogenéze a metastdzovani — vaskularny
endotelovy rastovy faktor (VEGF), mat-
rixové metaloproteindzy (MMP) a hy-
poxia-inducible factor 1 (HIF1) [18,19].
Dalsim dobre popisanym prikladom je
zapojenie E3 ubikvitin ligdzy GP78 do
metastazovania sarkémov. Knock-
-down GP78 vedie k znizenej ubikvitina-
cii a akumulacii nadorového supresoru
KAI1, ktory navodzuje apoptdzu rakovi-
novych buniek a regresiu sarkémov [20].
Inhibicia expresie, prip. inhibicia aktivity
GP78 u metastatickych sarkémov, by
mobhla viest k inhibicii metastdzovania
sarkémov do pluc.

E3 ubikvitin ligdza HUWE1 reguluje
bune¢nl adhéziu cez protein TIAM1,
ktory sprostredkovava prepojenia medzi
bunkami. Overexpresia HUWE1 sp06so-
buje aberantnu ubikvitinaciu a degrada-
ciu proteinu TIAM1, ¢o zvySuje invazivitu
a metastaticky potencial buniek [21].

Carboxyl terminus of Hsc70-
interacting protein (CHIP)

Protein CHIP spdja chaperénovy systém
s ubikvitin-proteazémovym systémom.
Sklada sa z troch tetratricopeptido-
vych domén s chaperénovou funkciou,
coiled-coil domény a z U-box domény
s E3 ubikvitin ligdzovou aktivitou (obr. 1).
U-box interaguje s UbcH4/UbcH5 pro-
teinmi s E2 ligdzovou aktivitou, tym je
umoznena ubikvitindcia nespravne zlo-
zenych proteinov [22].

CHIP je zapojeny do procesov cha-
rakteristickych abnormalnou produk-
ciou proteinov, ktoré mozu byt sucas-
tou onkogénnych signalizacnych drah.
CHIP ma dudlnu rolu a mbze vystupo-
vat ako tumor supresor alebo ako on-
kogén. Tumor supresorovd funkcia
proteinu CHIP bola objavend u mno-
hych nadorov, kde ubikvitindcia onko-
génov ako napr. c-myc, SRC-3, HIF-1aq,
ERBB2, EGFR, a NF-kB vedie k ich down-
-regulacii [23-28]. In vivo a in vitro §ta-
diami karcindmu pankreasu bolo doka-
zané, Ze zvysenie hladiny proteinu CHIP
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vedie k inhibicii metastdzovania a rastu
nadoru, zatial ¢o knock-down prote-
inu CHIP spOsobuje metastaticky zvrat.
Dalej bolo dokazané, ze CHIP ubikviti-
naciou znizuje hladinu EGFR, ¢im inhi-
buje aberantné drédhy zapojené v ma-
lignych procesoch [27]. U neskorych
stadii kolorektalneho karcinému je pro-
métor proteinu CHIP hypermetylovany,
¢o prispieva k jeho vyznamnej downre-
gulacii a zvysenej aktivite NF-kB signali-
zécie [28]. Dalej CHIP v ulohe tumor sup-
resoru moze inhibovat IL8 indukovanu
angiogenézu prostrednictvom ubikviti-
nacie NF-kB/p65 [29].

Na druhej strane viaceré publikacie
popisuju zapojenie proteinu CHIP v de-
gradacii tumor supresorovych proteinov.
CHIP teda mozZno povazovat aj za onko-
gén. Tumor supresorovy protein FOXO
indukovany proteinom TNFa podlieha
degraddcii ubikvitindciou sprostredko-
vanou proteinom CHIP [30]. CHIP je za-
pojeny aj do reguldcie tumor supreso-
rov spojenych s apoptézou, medzi ktoré
patri hlavne p53, AIF a IRF-1 [31-33].
Uloha proteinu CHIP v onkogénnej sig-
nalizacii je komplikovana a zavisi na
mnohych aspektoch. CHIP ma vplyv na
rozne substraty, ale ich preferencia nie
je dostatocne popisana. Analyza ubikvi-
tindcie proteinu CHIP za réznych pod-
mienok mbze objasnit mechanizmy jeho
ucinku vplyvajuce na stabilitu proteinov
zapojenych v onkogénnych signaliza¢-
nych drahach.

Analyza ubikvitinacie
hmotnostnou spektrometriou

V stcasnej dobe nachadzaju vo vyskume
ubikvitinacie velmi dobré uplatnenie
metody hmotnostnej spektrometrie
a imunochemické metddy, ktoré mozno
spolu kombinovat [34,35]. Hmotnostne
spektrometrickd analyza vychdadza
z predpokladu, Ze trypsin pocas proteo-
mickej pripravy vzorky nestiepi protei-
novu sekvenciu v pozicii lyzinu modifi-
kovaného ubikvitinom. V peptidovom
digeste teda ziskavame tryptické pep-
tidy s vynechanym Stiepnym miestom za
lyzinmi nestcimi GlyGly pochadzajicim
z ubikvitinu. Metédou LC-MS/MS mozno
urcit poziciu ubikvitinacie v retazci pep-
tidu/proteinu a z vysledku mozno pred-
pokladat aj jej biologicku ulohu [36].

chaperdonova aktivita

TPR TPR TPR

TPR domény

coiled-coil doména

E3 ubikvitin ligazova
aktivita

Obr. 1. Funkéné domény proteinu CHIP. Protein CHIP sa sklada z troch TPR domén,
z coiled-coil domény a z U-box domény. TPR domény maju chaperénovu funkciu
a U-box doména ma E3 ubikvitin ligdzovu aktivitu. Protein CHIP spaja E3 ubikvitin liga-

zovu aktivitu s chaperdénou aktivitou.
TPR - tetratricopeptidovd doména

Identifikdcia ubikvitinovanych pep-
tidov/proteinov je viak pomerne kom-
plikovana kvéli ich nizkemu zastipeniu
vo vzorke. Dévodom je rychla degrada-
cia ubikvitinovanych proteinov a nizka
stechiometria modifikacie. Robustnd
platforma na LC-MS/MS identifikaciu en-
dogénnej ubikvitinicie by mala obsa-
hovat techniku $pecificky obohacujicu
vzorku o peptidy nesuce GlyGly zby-
tok po proteolytickej digescii. Uspes-
nost identifikacie ubikvitina¢nych miest
sa vseobecne zlepsila po komercionali-
zacii protilatok Specifickych proti GlyGly
zbytkom na lyzinoch. Imunochemickym
obohatenim vzorky o GlyGly modifiko-
vané peptidy mozno izolovat a iden-
tifikovat ubikvitina¢né miesta v bio-
logickych vzorkéch ako napr. buneény
lyzat alebo tkanivovy lyzat [37,38]. Alter-
nativne mozno pouzit protilatky $peci-
fické proti intaktnému ubikvitinu alebo
ubikvitin znaceny afinitnymi znac¢kami
ako napr. hemagglutinin (HA), polyhisti-
din (His,) alebo glutathion S transferaza
(GST) [39-42]. Tymito sposobmi mozno
obohatit vzorku o ubikvitinované prote-
iny este pred zahajenim proteolytického
Stiepenia [39].

K dokonalejsiemu popisu ulohy
ubikvitinacie méze prispiet aj rozvoj
hmotnostne spektrometrickych metéd
umozniujucich kvantifikdciu proteinov.
Da sa predpokladat, Ze kvantitativne
metdédy hmotnostnej spektrometrie
mozu urdit kvantitu ubikvitinovaného
proteinu/peptidu, ¢o by umoznilo dyna-
micky sledovat vyvoj zmeny modifikacie
v Case, prip. medzi dvoma stavmi (tumor
vs. zdrava kontrola). Tymto spdsobom
mozno dynamicky popisat molekularnu
pri¢inu onkologického ochorenia, prip.

stratifikovat onkologickych pacientov na
zaklade molekularnej pric¢iny ochorenia.

Materialy a metody

Ubikvitinacna reakcia

Ubikvitina¢na reakcia in vitro bola usku-
to¢nena v roztoku zlozenom z 27 mM
Hepes (pH 8,0), 6,5 mM MgCl,, 0,543 mM
DTT, 3,26 mM ATP (kontrolné vzorky boli
pripravené bez ATP), 100 nM Ube1 (E1),
1 uM UbcH5alpha (E2), 3,2 pg CHIP
s His-tagom a 2 pg ubikvitinu. Reak-
cia bola uskuto¢nena v intervaloch 5,
20 a 40 min, potom bola zastavena.

Stiepenie proteinov v roztoku
Proteiny boli 5 min sonifikované, na-
sledne bolo pridanych 2,5 pl 200 mM
dithiothreitolu a zmes bola kultivovana
pri 37 °C pocas 1 hod. Alkylacia protei-
nov bola uskuto¢nend pridavkom 2,5 pl
200 mM jodoacetamidu pocas 30 min
pri izbovej teplote v temne. Prebytocny
jodoacetamid bol odstrdneny pridav-
kom 2,5 ul 200 mM dithiothreitolu pri
37 °C, 15 min. Digescia proteinov na
peptidy prebehla za ucasti trypsinu (Pro-
mega, USA), ktory bol pridany v pomere
1:100 (enzym : protein). Proteolytické
Stiepenie prebiehalo pri 37 °C cez noc.
Vzorky boli odsolené podla Bouchala
etal [43].

Parametre LC-MS/MS merania
proteinovych digestov

LC-MS/MS analyza bola uskutoc¢-
nena postupom inspirovanym Faktor
et al [44]. V skratke, peptidy boli separo-
vané na kvapalinovom chromatografe
Eksigent ekspert™ nanoLC 400 (SCIEX,
USA), ktory bol priamo spojeny s MS
systémom TripleTOF 5600+ (SCIEX,
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A. MS/MS spektrum ubikvitinovanovaného peptidu SPSAQELK[UGG]EQGNR pokryvajuceho sekvenciu proteinu CHIP.

sekvenciu proteinu CHIP.

V2 3 4 y5||[ b1ff2 H13+2 6 7 8
32007 o) V642 VI a2 2SHIS ik y13+£779Y38 y y y9| vy10 yll yl2
3000 b b4 b5 b7 b8 b9 bio| b11 bl
2800 y10+2 y1p+2
2600
9 2400
S 2200
£ 2000 335.15
S 1800
@ 1600
£ 1400
1200
1000 84542
800 coalls 958450 108754 121560
6001 25411 3461 474024 1 okdes 137367
400 : 770,88
Y 21?21,13 | l 384,19 ] 68I7,34 71334 | 941,48 1069,53 1198,58
0 [ 11 ||u|1l.| A il A 1 al " Li. i L . A kil | LAl
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500
m/z, Da

B. MS/MS spektrum falo$ne pozitivneho ubikvitinovaneho peptidu ALC[CAM]YLK[UGG]IMQQHEQALADC[CAM]R pokryvajuceho
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Obr. 2. Fragmentacné spektrum peptidu SPSAQELK[UGG]EQGNR (A) a fragmentacné spektrum peptidu ALC[CAM]YLK[UGG]MQQHE-
QALADC[CAMIR (B) so zvyraznenymi produktovymi iénami potvrdzujucimi pritomnost GlyGly modifikacie na lyzine. Fragmenta¢né
spektrum A naznacuje, ze Lys8 nesie GlyGly zbytok ubikvitinu. V produktovych iénoch y6-y12 dochadza k charakteristickému po-
sunu m/z o +114 Da (GlyGly zbytok). Rovnaky posun m/z mozno sledovat aj v b sérii produktovych ionov (b8-b12) indikujuci pri-
tomnost GlyGly zbytku ubikvitinu. Fragmentacné spektrum B obsahuje len jeden produktovy ién potvrdzujici modifikaciu GlyGly.
Ubikvitinacia peptidu ALC[CAM]YLK[UGGIMQQHEQALADC[CAM]R nebola potvrdend, kedze jediny charakteristicky produktovy ion

s posunom +114 Da moéze pochadzat z iného kofragmentovaného prekurzorového iénu.

MS/MS - tandemové hmotnostna spektrometria, CPS — counts per second

Canada). Peptidy boli zachytené a od-
solené na trap koléne p-precolumn,
30 ym i.d., 5mm dizka, C18 PepMap 100,
5 um velkost ¢astic, 100 A velkost porov
(Thermo Scientific, USA). Nasledne boli
peptidy eluované na analyticku emite-
rovu kolénu 75 pm x 250 mm PicoFrit®
(New Objective, USA) s néplfiou Pronto-
SIL 120-3-C18 AQ, 3 um castice (Bischoff,
Nemecko). Mobilna faza A bola zlozena
z 0,1 % (v/v) kyseliny mravcej v H,O
a mobilna faza B z 0,1 % (v/v) kyseliny
mravcej v acetonitrile. ElUcia z analy-
tickej kolény zacinala na 5 % mobilnej
fazy B pocas 30 min. Percentualny podiel

mobilnej fazy linearne stupal na 40 %
B pocas 120 min a v nasledujucich 5 min
vzrastol az na 80 % B, na hodnote 80 %
B zostal pocas 5 min ndsledne podiel mo-
bilnej fazy B linearne klesal na 5 % pocas
2 min. Podiel mobilnej fazy B zostal na
hodnote 2 % pocas dalsich 28 min.
Hmotnostny spektrometer Triple-
TOF 5600+ pracoval v data dependent-
nom mode. TOF-MS spektrum (aku-
mula¢ny ¢as 250 ms) bolo zmerané
v kazdom cykle nasledované fragmen-
taciou 20 najintenzivnejsich prekurzoro-
vych i6nov a ukonéené zmeranim spek-
tier ich produktovych idbnov. Minimalna

intenzita prekurzorového iénu bola na-
stavena na hodnotu 50 cps (counts per
second) a ¢as exkluzie na hodnotu 12 s.
Akumulacny ¢as prekurzorového iénu
bol 100 ms.

Analyza LC-MS/MS dat

Analyza LC-MS/MS dat prebehla v pro-
grame ProteinPilot 4.5 (SCIEX, Canada).
Parametre prehladavania boli nasta-
vené nasledovne: protedza - trypsin,
fixné modifikacie - karbamidomethyl
na cysteine, prehladavanie s dérazom
na identifikaciu ubikvitinacie, prehla-
ddvacia databaza - Uniprot+Swissprot
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Obr. 3. Zoznamy produktovych idnov reprezentujticich dva vybrané peptidy z proteinu CHIP nestice GlyGly zbytok. Na zéklade
identifikacie prehladavacim algoritmom ProteinPilot 4.5.0.0. bola obom peptidom pridelend vysokda peptidové konfidencia (pep.
konfidencia > 99 %). Zelenou farbou su vyznacené produktové iony spolahlivo identifikované v fragmenta¢nom spektre tandemo-
vej hmotnostnej spektrometrie. Cervenou farbou su pod¢iarknuté iba produktové idny, ktoré potvrdzuju GlyGly zbytok v peptide
a zahrmuju charakteristicky posun m/z o 114 Da (zbytok GlyGly).

A. Peptid SPSAQELK[UGG]EQGNR s 21 produktovymiionmi
potvrdzujucimi pritomnost GlyGly zbytku na Lys 8.

B. Peptid ALC[CAM]YLK[UGGIMQQHEQALADC[CAMIR
s jednym produktovym iénom potvrdzujucim pritom-
nost GlyGly zbytku na Lys 6. Z tabulky je zrejmé, ze pep-
tidova konfidencia nereflektuje pravdepodobnost pritom-
nosti GlyGly zbytku v sekvencii peptidu, a Ze fragmentacné
spektra modifikovanych peptidov je nutné po identifikacii

skontrolovat.

N

Zbytok b b +2 y +2 Zbytok b b +2 y y +2
S 88.0393| 44.5233| 1557.7616| _779.3844 A 72.0444| 36.5258| 2349.0897| 1175.0485
P 185.0921 93.0497| 1470.7295 735@ L 185.1285 93.0679| 2278.0526] 1139.5299
S 272.1241| 136.5657| 1373.6768| 687.3420 C[CAM] 345.1591| 173.0832| 2164.9685| 1082.9879
A 343.1612| 172.0842| 1286.6448| 643 8260 Y 508.2224| 254.6149| 2004.9378| 1002.9726
Q 471.2198| 236.1135| 1215.6076| _608.3075 L 621.3065| 311.1569| 1841.8745| 921.4409
E 600.2624| 300.6348| 1087.5491| 544.2782 KIUGG] 863.4444| 432.2258| 1728.7904 | _864.8989
L 713.3464] 357.1769] 958.5065| 479.7569 M 904.4849| 497.7461| 1486.6526| 743.8299

K[UGG] 955.4843| 478.2458| 8454224| 4232148 Q 1122.5434| 561.7754| 1355.6121| 678.3097
= 10845269 542.7671| 603.2845| 302.1459 Q 1250.6020| 625.8047| 1227.5535| 614.2804
Q 1212.5850| 606.7964| 474.2419| 237.6246 H 1387.6609| 694.3341| 1099.4949] 550.2511
G 1269.6070| 635.3071| 346.1833] 173.5953 E 1516.7035| 758.8554| 962.4360| 481.7216
N 1383.6499| 529.3286| 289.1619| 145.0846 Q 1644.7621| 822.8847| 833.3934| 417.2003
R 1539.7510| 770.3791| 175.1190| 88.0631 A 1715.7992| 858.4032| 705.3348| 353.1711

L 1828.8833| 914.9453| 634.2977| 317.6525
A 1899.9204| 950.4638| 521.2137| 261.1105
D 2014.9473| 1007.9773| 450.1765| 225.5919
C[CAM] | 2174.9780| 1087.9926| 335.1496| 168.0784
R 2331.0791| 1166.0432| 175.1190| 88.0631

J

(ver. 2) Homo sapiens. Analyza FDR (false
discovery rate) prebehla proti obratenej
databaze.

Vysledky analyzy LC-MS/MS dat

Analyzou LC-MS/MS dét bolo identifi-
kovanych 142 unikatnych peptidov po-
kryvajucich sekvenciu proteinu CHIP
z 99,7 %. Obr. 2A znazoriuje fragmen-
tacné spektrum jedného z ubikvitinova-
nych peptidov SPSAQELK[UGG]EQGNR,
ktory sa podarilo identifikovat v reak¢-
nej zmesi proteinu CHIP s ATP po inkuba-
cii ubikvitina¢nej reakcie pocas 20 min.
Peptid nesie charakteristické vynechané
Stiepne miesto za lyzinom modifikova-
nym ubikvitinom. Na lyzine je identifi-
kovany charakteristicky GlyGly zbytok
na Lys8 vzniknuty tryptickym Stiepe-
nim ubikvitinu. Tento peptid nie je vsak
jediny z identifikovanych ubikvitinova-

nych peptidov. LC-MS/MS analyza odha-
lila ubikvitinaciu aj na dalsich lyzinoch
a da sa predpokladat, ze niektoré identi-
fikacie budu falosne pozitivne (obr. 2B).
K filtracii potenciadlne pozitivne falos-
nych priradeni GlyGly modifikacie vy-
znamne prispelo zaradenie valida¢ného
kroku do nasho postupu identifika-
cie ubikvitinacii. Valida¢ny krok spociva
v kontrole fragmentac¢nych spektier mo-
difikovanych peptidov. Pri validacii spek-
tier sa zameriavame na pocet produkto-
vych iénov so zbytkom GlyGly (+114 Da)
na lyzine. Ukdzalo sa, Ze niektoré pep-
tidy identifikované s vysokou hodno-
tou peptidovej konfidencie (pep. kon-
fidencia > 99 %) nesuce GlyGly zbytok
obsahuju vo fragmentacnom spektre
len niekolko produktovych iénov mo-
difikovanych GlyGly zbytkom na lyzine.
Ich prekurzorovy peptid méze byt izo-

baricky s peptidmi s inou sekvenciou.
Dobrym prikladom je izobaricky pep-
tid, ktory miesto GlyGly modifikdcie ma
aminokyseliny GlyGly zaradené priamo
v peptidovej sekvencii za alebo pred ly-
zinom. Existencia ubikvitinacie na pep-
tidoch s nizkym poctom produktovych
iénov potvrdzujucich GlyGly modifikaciu
nemusi byt redlna a ich identifikacia je
teda pravdepodobne falos$ne pozitivna.
Ako reprezentativny priklad uvddzame
dva peptidy s rovnakou peptidovou
konfidenciou (pep. konfidencia = 99 %)
nesuce GlyGly zbytky na lyzine (obr. 3A,
3B). V obr. 3A a 3B st u oboch peptidov
(SPSAQELK[UGG]EQGNR a ALC[CAM]YL-
KIUGGIMQQHEQALADC[CAMIR) zele-
nou farbou vyznacené m/z spolahlivo
identifikovanych produktovych iénov
z MS/MS spektier a zéroven v obr. 2A a
2B su tieto produktové iony zvyraznené
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A
CHIP bez ATP
KYPEAAACYGR NPLVAVYYTNR
ALELDGQSVKAHFFLGQCQLEMESYDEATIANLQR LNFGDDIPSALR

IHQESELHSYLSRL ERELEECQR YMADMDELFSQVD
EK DIPDYLCGKISFELMREPCITPSGITYDR DIEEHLQRVGHFDPVTRSPLTQEQLIPNLAMKEVIDA
FISENGWVEDY
B

CHIP + 3,26 mM ATP

WNSIEERRIHQESELHSYLSR

FISENGWVEDY

GKEEKEGGARLGAGGGSPEJJsPSAQELEQGNRLFVGRjY PEAAACYGRAITRNPLVAVY YTNRALCYLKM
QQHEQALADCRRALELDGQSVKAHFFLGQCQLEMESYDEATIANLQRAYSLAJJEQRLNFGDDIPSALR

ERELEECQRNHEGDEDDSHVR

EJJR* “RDIPDYLCG]JISFELMREPCITPSGITYDR|JDIEEHLQRVGHFDPVTRSPLTQEQLIPNLAMJJEVIDA

iR

DK YMADMDELFSQVD

Obr. 4. Na obrazku je ¢ervenou farbou zvyraznena ubikvitinacia lyzinov v sekvencii CHIP-u s pridavkom (1B) a bez pridavku ATP (1A)
do ubikvitina¢nej reakénej zmesi. Peptidy s vysokou konfidenciou (pep. konfidencia > 95 %) st znazornené zelenou farbou, peptidy
so stredne vysokou konfidenciou (pep. konfidencia < 95 % a > 50 %) su znazornené oranzovou farbou, nizko konfidentné peptidy
(pep. konfidencia < 50 %) st znéazornené cervenou farbou a neidentifikované peptidy sivou farbou pisma. CHIP je jednozna¢ne viac
ubikvitinovany v pritomnosti ATP, zatial ¢o v nepritomnosti ATP k ubikvitinacii nedochadza.

ATP - adenozintrifosfat

priamo v MS/MS spektre. Z obr. 2B a 3B
vyplyva, Ze GlyGly zbytok na Lys6 v pep-
tide ALC[CAM]YLK[UGG]IMQQHEQA-
LADC[CAMIR potvrdzuje len jeden pro-
duktovy ién (obr. 2B, 3B), zatial¢o pri
peptide SPSAQELK[UGG]JEQGNR (obr.
2A, 3A) zaznamenavame az 21 produk-
tovych idnov s charakteristickym posu-
nom o 114 Da (GlyGly zbytok) potvrdzu-
jucim ubikvitinaciu na Lys8. Z obr. 2A, 2B
a 3A, 3B je zrejmé, ze pravdepodobnost
spravnej identifikacie GlyGly zbytku ly-
zinu je odlisna u oboch peptidov a nesu-
visi s peptidovou konfidenciou. Z tohto
dévodu doporucujeme pri identifikacii
ubikvitinacie dokladne prekontrolovat
fragmentacné spektra peptidov.
Overenie funkénosti postupu identi-
fikacie ubikvitinacie sme skimali aj po-
stupom vyplyvajucim z ATP-depen-
dentnej podstaty reakcie. Mnozstvo
ubikvitinovanych lyzinov sme sledo-
vali v pritomnosti a v nepritomnosti ATP
v reakénej zmesi. Vysledky LC-MS/MS
analyz v oboch podmienkach st zhrnuté
v obr. 4A a 4B. Data jasne poukazuju na
to, ze dochadza k narastu ubikvitina-

cie lyzinov po pridani ATP do reak¢nej
zmesi. Pokracovali sme vyskumom dy-
namiky priebehu ubikvitinacnej reak-
cie v pritomnosti ATP v intervaloch 5,
20 a 40 min od zapocatia ubikvitinacnej
reakcie. Z obr. 5A-C je jasny postupny
narast ubikvitinacie lyzinov s ¢asom.

Diskusia

Literdrna reser$ jasne naznacuje, ze
ubikvitinacia je sofistikovanym ndastro-
jom reguldcie proteostazy a ma mnoho
vyznamov. Regulacia hladiny prote-
inu ubikvitindciou ma dudlny charak-
ter a zohrava Ulohu v mnohych nadoro-
vych ochoreniach. Zd4 sa, Ze pozornosti
neunikd ani moznost cielenia liecebnych
postupov na ubikvitin ligdzy a deubikvi-
tina¢né enzymy. V sucasnosti uz bolo
objavenych niekolko molekul zasahuju-
cich do procesu ubikvitinacie s cielom
zastavit maligne procesy, no ich vyuzi-
tie este stéle nie je zavedené do klinic-
kej praxe [45]. Ukazuje sa, Ze E3 ubikvi-
tin ligdzy maju najvacsi potencial pre
tvorbu cielenych terapeutickych postu-
pov, nakolko sa vyznacuju vysokou sub-

stratovou Specificitou. Avsak z hladiska
zapojenia ubikvitinacie a ubikvitin ligaz
v onkogenéze je stdle mnoho nepreba-
danych malignych procesov, ktoré uni-
kaju pozornosti vyskumnikov a lekéarov.
Prave zapojenie ,-omics” metéd modze
ponuknut blizsi ndhlad na tieto pro-
cesy. Tvorba hmotnostne spektrometric-
kej metddy na popis ubikvitindcie nam
umoznila skimat ubikvitinaciu na $pe-
cifickych miestach v sekvencii proteinu.
Lokalizacia pozicie ubikvitinacie v sek-
vencii proteinu je vyznamna pre poro-
zumenie jej biologickej Ulohe [46-48].
Na proteine CHIP sa ndm podarilo
identifikovat ubikvitinaciu (pozn. Gly-
Gly zbytok) na viacerych lyzinoch.
Autoubikvitinacia proteinu CHIP iden-
tifikovana na Lys22 bola uz v minulosti
popisana v publikacii od Graf et al [49]
podobne ako aj ubikvitindcia na Lys30,
Lys125, Lys221 a Lys255 v publikaciach
od Lumpkin et al a Akimov et al [50,51].
Ubikvitindcia na Lys4, Lys7, Lys41,
Lys223 a Lys234 nebola doposial popi-
sana, treba vsak podotknut, Zze ubikvi-
tinaciu v tychto poziciach sa podarilo
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A

CHIP + 3,26 mM ATP, 5 min

MKGKEEKEGGARLGAGGGSPEKS PSAQELIEQGNR IYPEAAACYGRAI TRNPLVAVYYTNRALCYLKM
QOHEQALADCRRALELDGQSVKAHFFLGQCQLEMESYDEATIANLQRAYSLAKEQRLNFGDDIPSALR KKR
WNSIEERRIHQESELHSYLSRLIAAERERELEECQRNHEGDEDDSHVRAQQACIEAKHDKYMADMDELFSQVD
EKRKKRDIPDYLCGKISFELMREPCITPSGITYDRKDIEEHLQRVGHFDPVTRSPLTQEQLIPNLAMKEVIDA
FISENGWVEDY

CHIP + 3,26 mM ATP, 20 min

GJEEJEGGARLGAGGGSPE[JSPSAQELJJEQGNR YPEAAACYGRAITRNPLVAVYYTNRALCYLKM
QQOHEQALADCRRALELDGQSVKAHFFLGQCQLEMESYDEATIANLQRAYSLAJJEQRLNFGDDIPSALR | » ¥ KKR
WNSIEERRIHQESELHSYLSRLIAAERERELEECQRNHEGDEDDSHVRAQQACIEAKHDKYMADMDELFSQVD
EKRJJ¥RDIPDYLCGKISFELMREPCITPSGITYDRJDIEEHLQRVGHFDPVTRS PLTQEQLIPNLAMKEVIDA
FISENGWVEDY

C

CHIP + 3,26 mM ATP, 45 min

MKGJEEJEGGARLGAGGGS PEJJSPSAQELJEQGNRLFVGRKY PEAAACYGRAITRNPLVAVYYTNRALCYLJM
QQOHEQALADCRRALELDGQSVKAHFFLGQCQLEMESYDEATIANLQRAYSLAJJEQRLNFGDDIPSALRIAKKKR
WNSIEERRIHQESELHSYLSRLIAAERERELEECQRNHEGDEDDSHVRAQQACIEAKHDKYMADMDELFSQVD
EJREKRDIPDYLCGI SFELMREPCITPSGITYDRJDIEEHLQRVGHFDPVTRS PLTQEQLIPNLAMKEVIDA

FISENGWVEDY

N

Obr. 5. Casovy priebeh ubikvitinaénej reakcie proteinu CHIP po 5 min (2A), 20 min (2B) a 45 min (2C) s pridavkom ATP do ubikviti-

nacnej reakénej zmesi. Z obrazku 2A-C je zjavny narast ubikvitinacie s postupom casu.

ATP - adenozintrifosfat

identifikovat vo vzorkéach pripravenych
ubikvitina¢nou reakciou in vitro. Z bio-
logického hladiska by bolo zaujimavé
zistit, ¢i sa obdobna ubikvitindcia vysky-
tuje in vivo, a urcit jej zmysel.

Definicia pravidiel manudlnej kontroly
peptidovych LC-MS/MS spektier na po-
tvrdenie pritomnosti GlyGly zbytku bola
klucova pre overenie spravnosti identi-
fikacie ubikvitinovanych peptidov. Pep-
tidova konfidencia priamo suvisi s kva-
litou fragmenta¢ného spektra peptidu,
avsak ukazalo sa, Ze prehladavaci algo-
ritmus v tejto hodnote nezohladnuje
pravdepodobnost spravnej identifikacie
GlyGly zbytku. V analyzach ubikvitinomu
teda méze dochédzat k identifikacii fa-
loSne pozitivnych peptidov s vyso-
kou konfidenciou (peptidova konfiden-

cia > 95 %), kde sa LC-MS/MS spektrum
GlyGly modifikovaného a nemodifikova-
ného peptidu lisi len v jednom fragmen-
tovom iéne. Dobrym prikladom je iden-
tifikovany peptid ALC[CAM]YLK[UGG]
MQQHEQALADC[CAMIR, u ktorého nie
je mozné s dostato¢nou urcitostou po-
tvrdit pritomnost GlyGly modifikacie
(+114 Da) na lyzine. Pritomnost modifi-
kacie potvrdzuje len jeden fragmentovy
ion obr. 2B a 3B, ktory mdze pochadzat
z iného ko-fragmentovaného prekurzo-
rového ionu.

Aplikaciou pravidiel manualnej kon-
troly sa ndm podarilo rozlisit dva peptidy
so zdanlivo identickou pravdepodob-
nostou pritomnosti GlyGly zbytku v sek-
vencii. Zavedeny postup odporuc¢ame
aplikovat na potvrdenie pritomnosti fu-

bovolnej modifikacie peptidov alebo na
odfiltrovanie falosne pozitivnych iden-
tifikacii modifikovanych peptidov. Ne-
vyhodou je ¢asovéd naro¢nost postupu
a teda aplikacia v komplexnych peptido-
vych vzorkdach (digest tkaniva, modelo-
vych bune¢nych linii) je limitovana.
Presna znalost pozicie ubikvitina-
cie nemusi byt dostacujuca pre vyskum
priebehu biologického procesu. Na-
hlad na dynamiku ciasto¢ne poskytuje
sledovanie vyvoja ubikvitinacie v Case.
Schopnost sledovania zmeny poctu
ubikvitindcii lyzinov v ¢ase sme Uspesne
demonstrovali na proteine CHIP. S predl-
Zujucim sa ¢asom inkubdcie ubikvitinac-
nej reakcie sa postupne zvysoval pocet
ubikvitinovanych lyzinov. Sledovanie
ubikvitinacie v ¢ase prispelo k objavu ly-
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zinov proteinu CHIP, kde k autoubikviti-
nacii dochadza prednostne.

Nevyhodou metédy je, Zze zo ziska-
nych dat nie je mozné spolahlivo urcit
do akej miery boli ubikvitinované jed-
notlivé lyziny za skimanych podmie-
nok. K dynamickému popisu ubikviti-
nacie jednotlivych lyzinov sa snazime
v slcasnosti vyvinut semikvantitativnu
akvizi¢nd metédu. Vo vyvoji semikvan-
titativnej metddy sa snazime aplikovat
poznatky z label-free kvantitativnej pro-
teomiky. Pre presnejsi popis dynamiky
planujeme vyuzit metédu SWATH (sequ-
ential windowed acquisition of all theo-
retical mass spectra), ktora by teoreticky
mala paralelne kvantifikovat vsetky de-
tekovatelné GlyGly modifikacie lyzinov
pocas jedinej LC-MS analyzy.

Da sa predpokladat, ze kvantitativne
metédy hmotnostnej spektrometrie,
medzi ktoré patri aj metéda SWATH,
moézu urcit kvantitu ubikvitinovaného
proteinu/peptidu, ¢o by umoznilo pres-
nejsie sledovat zmeny modifikacie, aj
medzi viacerymi stavmi (napr. tumor vs.
zdravd kontrola). Nemenej dolezity je
popis ubikvitinacie za réznych podmie-
nok, ¢i uz in vitro, alebo in vivo. Tymto
sposobom mozno dynamicky popi-
sat a objasnit pric¢iny zmien v hladinach
proteinov, prip. urcit preferenciu sub-
stratov ubikvitin ligdz v zdvislosti na
biologickom stave. Detailnejsia charak-
terizacia proteostazy méze objasnit mo-
lekuldrnu pricinu aberantnej signalizacie
u niektorych nadorovych ochoreni.

Zaver

Platforma na MS vyskum ubikvitinacii
bola vytvorend za zjednodusenych pod-
mienok na purifikovanych proteinoch,
do buducnosti sa vsak pocita s rozsire-
nim na komplexné proteomické vzorky.
Prave komplexné tkanivové vzorky ob-
sahuju celkovy nahfad na ubikvitiném
pacienta. Vyskum ubikvitinacii v ¢aso-
vych intervaloch umoznuje popisat ly-
ziny, u ktorych dochadza k ubikvitinacii
prednostne, a lyziny, u ktorych sa ubikvi-
tindcia nevyskytuje, prip. je len velmi
malo pravdepodobna. Objav unikatnych
ubikvitinacii méze napomact k objasne-
niu molekularnej priciny niektorych na-
dorovych ochoreni, ¢o by mohlo prispiet
aj k zdokonaleniu niektorych sucasnych

terapeutickych metéd v onkoldgii. Popis
ubikvitinacie je len velmi malym krokom
k tvorbe novych postupov specificky cie-
lenych na molekularnu pri¢inu nddoro-
vého ochorenia. Efektivne spracovanie
ziskanych informdcii bude vyzadovat
zapojenie multioborového timu a roz-
siahlu validaciu.
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Dlouhé nekddujici RNA — sou¢asné moznosti
detekce a vyuziti v klinické praxi

Long Non-Coding RNAs — Current Methods of Detection

and Clinical Applications

Moranova L., Bartosik M.

Regiondlnf centrum aplikované molekuldrni onkologie, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno

Souhrn

Vychodiska: Dlouhé nekédujici RNA (long non-coding RNA - IncRNA) jsou RNA molekuly
o délce vétsi nez 200 nukleotidd, které ovliviuji fadu fyziologickych funkci a maji vyznamnou
regulacni roli v burikach. Jejich hladiny jsou ¢asto zménény u rliznych malignit, a predstavuji
tak slibny biomarker pro diagnostiku, prognézu nebo rekurenci nddorovych onemocnéni.
Diky dulezitosti téchto molekul vyrazné roste i pocet publikaci na toto téma. Mezi nejcastéji
studované IncRNA patfi napf. HOTAIR, MALAT1 a PCA3. Cil: V sou¢asné dobé jsou vyvijeny
rdzné metody pro analyzu ¢i detekci IncRNA, obvykle zalozené na optickych metodach pro
detekci mediatorové RNA (mRNA), napf. polymerazova retézova reakce s reverzni transkripci,
fluorescencni in situ hybridizace nebo sekvenovani nové generace. Je vsak potieba dbat na
rozdily ve struktufe mRNA a IncRNA. V této praci popisujeme nejenom standardni metody, ale
i nové pfistupy pro detekci INcRNA zahrnujici napf. chemiluminescencni a elektrochemické
techniky. Zdvér: | navzdory pokrokdim a velkému mnozstvi publikovanych praci existuje
pouze jeden schvaleny diagnosticky test zalozeny na detekci INcRNA, a to PCA3 test pro dia-
gnostiku karcinomu prostaty analyzou moci. Ostatni jsou v soucasnosti pouze ve fazi vyvoje
a bude potieba je validovat. Diagnostika zaloZzend na IncRNA i tak skyt4 obrovsky potencial,
a je proto velmi pravdépodobné, Ze se v blizké dobé objevi dal3i diagnostické testy cilici na jiné
typy IncRNA.

Klicova slova
dlouhd nekédujici RNA — nddorové biomarkery — karcinogeneze — biosenzory

Summary

Background: Long non-coding RNAs (IncRNA) are more than 200-nucleotide-long RNA mole-
cules that affect multiple physiologic phenomena and have important regulatory functions
in cells. Their levels are often altered in various malignancies, thus they represent a potential
biomarker for the diagnostics, prognosis or recurrence of cancer. Their importance has recently
led to an enormous increase in a number of publications on the subject. The most frequently
studied IncRNAs are HOTAIR, MALAT1 and PCA3. Aim: Numerous methods are currently being
developed for the analysis or detection of INCRNA. They are mostly based on optical methods
used for the detection of messenger RNAs, including polymerase chain reaction with reverse
transcription, fluorescence in situ hybridisation or next-generation sequencing, but caution
must be taken due to their structural differences. Here, we describe not only standard but also
novel techniques for IncRNA detection, including chemiluminescent and electrochemical tech-
niques. Conclusion: Despite the great progress and plethora of papers on this topic, there is
only one single approved IncRNA-based diagnostic test, a PCA3 test for the diagnosis of pro-
state cancer from the patient’s urine. All other tests are only in their research phase and need
to be validated. Nevertheless, IncRNA diagnostics offer enormous potential and thus it is highly
probable that other diagnostic tests on different IncRNA types will soon appear.

Key words
long non-coding RNA - tumor biomarkers — carcinogenesis — biosensing techniques
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Uvod

| kdyz pouze 2 % lidského genomu tvofi
geny kédujici proteiny, velka vétsina ge-
nomu (> 70 %) je transkrip¢né aktivni,
davajici vznik rdznym formam tzv. neké-
dujicich RNA s vyznamnymi regula¢nimi
funkcemi [1,2]. Mezi né patfii kratké ne-
kodujici RNA o délce mensi nez 200 nuk-
leotidl (nt, obvykle kolem 20-30 nt), ze-
jména mikroRNA, malé interferujici RNA
nebo Piwi-interagujici RNA a téZ rozsahla
skupina tzv. dlouhych nekédujicich RNA
(long non-coding RNA - IncRNA) o délce
vétsinez 200 nt (¢asto az 100 000 nt). Dle
NONCODE databdéze [3] se v lidském ge-
nomu nachazi vice nez 96 000 genl pro
IncRNA a az 172 000 transkriptd téchto
genu; naopak LNCipedia [4] udava
stfizlivéjsi odhad, zaokrouhleny na cca
55 000 gena [5]. Tyto geny se nacha-
zeji v rGznych oblastech genomu, a to
jak v nekédujicich regionech, tak i v int-
ronech genl kddujicich proteiny. Navic
mohou byt pfepisovany nejenom ze stej-
ného fetézce jako protein-kédujici geny
(tzv. ,sense” transkripty), ale i z fetézce
opacného (,antisense” transkripty), Ci
dokonce mohou sdilet promotor s pro-
tein-kédujicim genem v opa¢ném fe-
tézci (divergentni IncRNA). Transkripty
IncRNA jsou obvykle generovany RNA
polymerédzou I, obdobné jako mRNA
maji vétsinou na 5’-konci metylguanozi-
novou ¢epicku, na 3'-konci poly(A) konec
a podstupuiji sestfih. Na rozdil od mRNA
ovsem postradaji otevieny Cteci ramec,
takze nemohou byt prekladany do
protein(.

A. chromatinova interakce

4

DNA IncRNA

Geny kédujici IncRNA jsou ¢asto po-
jmenovany dle sousedicich protein-ko-
dujicich gen [6]. Jejich klasifikace je
relativné slozita, daji se délit napf. dle
umisténi v genomu, zplsobu aktivace
nebo dle mechanizmu u¢inku. Hlavni
tfidy IncRNA, detailnéji popsané v pre-
hledném ¢lanku Sany et al [7], jsou mj.
mezigenové IncRNA (umisténé mezi
dvéma geny), intronové IncRNA (umis-
téné uvnitf intronl gend), INcRNA aso-
ciované s telomerami nebo pseudogeny
(kopie gend neschopné kdédovat pro-
teiny). | kdyZ funkce vétsiny IncRNA tran-
skriptll nejsou zndmy, Ize obecné fici, ze
jejich uloha spociva v regulaci genové
exprese, modulaci proteinové aktivity
¢i remodelaci chromatinu, pfip. slouzi
jako prekurzory kratkych nekoédujicich
RNA nebo jsou soucasti systému jejich
umlceni [8]. Obr. 1 naznacuje, Ze me-
chanizmus ucinku IncRNA je zavisly na
vazbé na DNA, RNA nebo protein. Vzhle-
dem k jejich roli pfi regulaci genové ex-
prese neni prekvapivé, Ze pfi patogen-
nich stavech jsou pozorovany zmény
jejich hladin, které mohou byt deteko-
vatelné dfive nez viditelné morfologické
zmény. Tato skute¢nost déld z IncRNA
idealni kandidaty nejen na biomarkery
nadorovych onemocnéni [1,7,9-11], ale
napf. i kardiovaskularnich chorob [12]
nebo Alzheimerovy choroby [13]. Diky
dilezitosti téchto molekul tak roste
i pocet publikaci na toto téma; jenom
v roce 2018 jich bylo pres 4 000 (graf 1).

nebo struktufe nékolika hlavnich skupin

B. proteinova interakce

protein ==,

/,_..

IncRNA

IncRNA je mozné najit v ¢lancich pu-
blikovanych v dfivéjsich rocnicich Kli-
nické onkologie [7,9]; v tomto ¢lanku se
chceme zaméfit pfedeviim na nejno-
véjsi poznatky v oblasti metod detekce
a jejich aplikace do klinické praxe.

Role IncRNA v karcinogenezi

a jeji aplikace do klinické
diagnostiky

Dnes uz neni pochyb o tom, Ze dere-
gulace IncRNA je implikovéna v rlz-
nych patologickych stavech a m{ize vést
az k maligni transformaci bunék. Role
IncRNA pfitom byla prokazéna v pod-
staté u vSech charakteristickych znaki
rakoviny (hallmarks of cancer) defino-
vanych ve dvou dnes jiz legendarnich
¢lancich Hanahana et al [14,15]. Nékteré
konkrétni IncRNA a jejich asociace s té-
mito znaky jsou bliZze popsény v tab. 1.
Jde napf. o aktivaci prolifera¢nich sig-
nalnich drah, deregulaci nddorovych
supresorovych drah nebo o ucast pfi
metastazovani [11,16].

Jednou z nejvice studovanych IncRNA
je HOTAIR (HOX antisense intergenic
RNA). Tato IncRNA s délkou cca 2,2 kb
reguluje dynamiku chromatinu a ovliv-
nuje transkripci jinych gend vazbou na
histon metylazu PRC2 a histon demety-
ldzu LSD1 [17,18]. MnozZstvi studii pro-
kazalo deregulaci HOTAIR v desitkach
nadord, v¢. nadord prsu [19], tlustého
stieva [20], slinivky bfisni [21], vajec-
nikl [22] nebo prostaty [23]. U nadord
tlustého streva korelovala zvysena hla-
dina HOTAIR nejenom s progresi one-

C. RNA interakce

IncRNA

Obr. 1. Tti rizné mechanizmy plsobeni IncRNA. Jedna se o interakce s: A) chromatinem (DNA), kdy dochazi k remodelaci chroma-
tinu po vazbé IncRNA; B) riznymi proteiny, kde IncRNA miize modulovat protein-proteinové interakce; nebo C) mRNA, kde dochazi

k naruseni translace.

IncRNA - dlouhé nekédujici RNA, mRNA — mediatorova RNA
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mocnéni, ale zvysila se i chemorezis-
tence k cytostatikiim [24].

Dalsi diagnosticky zajimavou IncRNA
je PCA3 (prostate cancer antigen 3),
jejiz hladina je zvySend u vice nez 90 %
muzU s karcinomem prostaty [25]. V roce
2012 americky Ufad pro kontrolu potra-
vin a léciv (FDA) schvdlil pouziti PCA3 dia-
gnostického testu v moci muzl nad 50 let
s predchozi negativni biopsii prostaty,
ktery by tak mohl sniZzit pocet opakova-
nych biopsii a zaroven poskytnout doplii-
kové informace ke standardnimu testu
prostatického specifického antigenu
(prostate specific antigen — PSA). Test na
PCA3 ma sice niZzsi citlivost nez PSA test,
na druhé strané vykazuje vyssi specificitu,
a muze tak predikovat karcinom prostaty
u piipadd, kdy PSA test selhava [26]. Hla-
dina PCA3 byla ve vice nez 90 % studo-
vanych pfipadd karcinomu prostaty asi
60-100x% vys3si nez ve zdravé prostatické
tkani [27] a zaroven nedetekovatelnd v ji-
nych typech nadort [28]. PCA3 také mize
slouzit jako indikator agresivity rozvijeji-
ciho se nadoru prostaty [29]. Pfes znacné
vyhody tohoto biomarkeru se v CR toto
vysetieni zatim takika neprovadi.

Nékteré IncRNA mohou dokonce in-
dikovat metastaticky potencidl nddoru.
Mezi né patfi napf. MALAT1 (metastasis-
-associated lung adenocarcinoma trans-
cript 1), obvykle s vysokou koncentraci
v jadre, kde reguluje prometastatické

4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000

500

0 —

2000 2002 2004 2006

2008

2010

2012

2014 2016 2018

Graf. 1. NarGst publikac¢ni aktivity zabyvajici se dlouhymi nekédujicimi RNA od roku
2000 do roku 2018, dle Web of Science (hledany vyraz: IncRNA OR long noncoding

RNA).

geny [30]. MALAT1 je vysoce konzervo-
vana IncRNA, jejiz umlceni vede ke sni-
Zeni proliferace a migrace nadorovych
bunék [31] a k aktivaci tumor-supresoro-
vého genu TP53 [32]. U nékterych typl
nadord byla pozorovana zvysend hla-
dina MALAT1 korelujici s progresi me-
tastaz a celkové horsi prognézou, napt.
u plicniho adenokarcinomu, kolorek-
télniho karcinomu, karcinomu slinivky
bfisni, karcinomu mocového méchyre,
karcinomu jicnu nebo gliomu [1,33-36].
Souhrnna analyza nékolika nezévislych
studii prokdzala, ze tato IncRNA je spo-
jend s horsi prognoézou, kratsim prezi-
vanim a rekurenci onemocnéni [37].

Nicméné data z neddvné studie pro-
vedené na mysich modelech nazna-
¢ila, Ze v prsnich nadorovych burikdch
ma MALAT1 opacny, tj. potlacujici uci-
nek na vznik metastdz, a autofi tak na-
vrhuji zpfesnéni zazitého modelu de-
finujici MALAT1 jako prometastatické
IncRNA [38].

Dalsi efekt IncRNA je mozné pozoro-
vat na urovni telomer, a to prostfednic-
tvim tzv. TERRA (telomere repeat-con-
taining RNA) molekul, které obsahuji
telomerové repetice UUAGGG na svém
3’-konci a podileji se na regulaci telo-
merové homeostazy [39]. Vzhledem
k tomu, Ze az 85 % lidskych nadoru pre-

Tab. 1. Spojitost vybranych IncRNA a charakteristickych znak rakoviny (hallmarks of cancer).
Charakteristicky znak IncRNA Efekt Reference
HOTAIR aktivace androgenového receptoru [23]

2vysend proliferace CCAT1 aktivace Myc drahy [52]
nedostatec¢na suprese rlstu LED posiluje tumor supresorovou aktivitu; snizena exprese v nadorech [53]
rezistence bunécné smrti LINC00460 inhibuje apoptdzu a podporuje progresi kolorektalniho karcinomu [54]
replikacni nesmrtelnost TERRA mozny negativni regulator telomeraz [40]
angiogeneze PVT1 aktivuje drahu STAT3/VEGFA, podporujici angiogenezi [55]

o MALAT1 ovliviiuje prometastatické geny; zvysena hladina pfi metastazach [1]
metastazovan! HOTAIR zvy$end hladina, horsi prognéza
genova nestabilita NORAD pfispiva ke genomové stabilité [56]
zanét a unikani imunitni odpovédi  NKILA zvysena hladina koreluje se zvysenou bunéc¢nou smrti T lymfocyt( [57]
zménény metabolizmus MEG3 pozmériuje energeticky metabolizmus aktivaci p53 [58]
IncRNA - dlouhé nekédujici RNA
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Tab. 2. Vybrané studie pro validaci IncRNA jako biomarkeru.

IncRNA Onemocnéni
HOTAIR kolorektalni karcinom
HOTAIR karcinom jicnu
HOTAIR karcinom Zaludku
HOTAIR karcinom Zaludku
PCA3 karcinom prostaty
PCA3 karcinom prostaty
PCA3 karcinom prostaty
MALAT1 karcinom zaludku
MALAT1 nemalobunécény karcinom plic
MALAT1 prsni karcinom

IncRNA - dlouhé nekdédujici RNA

kond replika¢ni limit dany délkou telo-
mer (tim, ze reaktivuji expresi enzymu
telomeraza), jevi se regula¢ni role TERRA
IncRNA jako zasadni [7]. Sampl et al zjis-
tili, Ze expresni hladina TERRA negativné
koreluje s malignitou gliomu [40]. Pfesna
role TERRA jakozto negativniho regula-
toru telomeraz in vivo viak stale zGstava
nejasna [41]. V tab. 2 jsou uvedeny pfi-
klady studii vyuzivajicich po¢etnéjsi sou-
bory klinickych vzorkl pro validaci rdz-
nych druh( IncRNA.

Metody detekce

V soucasné dobé existuje pouze jeden
IncRNA test schvaleny pro klinickou dia-
gnostiku, a to vyse zminény PCA3 test
(s ndzvem Progensa PCA3 Assay) od
firmy Hologic, vyuzivany pro diagnostiku
karcinomu prostaty. Detekce probiha
v moci po masazi per rectum, aby doslo
k uvolnéni bunék prostaty. Mo¢ je na-
sledné modifikovana pfidanim média,
které lyzuje uvolnéné buriky a stabilizuje
RNA. Princip samotného testu spociva
v hybridizaci cilové RNA na povrch mag-
netickych kuli¢ek, které slouzi pro sepa-
raci cilové RNA. Déle probéhne reverzni
transkripce pomoci prvni sady primer(
a RNA amplifikace pomoci dalsi sady pri-
merQ. Dochazi tedy nejprve k prepisu
IncRNA do komplementarni DNA (com-
plementary DNA - cDNA) a déle k jeji am-
plifikaci pomoci DNA dependentni RNA
polymerdzy T7.V zavéru jsou RNA am-
plikony detekovany pomoci chemilumi-

Velikost souboru

157 35
156 -
300 60
1169 -
1913 =
721 18
633 29
150 26
225 60
509 -

niscen¢né znacené DNA sondy komple-
mentarni k RNA. Kvantifikace se provadi
méfenim intenzity produkovaného za-
feni a jejim porovnanim s referen¢nimi
vzorky, které jsou soucdsti diagnostické
sady. Dany produkt je nabizen v lehce
obménéné verzi specificky i pro PSA. Obé
laboratorni stanoveni se tedy daji prova-
dét soucasné, a je tak mozné PCA3 hod-
noty vztdhnout k hladiné PSA [42].

PCA3 je mozné detekovat také po-
moci klasické imunoenzymatické me-
tody (enzyme-linked immuno sorbent
assay — ELISA). Tuto moznost komerc¢né
nabizi spole¢nost MyBioSource pod na-
zvem PCA3 ELISA Kit. Ten je oviem ur-
Ceny pouze pro vyzkumné Ucely a nema
opravnéni pro pouziti v klinické dia-
gnostice. Princip metody vychazi z kla-
sické sendvicové ELISA. PCA3 je zachy-
cena pomoci PCA3-specifické protilatky
a poté oznacena dalsi specifickou pro-
tildtkou konjugovanou s kienovou pe-
roxiddzou. Na zdkladé enzymatické
reakce peroxidazy se substratem vznika
barevny produkt, ktery je kvantifikovén
mérenim absorbance pfi 450 nm [43].

| ostatni vyvijené metody jsou uréené
pouze pro vyzkumné ucely, obvykle se
jedna o modifikaci metod pro detekci
dlouhych RNA obecné, i kdyz ne viechny
jsou pouzitelné. Nékteré z nich urcené
pro izolaci, identifikaci nebo nespeci-
fickou amplifikaci mMRNA nap¥. vyuzivaji
pfitomnosti poly(A) konce na 3'-konci
mRNA. Vzhledem k tomu, Ze ne viechny

Doba trvani (mésice)

Stat (rok) Reference
Ceska republika (2014) [59]
Cina (2013) [60]
Japonsko (2014) [61]
Cina (2014) [62]
USA (2012) [63]
Nizozemsko (2010) [64]
Japonsko (2013) [65]
Japonsko (2014) [61]
Némecko (2003) [66]
Itlie (2018) [67]

IncRNA nesou poly(A) konec [44], mUze
tak pfi vysokokapacitnich analyzach do-
chazet k zatizeni velkymi chybami. Tech-
nologie sekvenovéani nové generace pfi-
tom casto vyuziva zachyt mRNA pomoci
poly(T) oligonukleotidd. Spole¢nost No-
vogene [45] tak nabizi protokol a rea-
gencie k vytvareni knihoven a sekvenaci
profil IncRNA a firma Roche pod ozna-
¢enim SeqCap IncRNA probes [46] na-
bizi doplfikové sondy IncRNA pro kom-
pletni profilaci celého transkriptomu.
Oproti tomu spole¢nost lllumina v rdmci
standardniho protokolu vyuzivd metodu
pfipravy sekven¢ni knihovny z depleto-
vané RNA (celkové RNA zbavené ribozo-
malni RNA), a tudiz nedochdézi ke ztraté
informace o IncRNA bez poly(A) koncd.
Tento postup tedy umoznuje celkovou
analyzu IncRNA profilu bez nutnosti po-
fizeni dodateénych reagenci nebo ob-
mény protokolu [47].

Dalsi metodou z klasického portfo-
lia pro studium mRNA je polymerazova
fetézova reakce s reverzni transkripci.
Touto metodou nejprve dochazi k pre-
pisu RNA do cDNA a ta je nasledné am-
plifikovana. V redlném case je zazna-
mendvan narGst fluorescence, ktery
koresponduje s mnozstvim DNA ve
vzorku. Nékteré spole¢nosti vyvinuly
reagencie pro prepis do cDNA pomoci
univerzalnich poly(T) primer(, které se
vazou na poly(A) konce. Tento pristup
je pro komplexni analyzu IncRNA ne-
vhodny, da se ovsem modifikovat jed-
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magneticka izolace a
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magnetickych kuli¢ek
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I
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Obr. 2. Schéma kolorimetrické a elektrochemické detekce HOTAIR kombinujici izotermalni amplifikace IncRNA, vazbu amplikonti na
magnetické kulicky a enzymatickou reakci zprostiedkovanou HRP. TMB jakoZto substrat pro HRP je detekovan volnym okem nebo
citlivéji elektrochemicky. Upraveno z [58], se svolenim Royal Society of Chemistry.

HRP - kienova peroxiddza, TMB - tetrametylbenzidin

noduchou kombinaci poly(T) primert
a tzv. random hexamers (vyuzivanych
v nespecifické reverzni transkripci). Tuto
vylepsenou a zjednodusenou variantu
pro studium IncRNA nabizi napf. spolec¢-
nost BioRad [48].

Klasickou metodou pro kvantifikaci
IncRNA in situ je i fluorescencni in situ
hybridizace (FISH), kterd vyuziva fluo-
rescencni hybridiza¢ni sondu komple-
mentérni ke studované IncRNA a umoz-
nuje kvantifikaci a lokalizaci pomoci
fluorescen¢niho mikroskopu. Firma LGC
Biosearch Technologies nabizi sadu rea-
gencii pod ndzvem Stelaris® RNA FISH
a fluorescencné znacené sondy pro
nejcastéji studované IncRNA v¢. moz-
nosti znaceni rdznymi fluorofory pro
simultanni detekci vice biomolekul
soucasneé [49].

Dalsi moznost kvantifikace IncRNA
predstavuje elektrochemie, ktera nabizi
relativné levné a nendroc¢né pristrojové
vybaveni, moznost miniaturizace a pa-
ralelniho méfeni. Zajimavym pfikladem

je elektrochemicky biosenzor zalozeny
na izotermalni amplifikaci s dUTP zna-
¢enym biotinem [50]. Amplikony byly
pres vazbu streptavidin-biotin navazany
na streptavidinové magnetické kulicky
a zaroven oznaceny peroxidazou kon-
jugovanou s biotinem (obr. 2). Vysledny
komplex byl inkubovan s tetrametyl-
benzidinem, jehoz oxidovany produkt
vykazuje modré zbarveni pozorova-
telné pouhym okem. Autofi kvantifiko-
vali HOTAIR IncRNA spektrofotometricky
pfi 652 nm a paralelné i elektrochemicky
pomoci chronoamperometrie. Metoda
byla vyvinuta na ovaridlnich nddorovych
liniich a validovana na vzorcich plazmy
od tfi pacientek s epitelidInim ovarial-
nim karcinomem a dvou benignich kon-
trol. Jesté novéjsi je biosenzor pro de-
tekci IncRNA MALAT1 pomoci zlatych
nanocastic, polyamid-aminu, detekéni
sondy a peroxidazy [51]. Autofi zde de-
monstrovali pouziti biosenzoru na ja-
ternich nadorovych liniich, avsak pouzili
vzorky krevni plazmy pouze pro hledani

pfipadnych interferenci s detekéni me-
todou pfidavkem syntetické molekuly
MALAT1 do vzorkl plazmy.

Zaveér

Pfitomnost, a tudiz snadnd detekovatel-
nost IncRNA nejen v tkénich, ale prede-
vsim v télnich tekutindch nabizi moZnost
sirokého vyuziti IncRNA jako prognostic-
kého a prediktivniho biomarkeru. Velké
mnozstvi IncRNA skytd obrovsky po-
tencidl k diagnostickému vyuziti, avsak
dobfe prostudovanych mechanizm pG-
sobeni a funkci IncRNA je doposud ob-
jasnéno jen nékolik set. Diky tkanové
specificité hladin IncRNA Ize vybrat
vhodné kandidaty pro vcéasny zachyt
onkologickych onemocnéni i pro dopl-
néni panelu jiz existujicich biomarkerG
za Ucelem zpfesnéni diagnostiky. V po-
slednich letech se provadéji zejména
meta-analyzy kombinujici vysledky jed-
notlivych studii, hledajici na zakladé
chovéni nddoru vhodny biomarker pre-
dikujici jeho vlastnosti. | pres dUlezitost
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CIRNA - SOUCASNE MOZNOSTI DETEKCE A VYUZIT

V KLINICKE PRAXI

IncRNA bude pro jejich zafazeni mezi kli-
nicky relevantni biomarkery dulezité vy-
vinout spolehlivé metody jejich detekce
a prokazat, ze hladiny studovanych In-
cRNA skutec¢né koreluji s karcinogenezi,
prognézou nebo rekurenci nadorového
onemocnéni.
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PREHLED

Interakce onkogennich virovych proteinu

s proteiny rodiny pS3

Oncogenic Viral Protein Interactions with p53 Family Proteins

Brychtova V., Hrabal V., Vojtések B.

Regiondlnf centrum aplikované molekuldrni onkologie, Masaryk(v onkologicky Ustav, Brno

Souhrn

Vychodiska: Bunéc¢na transformace zptsobena virovou infekci je komplexni proces, kterého se
Ucastni virové molekuly, hostitelska burika a faktory okolniho prostiedi. Viry nejsou schopné sa-
mostatné reprodukce, a proto vyuzivaji signalni, proteosyntetické a metabolické drahy hostitel-
ské bunky. Jednim z cilt virovych molekul je nddorovy supresor p53. Proteiny onkogennich vir(i
jsou schopné funk¢né inaktivovat p53, a tim deregulovat expresi mnoha gent zdcastnénych pfi
apoptodze, proliferaci a bunécné odpovédi na poskozeni DNA. Proteiny HbX viru hepatitidy B
aNS2 a NS5A viru hepatitidy Cinteraguji s p53, znemoznuji jeho lokalizaci do jadra, a tim snizuji
jeho transkrip¢ni aktivitu. Dalsim zpdsobem inaktivace p53 je zvyseni jeho degradace, cehoz
vyuziva virus Epstein-Barrové prostiednictvim proteinu BZLF1, virus Kaposiho sarkomu skrze
protein LANA a lidské papilomaviry za ucasti proteinu E6. Velky T antigen lidského polyoma-
viru Merkelovych bunék pfimo neinteraguje s p53, ale snizuje Uroven transkripce zprostfed-
kované p53. Tax protein lidského T buné¢ného lymfotropniho viru 1 posttransla¢né modifikuje
p53 a brani jeho interakci s transkripénimi kofaktory. Protein p53 je jednim z nejprostudova-
néjsich proteinl kvali své nddorové supresorové funkci a tloze pfi udrzovani integrity genomu
bunky. Diky tomu jsou také intenzivné studovény jeho evolu¢né pfibuzné homology p63 a p73,
které hraji roli pfi vyvoji organizmu. Jejich Uloha v onkogenezi jesté nebyla Uplné objasnéna.
Cil: Tento prehledovy ¢lanek popisuje dosud znamé interakce proteind p53, p63 a p73 s pro-
teiny onkogennich vird.

Klicova slova
viry — virové proteiny - p53 - p63 - p73 - tumorigeneze

Summary

Background: Cellular transformation induced by oncogenic viruses is a complex process inclu-
ding viral molecules, host cells and environmental factors. Viruses alone are unable to reproduce
and thus they need a host to use their signalling, proteosynthetic and metabolic pathways. One
target host molecule is the p53 tumour suppressor. Viral proteins functionally inactivate p53
and deregulate the expression of proteins active during apoptosis, cell proliferation and DNA
damage response. Hepatitis virus B HbX protein and hepatitis virus C proteins NS2 and NS5A
interact with p53 and prevent its localisation to the nucleus and thus reduce its transcriptional
activity. Another mechanism lies in elevated p53 degradation caused by the BZLF1 protein of
the Epstein-Barr virus, the LANA protein of the Kaposi sarcoma virus and human papilloma
virus E6. The Merkel cell polyomavirus large T antigen does not interact directly with p53, ho-
wever it acts through downregulation of p53 mediated transcription. The tax protein of human
T cell ymphotropic virus type 1 modifies p53 posttranslationally and thus blocks its interaction
with other factors of transcription machinery. Due to its tumour suppressor function and role
in the maintenance of the genome integrity, the p53 protein is one of the best studied pro-
teins. Following this, evolutionary homologues with important developmental functions p63
and p73 are intensively studied as well. Their roles in oncogenesis have not been clarified yet.
Purpose: This review describes some of their known interactions with oncogenic viral proteins.

Key words
viruses - viral proteins - p53 - p63 - p73 - tumorigenesis
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Uvod

Nadorovda onemocnéni zahrnuji kom-
plexni skupinu nemoci s rliznou etio-
logii. Jednim z faktorl podporujicich
nadorovou transformaci bunék jsou in-
fek¢ni agens zahrnujici bakterie, viry
a parazity [1]. Pfispévek vird k nddorové
transformaci neni v nékterych pripadech
zcelajasny, na druhou stranu pfitomnost
nékterych virl jako napf. lidského papi-
lomaviru (human papillomavirus — HPV)
byla celosvétové prokazana u vice nez
90 % pfipadt invazivniho karcinomu dé-
lozniho hrdla [2]. Je zndmo, Ze samotna
virovd infekce neni dostacujici a ne-
plsobi jako kompletni karcinogen pro
vznik nadoru, ale jeji Uloha spociva spise
v iniciaci nddorové transformace a pod-
pofe nadorové progrese.

Lidské onkogenni viry (onkoviry) za-
hrnuji Sirokou skupinu druh, které vy-
uzivaji odlisné strategie. Mechanizmy,
kterymi zasadné pfispivaji ke vzniku na-
dor, maji viak spole¢né rysy a ovliv-
nuji stejné drahy zapojené do kont-
roly bunécného cyklu [3]. Je zndmo, ze
virus v pribéhu latentni infekce zpuso-
buje zmény na urovni hostitelského ge-
nomu vznikem mutaci a chromozomal-
nich zmén. Kromé genetickych zmén se
v infikovanych bunkach kumuluji i epi-
genetické zmény vedouci k aberantni
metylaci hostitelskych gent [4]. Cilem vi-
rovych proteind jsou predevsim hostitel-
ské proteiny regulujici proliferaci, apo-
ptdézu, genomovou stabilitu, diferenciaci
a rozpoznani imunitnim systémem [5,6].
Z hlediska nddorové biologie jsou vy-
znamné interakce virovych proteint
s nadorovymi supresory p53 a Rb, pfi-
¢emz onkogenni potencidl vird spo-
¢iva predevsim v jejich schopnosti po-
tlacovat aktivitu nadorového supresoru
p53 [7].

TP53 je nadorovy supresorovy gen -
hlavni ¢len p53 rodiny proteind, ktery se
vyznamné podili na udrzeni genomové
stability bunék. Protein p53 funguje jako
kontrolni systém, ktery reaguje na rizné
stresové signdly v bunkach a reguluje
geny reagujici na poskozeni DNA, hy-
poxii, apoptdzu, senescenci a dalsi [8,9].
Mnozstvi onkogennich virli kdduje on-
koproteiny, které interaguji s proteiny
p53, p63 a p73 a rlznymi mechanizmy
ovlivnuji jejich aktivitu. U nadord spo-

jenych s virovou infekci se zfidka vysky-
tuji mutace nadorovych supresorovych
genU a p53 je vétsinou inaktivovan pfi-
mou interakci s virovym proteinem nebo
nepfimo skrze ovlivnéni aktivity dalSich
signdlnich molekul.

Kromé onkogennich virli s p53 inter-
aguje také dalsi skupina vird, které ne-
maji onkogenni potencidl a jimiz zplso-
bend infekce nevede ke vzniku nadoru.
Mezi tyto viry patfi napf. Zika virus, virus
zapadonilské horecky, HIV-1 virus a dalsi.
Pfehledné shrnuto v Aloni-Grinstein
etal [10].

Onkogenni viry a nadorovy
supresor p53

Onkogenni viry pfispivaji k procesu neo-
plastické transformace bunék. V pri-
béhu koevoluce se svymi hostiteli si
vyvinuly rlizné mechanizmy pro zajis-
téni reprodukce a k uniku pfed imu-
nitnim systémem hostitele [11]. V roce
1911 provadél Peyton Rous experimenty
na kuratech, v rdmci nichz zdrava ku-
fata infikoval filtrdtem z tumoru kufat se
sarkomem. U infikovanych kufat se na-
sledné zacaly objevovat novotvary. Tyto
experimenty vedly k objevu prvniho zvi-
feciho onkogenniho viru, viru Rousova
sarkomu [12]. Prvni lidsky onkogenni
virus byl objeven az v roce 1964 Epstei-
nem a Barrovou. Pomoci elektronové
mikroskopie pozorovali virové &astice
v bunkach Burkittova lymfomu [13]. Do-
posud bylo objeveno nejméné sedm
virQ, které jsou spojeny s tvorbou ma-
lignit u lidi. Patfi mezi né lidsky poly-
omavirus Merkelovych bunék (Merkel
cell polyomavirus - MCPyV), viry z ce-
ledi Herpesviridae: virus Epstein-Barrové
(Epstein-Barr virus — EBV) a virus Kapo-
siho sarkomu (Kaposi sarcoma-asso-
ciated virus — KSHV), virus hepatitidy B
(hepatitis B virus — HBV), HPV, virus he-
patitidy C (hepatitis C virus - HCV), lid-
sky T bunécny lymfotropni virus typu |
(human T-lymphotropic virus type 1 -
HTLV-1); charakteristiky virQ jsou pre-
hledné shrnuty v tab. 1 [14].

Lidsky polyomavirus Merkelovych
bunék

MCPyV je polyomavirus asociovany s kar-
cinomem z Merkelovych bunék, velmi
agresivnim neuroendokrinnim koz-

nim nadorem. Poprvé byly virové sek-
vence izolovany z karcinomu z Merkelo-
vych bunék v roce 2008 [15]. MCPyV je
maly neobaleny virus s genomem v po-
dobé cirkuldrni dvouretézcové mole-
kuly DNA o velikosti pfiblizné 5,4 kb [16].
Genom MCPyV koéduje proteiny rané
faze exprese: maly T antigen (small T an-
tigen - sT), velky T antigen (large T anti-
gen - LT), 57KT antigen a proteiny pozdni
faze exprese VP1,VP2[15,17,18].

Velky T antigen se pfimo nevdze na
p53, ale pravdépodobné spolu nepfimo
interaguji.V luciferazovém reportérovém
systému v burikach H1299 transfekova-
nych rznym titrem velkého T antigenu
byla pozorovana inhibice transaktivace
reportérového konstruktu proteinem
p53 [19]. Maly T antigen funguje jako ak-
tivator transkripce MDM2 a CK1aq, ktery
nasledné ve spolupraci s MDM4 inhibuje
funkci p53 v bunkach karcinomu z Mer-
kelovych bunék [20].

Virus Epstein-Barrové

EBV je gamma herpesvirus 4 spojeny
s fadou malignit B lymfocytd, T lymfo-
cytll, NK (natural killer) bunék a epite-
lidlnich karcinom( [5]. Genom EBV je
tvoren lineadrni dvoufetézcovou DNA
o délce 172 kb [21] a kéduje priblizné
85 genu [22].

Latentni membranovy protein 1 v epi-
telidlnich bunkach indukuje expresi
TNFa indukovaného proteinu 3, ktery
zabranuje apoptéze zprostiedkované
proteinem p53 [23]. Virovy protein
BZLF1 funguje jako adaptor Elongin
B/C-Cul2/5-SOCS-box protein ubiqui-
tin ligdzového komplexu, ktery oznacuje
p53 pro degradaci, a tim snizuje jeho
hladinu v burice [24]. Jaderny antigen 3C
viru Epstein-Barrové podporuje tvorbu
komplexu s p53 a Gemin3 in vivo, a tim
nasledné inhibuje transaktiva¢ni funkci
p53 a apoptdzu bunky [25].

Virus Kaposiho sarkomu

KSHV neboli lidsky herpesvirus 8 je
gamma herpesvirus a je jednou z pficin
vzniku Kaposiho sarkomu [26]. Genom
HHV8 predstavuje linearni dvouretéz-
cova DNA o délce pfiblizné 165 kb [27].
Kéduje pfiblizné 90 genl a néko-
lik nekédujicich RNA v¢. mikroRNA
(miRNA) [27,28].
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Tab. 1. Charakteristika jednotlivych onkogennich virti v¢. jejich taxonomického zafazeni, typu a velikosti genomu, buné¢ného
tropizmu, nddorovych onemocnéni, se kterymi jsou spojeny, a virovych molekul ovliviiujicich aktivitu p53.

Virus EBV KSHV HPV MCPyV HCV HTLV-1 HBV
Taxonomie
Skupina | (dsDNA) | (dsDNA) | (dsDNA) | (dsDNA) IV (+ssRNA) VI (ssRNA-RT) VIl (dsDNA-RT)
Celed' Herpesviridae  Herpesviridae Paplri.lcc;;zaw- Polyomaviridae  Flaviviridae Retroviridae  Hepadnaviridae
Rod el [ i il o hepacivirus  deltaretrovirus e
cryptovirus mavirus virus virus
Genom
Nukleova dsDNA dsDNA dsDNA dsDNA +sSRNA ssRNA-RT ~ dsDNA-RT
kyselina
Velikost
genomu (kb) 172 165 8 54 9,6 9 3,2[67]
Pocet genti 85 90 8 5[68] 9 4 4169]
Bunécny Iyn?fo‘cytyl, B lymfocyty bur?ky dla.Zdl_ Merkelovy
trobizmus epitelidlni [70], endote- cového epitelu burk hepatocyty T lymfocyty hepatocyty
P buiky  lidlni buriky [71] (72] Y
Burkitttv lym-
fom, nasofa-
ryr)gealnl kar- Kaposiho e . o
. . cinom [73], sarkom, S karcinom .. Thbunécny -
Nadorové S s v anogenitalni , . hepatocelularni hepatocelularni
. HodgkinGv primarni - z Merkelovych . lymfom .
onemocnéni . oblasti, nadory , karcinom My karcinom
lymfom [74], efuzni lymfom hlavy a krku bunék dospélych
non-Hodgki- [70] y
nav lymfom
[73]
Virové mole- ORF22, ORF 25,
kuly ovliviujici LMP1, BZLFT, ORF 64, LANA, E6, E7 LT, sT NS2,NS3, Tax HbX
- EBNA3C NS5A, NS5B
aktivitu p53 VIRF

EBV - virus Epstein-Barrové, KSHV - virus Kaposiho sarkomu, HPV - lidsky papilomavirus, MCPyV - polyomavirus Merkelovych
bunék, HCV - virus hepatitidy C, HTLV-1 - lidsky T bunécny lymfotropni virus typu |, HBV - virus hepatitidy B, dsDNA — dvouvldk-
nova DNA, ssRNA - jednovldknovéd RNA, RT - se zpétnou transkripci

Virové strukturni proteiny glykopro-
tein H (ORF22), hlavni kapsidovy protein
(ORF25) a tegumentovy protein (ORF64)
inhibuji apoptdzu zprostiedkovanou pro-
teinem p53. Viechny tfi proteiny snizuji
Uroven exprese Bax a PIG3 [29], které jsou
regulované proteinem p53 na transkripéni
urovni [30,31]. Bax je aktivator mitochon-
dridlni cesty apoptézy [32] a PIG3 se
Gcastni bunécné odpovédi na poskozeni
DNA [31]. S latenci asociovany jaderny an-
tigen (latency associated nuclear antigen
- LANA) interaguje s p53 vazbou na jeho
DNA-vazebnou doménu a zvysuje Uroven
polyubiquitinace a nasledné degradace
p53 v proteazomu [33]. Virovy interferon
regulujici faktor (viral interferon regula-

tory factor - VIRF) interaguje s p53 a sni-
Zuje uroven fosforylace a acetylace p53,
coz inhibuje transkrip&ni aktivaci proapo-
ptotickych proteini p21 a Bax zprostied-
kovanou p53 [34].

Virus hepatitidy B
HBV je maly obaleny virus, ktery vyka-
zuje preferen¢ni tropizmus k hepato-
cytdm. Epidemiologické studie uka-
zuji souvislost mezi chronickou infekci
HBV a rozvojem hepatoceluldrniho kar-
cinomu. Bylo popsano osm genotypu
a genom HBV je co do velikosti nejmen-
$im lidskym DNA virem.

Zasadniroli v transformaci hraje virovy
protein HbX (HBV kédovany protein X;

16,5 kDa) kédovany genem X. Jedna se
o protein exprimovany v priibéhu akutni
i chronické infekce, ktery se podili na re-
plikaci viru in vivo jako transaktivator vi-
rovych genl i genl hostitelské buriky.
Protein HbX je sdm o sobé slabym on-
kogenem, avsak na mysich a bunécnych
modelech bylo ukazano, Ze je schopny
aktivovat signalni drahy, jako je MAP ki-
nazova, Ras a Src a podporovat tak ma-
ligni transformaci bunék [35].

Jednou z hlavnich nadorové supre-
sorovych funkci proteinu p53 je schop-
nost indukovat apoptézu. Rada publi-
kaci ukazuje inaktivaci p53 v dlsledku
jeho interakce s proteinem HbX, ktery
funguje jako transkripcni kotransak-
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tivator. Z hlediska nddorové transfor-
mace je vyznamna schopnost proteinu
HbX zpUsobovat defekty v pribéhu mi-
totického déleni. Vazbou na proteiny
BubR1 a HBXIP narusuje jejich funkci
pfi tvorbé mikrotubull a déliciho vie-
ténka a podporuje tak chromozomalini
nestabilitu.

Pti infekci jaternich bunék dochazi
k integraci virové DNA do DNA hosti-
telskych bunék, a to jak v repetitivnich
oblastech, tak v oblastech aktivné pre-
pisovanych gend. Casto tak dochazi ke
vzniku chimérnich virové-bunécnych
protein(.

Z hlediska inaktivace p53 byly u hepa-
tocelularniho karcinomu popsany dva
hlavni mechanizmy u¢inku onkovir(.
Jednim z nich je pfimd interakce pro-
teinu HbX s proteinem p53 prostiednic-
tvim jeho C-konce, kterad brani vstupu
p53 do jadra [36]. Druhym je inhibice
p53 prostfednictvim interakce s vysoce
exprimovanou (v disledku HbX) dlou-
hou nekdédujici RNA HUR1 (Inc HURT),
kterd inhibuje transkrip¢ni aktivaci
p21 aBax [37].

Lidsky papilomavirus

HPV je maly neobaleny virus tvoreny
dvouretézcovou DNA o velikosti pfi-
blizné 8 kb, ktera kédduje osm genl ve-
doucich ke vzniku strukturnich (L1, L2)
a nestrukturnich proteinl (E1, E2, E4,
E5, E6 a E7). Z hlediska nddorové trans-
formace jsou vyznamné virové onko-
geny E5, jejichz exprese vede k trans-
formaci hostitelskych bunék. Proteiny
E6 a E7 interaguji s nddorovymi supre-
sory p53 a pRb [38]. HPV zahrnuji vice
nez 200 typU rozdélenych do péti rodd,
pficemz v rdmci rodu alfa se na zakladé
jejich onkogenniho potencidlu roz-
liSuji low-risk a high-risk kmeny [39].
Typy HPV-16, HPV-18 a HPV-31, HPV-
33 a HPV-42 patfi do high-risk skupiny
a vedou ke vzniku nador( v anogenitalni
oblasti a v oblasti hlavy a krku [40]. Typy
HPV-6 a HPV-11 patfi do skupiny low-risk
a infekce jimi ma za nasledek benigni
proliferaci bunék [39].

Rozdil mezi high-risk a low-risk typy
HPV spociva v lokalizaci a afinité vazby
HPV E6 s p53. U high-risk typd mechaniz-
mus degradace vyZaduje nejprve vazbu
E6 na kratky motiv LxxLL E6-asociova-

ného proteinu (E6AP) ubiquitin ligazy,
pfi které dochazi k vytvofeni vazebné
kapsy potfebné pro interakci s p53 [26].
Nasleduje polyubiquitinace a degradace
p53 ubiquitin-proteazomovou drahou.
High-risk E6 touto cestou podporuje
proliferaci nadorovych bunék [41]. High-
-risk E6 ma dvé vazebna mista pro p53 -
jedno v centrdlni oblasti, které se podili
na tvorbé heterotrimerniho komplexu
a degradaci p53, a druhé na C-konci
p53.Vazby na C-konci se neucastni E6GAP
a neni relevantni z hlediska degradace
p53 [42].

Low-risk HPV E6 také vaze p53
v C-oblasti, ale tato interakce nijak
neovlivhuje degradaci proteinu p53.
Obecné se udava, ze low-risk E6 inter-
aguje s p53 s mnohem nizsi afinitou [43].

Kromé uvedeného maji high-risk
E6 i E7 mnozstvi dalSich funkci jako in-
hibice diferenciace, apoptdézy a imunitni
odpovédi [44].

Virus hepatitidy C

Podobné jako u HBV je chronicka infekce
HCV ¢astou pficinou vzniku hepatocelu-
larniho karcinomu. Ackoliv neni zcela
zfejmé, zdali je mechanizmus vedouci ke
vzniku hepatoceluldrniho karcinomu vli-
vem HCV pFimy, nebo nepfimy, mnoho
praci poukazuje na epigenetické zmény
v hepatocytech infikovanych HCV [45].

HCV je maly obaleny RNA virus,
jehoZz genom tvofeny jednofetézco-
vou RNA o velikosti pfiblizné 9,6 kb ké-
duje polyprotein o velikosti pfiblizné
3 000 aminokyselin. Virovy polyprotein
je po translaci $tépen virovymi i hos-
titelskymi protedzami na 10 mensich
strukturnich a nestrukturnich protein
(C, E1, E2, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B,
NS5A a NS5B), z nichz vétsina je multi-
funkénich. Replikace viru probihd v cy-
toplazmé, a nedochdzi tak k integraci vi-
rovych sekvenci do genomu hostitelské
buriky [46,47].

Virové proteiny NS2, NS3 a NS5A jsou
zminovéany v souvislosti s kanceroge-
nezi, pficemz mezi jejich cile v hostitel-
skych bunkach patfii protein p53. Drédha
proteinu p53 se zfejmé stala cilem viro-
vych proteinG z dGvodu snahy o zablo-
kovani apoptézy nebo zastaveni rdstu
infikovanych bunék, které umoznuji pre-
Ziti virQi [48-50].

Virova cystein-protedza NS2 vede ke
zméné lokalizace p53 v bunkach a brani
bunéc¢né odpovédi na poskozeni DNA.
Pfima interakce mezi p53 a NS2 ani
zména na urovni regulace exprese
p53 fizenych genl vsak nebyla pozoro-
vana [48]. Na rozdil od NS2 interaguje
virova serin-protedza NS3 svym N-kon-
cem s C-koncovou oblasti proteinu
p53 v oblasti oligomeriza¢ni domény,
a je tedy mozné, Ze tak brani tetrameri-
zaci p53 [49]. Dalsim z virovych protein(
je NS5A, ktery pfimo interaguje s protei-
nem p53 na jeho N-konci a zadrzuje jej
v perinukledrnim prostoru bunék. N&-
sledkem toho klesd hladina proteinu
p53 v jadfe a je snizena exprese p53 re-
gulovanych gent [50,51].

Nékteré prace ukazuji, ze HCV in-
fekce muze ovliviiovat aktivitu proteinu
p53 nepfimo. NS5B interaguje s RNA he-
likdzou DDX5 (p68), kterd je transkripc-
nim koaktivatorem p53. Relokalizaci
DDX5 do cytoplazmy dochazi k ome-
zeni jeji aktivity v jadfe a sniZzeni exprese
p53[52].

Lidsky T bunécny lymfotropni virus
typul

HTLV-1 je prvni identifikovany retrovi-
rus, u kterého byla prokazdna souvislost
s rozvojem nadorového onemocnéni,
a to T bunécnou lymfocytéarni leuke-
mii/lymfomem dospélych (ATLL). Kromé
uvedeného zpUsobuje infekce virem
HTLV-1 také dal$i onemocnéni, jako je
s HTLV-1 spojend myelopatie/tropicka
spastickd paraparéza, uveitidy a chro-
nické neurovegetativni poruchy. Udava
se, ze az u 5 % infikovanych jedinct se po
dobé latence, kterd muize trvat fadové
desitky let, rozviji ATLL [53].

HTLV-1 koéduje virovy protein Tax
a jeho exprese udéluje hostitelskym
bunkam imortalizovany fenotyp a vede
ke vzniku nador0. Cilem proteinu Tax
v bunkach jsou klicové molekuly fidici
proliferaci, bunécny cyklus a dalsi vy-
znamné signalni drahy, mezi jinymi i na-
dorovy supresor p53 [54].

Ukazuje se, Ze vétsina bunék infikova-
nych HTLV-1 nese wild type p53, ktery je
ale funk¢né inaktivovany proteinem Tax.
Bylo popsdano mnozstvi mechanizma ve-
doucich k transkrip¢ni inaktivaci p53,
které neptimo ovliviuji aktivitu p53. Ve
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vétsiné pripadl protein Tax brani inter-
akci transkrip¢nich faktorl s jejich ko-
faktory, ¢imz reguluje jejich transkripcni
aktivitu. Dochdzi predevsim k hyper-
fosforylaci p53 na Ser15 a Ser392, ktera
brani interakci s transkripcnim fakto-
rem TFIID a transkripéné znevyhodnuje
p53 [55], a dale k inhibici p53 fosfatazou
Wip1 zprosttedkovanou modulaci jader-
nych faktor( p300/CBP [53].

Onkogenni viry a proteiny
p63 a p73

Proteiny p53, p63 a p73 jsou evolu¢né
pfibuzné, vykazuji vysokou sekvenéni
homologii a podobnou doménovou
strukturu. Obsahuji tfi hlavni funkéni do-
mény: N-koncovou transaktiva¢ni do-
ménu (TA), centralni DNA-vazebnou do-
ménu a oligomeriza¢ni doménu [56-58].
Proteiny p63 a p73 byly popsany roku
1998 [57], resp. 1997 [59], tedy az témér
20 let po objevu p53 [60].

Latentni membranovy protein 1 viru
EBV indukuje expresi ANp73 v malignich
B bunkach [61]. Izoforma ANp73 je do-
minantni negativni inhibitor p53 [62].

Jaderny antigen 3C viru Epstein-
-Barrové interaguje s p73 a v bunécnych
liniich SAOS-2 a HCTp537, které neexpri-
muji p53, inhibuje apoptézu indukova-
nou doxorubicinem [63].

Jaderny protein viru HCV koimuno-
precipituje s izoformami p73a a p73f
v buné¢nych liniich HepG2 a SAOS-2.
Interakce jaderného proteinu HCV
s obéma izoformami p73 vede k jeho
translokaci do jadra buriky. Nizka dro-
ven exogenni exprese jaderného pro-
teinu HCV v bunéc¢né linii SAOS-2 na re-
portérovém plazmidu zvysSuje Uroven
aktivace promotoru p21 zprostiedko-
vané p73a a p73f. Naopak vysoka uro-
ven exogenni exprese snizuje schopnost
p73a aktivovat promotor p21, ale na
schopnost aktivace proteinem p73p vliv
nema [64].

V Hela bunkach vystavenych pUso-
beni cykloheximidu a kotransfekova-
nych s HPV18 E6 a zvlast p53, TAp63f3
nebo ANp63[3 byla pozorovana zvysena
rychlost degradace TAp63f3 ve srovnani
s ANp63[3. Degradace p53 pak probihala
nejrychleji. Izoforma TAp63 hraje ulohu
pfi formaci fokalnich adhezi v epitelial-
nich bunkach. Snizeni stability TAp633

vlivem E6 muze pfispivat k bunécné
transformaci indukci rdstu nezavislého
na ukotveni burky [65].

High-risk HPV E7 onkoprotein indu-
kuje expresi proteinu p63, ktery hraje
dulezitou roli pii opravé poskozeni DNA
v bunéc¢nych liniich odvozenych od kar-
cinomu délozniho ¢ipku. High-risk HPV
E7 indukovand exprese p63 by tedy
mohla byt zadsadnim faktorem ovlivAuji-
cim senzitivitu bunék karcinomu déloz-
niho ¢ipku k radioterapii [66].

Zavér

Virovd onkogeneze je komplexni pro-
ces, ktery zavisi na interakci virG s hos-
titelskymi proteiny. Onkoviry kéduji
regulacni proteiny, které maji schop-
nost pozménovat bunécnou signalizaci
a ovlivhovat tak proliferaci hostitelskych
bunék. Tumorigeneze souvisejici s viro-
vou infekci spociva v oslabeni aktivity
nadorového supresoru p53, pricemz me-
chanizmus spociva v pfimé ¢i nepfimé
interakci. Dlsledkem téchto interakci je
snizeni stability p53, inhibice transkripce
cilovych gend p53 nebo zabrédnéni
translokace p53 do jadra, kde plni funkci
jako transkrip¢ni faktor. Kromé interakci
s nddorovym supresorem p53 byly po-
psany i interakce s pribuznymi proteiny
p63 a p73, jejichz funkce jsou virovymi
proteiny také ovlivnény.
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Souhrn

Vychodiska: Soucasna protinadorova terapie se vyznacuje vysokou nespecifitou, a to z dlvodu
rdznorodé povahy nadord, kterd vyznamné snizuje ucinnost Ié¢by. Masivni rozvoj genomic-
kych, transkriptomickych a proteomickych metod v poslednich desetiletich umoznil detailni
charakterizaci nddor(i na genomové, transkriptomové a proteomové trovni a jejich vzajemna
kombinace tak predstavuje potencial, jak zvysit efektivitu procesu detekce neopeptidli a na-
sledného navrzeni specifické terapie. Mezi v soucasné dobé siroce pouzivané genomické
a transkriptomické metody patii zejména celogenomové, celotranskriptomové, piip. exomové
sekvenovani, kterd umoznuji detekovat jednonukleotidové polymorfizmy. V pfipadé proteo-
mickych metod, pokud je k dispozici peptidova knihovna, je mozné detekovat mutované pro-
teiny v biologickém vzorku. Nedilnou soucasti kooperace téchto metod jsou softwary, které
umozni interpretovat ziskané vysledky, jejich vizualizaci, pfip. zprostfedkuji konverzi mezi da-
tovymi formaty ¢asto specifickymi pro pouzitou metodu/pfistroj. Cil: Clanek primarné popisuje
bioinformatickou analyzu vzorkd v rdmci genomickych a transkriptomickych metod a jejich
mozné limitace a souvisejici problémy, které musi byt zvazeny v prdbéhu analyzy, zejména ty-
kajici se kvality vstupnich dat. V textu je rovnéz vénovana pozornost problémuim vychazejicim
ze zarovnani sekvenci na referen¢ni genom. Soucasti publikace je popis softwaru TransPEM,
ktery byl vytvoren za ucelem konverze vysledkl analyzy jednonukleotidovych polymorfizm
do podoby peptidové knihovny sekvenci vyuzitelné k detekci neopeptidi pomoci proteomic-
kych metod. Nechybi ani stru¢ny popis proteomickych metod vyuzivajicich tuto knihovnu
a predstaveni jejich omezeni.
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KOOPERACE GENOMICKYCH, TRANSKRIPTOMICKYCH A PROTEOMICKYCH METOD V DETEKCI MUTOVANYCH PROTEINU

Summary

Background: Current anti-tumour therapy is characterised by high non-specificity due to the diverse nature of tumours, which can significantly
reduce its efficiency. The massive development of genomic, transcriptomic, and proteomic methods has enabled the detailed characterisation
of individual tumours at the genome, transcriptome and proteome levels. Whole-genome sequencing, whole-transcriptome sequencing and
exome sequencing can be listed as examples of genomics and transcriptomics methods. Those methods are suitable for detecting single-
-nucleotide polymorphisms. In the case of proteomic methods, where a peptide library is available, it is possible to detect mutated proteins in
a biological sample. Also important is software that interprets and visualises the results or facilitates conversion between data formats that are
specific to the method. The combination of methods can in principle increase the likelihood of detecting new neoantigens and design-specific
anti-tumour therapy. Aim: The article primarily describes the bioinformatics analysis of samples using the methods of genomics, transcripto-
mics and proteomics, and the possible problems which must be considered during the analysis. The article includes a description of TransPEM
software designed to convert the results from the analysis of single nucleotide polymorphisms into a peptide library of sequences useful for the
detection of neopeptides using proteomic methods. The publication is accompanied by a brief description of the proteomics methods using this
peptide library and the summary of its limitations.

Key words
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Uvod

Soucasna protinadorova terapie vychazi
zejména z histologického vysetfeni na-
doru, souvisejici analyzy symptom pa-
cienta a z jeho predchozi 1é¢by. Terapie
nadorl se vyznacuji pomérné velkou
nespecifitou a s tim souvisejici mensi
Uspésnosti a kratkou dobou preziti pa-
cienta. Kvalitni charakteristika nador(
tedy predstavuje esencidlni komponent
pro zvoleni, pfip. vyvoj terapie, ktera
bude danému pacientovi tzv. usita na
miru.

Jednou z moznosti zkoumani nadord
pfedstavuji tzv. omics metody [1], jejichz
rozvoj v poslednich desetiletich pfinesl
nové moznosti pro vyvoj dokonalejsi te-
rapie. Z hlediska povahy zkoumané en-
tity rozeznavdme metody genomické,
epigenomické, transkriptomické, pro-
teomické a metabolomické (schéma
1). Jejich vzdjemnda kooperace muze
byt vyuzita pro fadu vyzkumnych za-
mérd, mezi néz bezesporu patii identi-
fikace novych proteinovych izoforem [2]
nebo detekce mutovanych protein(.
Prezentovany clanek je primarné vé-
novan genomickym, transkriptomic-
kym a proteomickym metodam a fesi
jejich moznosti a limitace v souvislosti
s bioinformatickou analyzou ziskanych
dat.

Genomické a transkriptomické pfi-
stupy se vyznacuji urcitou podob-
nosti ve vlastnim provedeni, jelikoZ oba
mohou byt zalozeny na sekvenovani
nukleovych kyselin. Siroce pouzivanymi
metodami jsou dnes techniky zprostied-

kovavajici genomové sekvenovani, celo-
transkriptomové sekvenovani a pfip.
exomové sekvenovani [3]. Z pohledu
presnosti vsak existuje nékolik dulezi-
tych faktor(, které vyznamné ovliviuji
jejich vysledek a naslednou interpretaci
ziskanych dat.

Prvnim dilezitym aspektem vsech
metod je laboratorni pfiprava vzorkud
a nasledné experimentdlni provedeni
sekvenace. V soucasném vyzkumu
a diagnostice je nejrozsifenéjsi sekve-
nacni platformou lllumina [4], ktera se
vyznacuje vysokou presnosti, pFijatel-
nou cenou a nenaro¢nosti na labora-
torni vybaveni. Jeji nevyhodou je oviem
relativné malad délka produkovanych
readll ve srovnani s dfive vyuzivanou
Sangerovou metodou [5]. Tato skutec-
nost mizZe vyrazné komplikovat nasled-
nou bioinformatickou analyzu, zejména
pokud se jednd o celotranskriptomové
sekvenovani [6]. Bioinformatickd ana-
lyza ziskanych sekvenacnich dat muze
byt rozdélena do nékolika krokd, jejichz
specifikace je zavisla na povaze experi-
mentu. Také volba vhodného softwaru
v zavislosti na vstupnich datech a cilech
experimentu predstavuje zasadni fak-
tor pro korektni bioinformatickou ana-
lyzu. Ta je rozdélena na kontrolu kvality
vstupnich dat, mapovani readd na refe-
renci, vlastni analyzu v zavislosti na po-
zadavcich experimentu a konec¢né inter-
pretaci vysledka [7].

V pfipadé proteomiky je v soucasnosti
dostupna Sirokd skala hmotnostné spek-
trometrickych metod, které je mozné

rozdélit z hlediska pfipravy vzorku na
Jtop-down” a,bottom-up” pfistupy. Me-
tody ,top-down” zkoumaji intaktni pro-
teiny, zatimco metody ,bottom-up”
analyzuji peptidy ziskané proteomic-
kym 3tépenim protein(. ,Bottom-up”
metody predstavuji nejvyhodnéjsi pri-
stup pro kvalitativni i kvantitativni de-
tekci proteinl ve vysoce komplexnich
biologickych vzorcich, jako je nadorova
tkadn, plazma nebo bunécnd kultura,
a proto se jim budeme déle vénovat.
Tandemovou hmotnostni spektromet-
rii (liquid chromatography tandem-mass
spectrometry — LC-MS/MS) je mozné vy-
uzit pro kvalitativni analyzu, tj. identifi-
kaci protein(, a Ize ji ispésné kombino-
vat s genomickymi i transkriptomickymi
metodami. Analyzu LC-MS/MS dat v3ak
komplikuje dostupnost tzv. prohleda-
vacich knihoven, které slouzi jako refe-
rence pro spravnou identifikaci zkou-
maného proteinu. A pravé genomicka
a transkriptomickd analyza je schopna
nabidnout nejkvalitnéjsi prohleda-
vaci knihovny reprezentujici zkoumany
vzorek.

Metody kvantitativni ,bottom-up”
analyzy, jako napf. monitorovani vybra-
nych reakci [8], je mozné kombinovat
s proteogenomikou zejména za Ucelem
validace jiz identifikovanych mutova-
nych proteind/peptidd. Platforma kom-
binujici vSéechny popsané metody ma
potencidl detailné charakterizovat na-
dorovou tkan a popsat proteiny/pep-
tidy, které doposud unikaly pozornosti
(schéma 2).
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Schéma 1. Diagram zobrazujici rozdéleni ,omics” metod (zapsano oranzovou barvou) a vysledkd, které Ize obdrzet jejich
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Schéma 2. Diagram zobrazujici kombinaci softwaru TransPEM navazujicim na bioinformatickou analyzu jednonukleotidovych poly-
morfizmu s proteomickou analyzou za tcelem detekce mutovanych peptidi/proteind.
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Kvalita vstupnich dat je zaklad
Prvnim a zasadnim krokem bioinforma-
tické analyzy u sekvenace nukleovych
kyselin je kontrola kvality vstupnich dat.
Data jsou nejcastéji obdrzena ve formé
kratkych sekvenci, tzv. read(, pficemz
kvalita kazdé baze v sekvenci mlze byt
odlisna [9]. U sekvenacni platformy Illu-
mina se napiiklad casto setkavame se
snizenou kvalitou osekvenovanych bazi
na koncich readd. Za ucelem posouzeni
kvality read( byl vyvinuty zna¢ny pocet
program(. Prikladem je FastQC [10],
ktery je specificky pro platformu Illu-
mina, nebo NGSQC (next-generation se-
quencing quality control) [11]. Mezi kri-
téria hodnoceni kvality ndlezi zejména
detekce obsahu sekvenacnich adap-
térd, zastoupeni nukleotid(i GC ve zkou-
manych readech nebo sledovani skére
kvality ziskaného ze vstupniho sou-
boru. Pokud se kvalita readd na zakladé
téchto parametrl ukaze jako nevyho-
vujici, je nezbytné provést opatfeni pro
zlepseni jejich spolehlivosti, zejména
ofezani readl, pfip. odstranéni vybra-
nych readd. Operace ofezavani readu je
Siroce pouzivand za ucelem eliminace
nekvalitnich koncl readd. K odstranéni
read se pfistupuje pfi vyskytu kontami-
nace sekvena¢nimi adaptéry. Obé ope-
race mohou byt samoziejmé kombino-
vany a v dusledku zlepsuji kvalitu readi
pro nasledné zarovnani na referencni
sekvenci [2,12].

Volba softwaru pro mapovani

Zarovnani readl na referenci (nejcas-
téji referencni genom) tvofi druhy krok
v ramci bioinformatické analyzy sekve-
nacnich dat. Volba programu uré¢eného
pro provedeny typ sekvenovani (exo-
mové nebo celotranskriptomové) je dal-
$im dUlezitym aspektem, ktery musi byt
zvazen zejména z dlvodu odliSnosti
mezi povahou dat poskytnutych sek-
venovanim exomu v porovnani se sek-
venovanim transkriptomu. Exomova
sekvenovani vychazeji z DNA jako vstup-
niho materiélu, a tedy v prdbéhu ma-
povani neni treba brat do uvahy alter-
nativni sestfih primarniho transkriptu
RNA (pre-mRNA). Ve srovnani s celotran-
skriptomovym sekvenovanim, v jehoz
pfipadé ready obsahuji sekvence tran-
skriptu, které mohou byt modifikované

alternativnim sestfihem, je z hlediska vy-
pocetni naro¢nosti vyhodnoceni exo-
mového sekvenovani snadné&;jsi [13,14].

Mapovani readll na referenci je rovnéz
ovlivnéno nékolika negativnimi faktory,
které musi byt pfi vyhodnocovani brany
do uvahy. Nejcastéji uvddénym nega-
tivnim faktorem je tzv. problém multi-
mapovani, pfi némz je jeden read pfira-
zen na nékolik mist v pouzité referenci
a ktery nastava zejména v oblastech ge-
nomu s vysokym obsahem repetitivnich
sekvenci. Tento problém muze byt do
jisté miry odstranén pouzitim techno-
logie ,paired-end” sekvenovani [15,16],
pfi niz ready, které jsou v paru, posky-
tuji presnéjsi zarovnani na referenci
diky v souctu delsi sekvenci. Velmi
Casto se téz objevuje problém kratkych
readd, které jsou obecné nachylné k fa-
leSné pozitivnimu zarovnani ve srov-
nani s delsimi ready. Redeni tohoto
problému spociva v pouziti jiné tech-
nologie sekvenovani produkujici delsi
ready, coZz ovsem vyrazné zvysuje cenu
sekvenovani [14,17].

Na zdkladé povahy dat a zohlednéni
alternativniho sestfihu se programy pro
mapovani readd na referenci déli na dvé
skupiny:,unspliced read aligners” a,spli-
ced read aligners”. Prvni skupina sdru-
Zuje programy, které v ramci mapovani
readl nezahrnuji alternativni sestfih,
napf. BWA [18] nebo Bowtie2 [19] a jsou
primarné uréeny pro zpracovani dat
z exomového nebo genomového sek-
venovani. Druha skupina program bere
do uvahy alternativni sestfih transkriptQ
a je vhodnd pro sekvenovani transkrip-
tomu (RNA-seq). Typickymi a Siroce
pouzivanymi softwary jsou Tophat2 [20],
GSNAP [21] nebo QPALMA [22].

Detekce jednonukleotidovych
polymorfizmu

Analyza jednonukleotidovych polymor-
fizmu (single nucleotide polymorphism
- SNP) je nezbytna pro ziskani pepti-
dové prohledavaci knihovny, ktera je
nutnd pro detekci potencidlnich muto-
vanych peptidd proteomickymi meto-
dami. Hlavnim problémem pfi detekci
pravych SNP je jejich separace od arte-
fakt vzniklych v pribéhu sekvenovani,
pfip. v pribéhu mapovéni readll na re-
ferenci [23]. Existuje nékolik volné do-

stupnych softwarovych bali¢kd Siroce
pouzivanych pro analyzu SNP, jako napf.
GATK [24], VarScan2 [25] nebo SAM-
tools [26], vzajemné se viak ve schop-
nosti detekovat SNP [isi [27]. Jejich vy-
stupem je seznam predikovanych SNP.
Na zakladé skutec¢nosti, jestlimda SNP vliv
na vysledny protein, rozliSujeme mu-
tace nesynonymni (s vlivem na vysled-
nou proteinovou sekvenci) a synonymni
(bez vlivu na sekvenci aminokyselin, a to
v dUsledku degenerace genetického
kédu). Pro pfipadnou proteomickou
analyzu jsou tedy dilezité pouze mu-
tace nesynonymni. Proteomické analyzy
ovsem vyzaduji SNP ve formatu pepti-
dovych sekvenci obsahujicich tyto mu-
tace, které tvoii referenéni databdazi nut-
nou pro nasledné prohledavani MS dat,
tzv. prohledavaci knihovnu. Vyhledani
specifické sekvence a zména pfislusné
aminokyseliny mohou byt u dané sek-
vence provedeny manudlné na zékladé
informaci ziskanych z analyzy SNP, nic-
méné s nardstajicim poctem peptido-
vych sekvenci a za predpokladu, ze
jedna mutace muze vést ke vzniku néko-
lika vyslednych protein (alternativni se-
stfih pre-mRNA), podstatnym zplsobem
narlsta casova ndro¢nost téchto operaci
a rovnéz pravdépodobnost chyby zpa-
sobené lidskym faktorem.

Za Ucelem automatizace popsaného
procesu zejména z ddvodu Uspory ¢asu
a minimalizace pravdépodobnosti vy-
tvofeni chybné sekvence byl vytvofen
software TransPEM (software for Transla-
tion sequence into PEptide based on
Mutation information) [28]. Pfedstavuje
novy bioinformaticky nastroj pro rych-
lou a robustni extrakci kédujicich sek-
venci z genomové sekvence a jejich
translace do protein(i zohlednujici vy-
sledky analyzy SNP.

Vytvorené soubory obsahujici viechny
takto vytvorené proteinové sekvence
mohou nésledné poslouzit proteomické
analyze jako prohledavaci knihovny. Pro
svou ¢innost program vyzaduje celkem
tfi vstupni soubory. Prvni ve formatu
FASTA obsahujici genomovou sekvenci,
kterd musi byt shodnd s referenci, na
kterou bylo provedeno mapovani readd.
Druhym je GTF soubor, ktery obsahuje
informace o poloze gen(ll a kédujicich
sekvencich v rdmci genomu. Posledni
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A. Neopeptid IIPTVLMTEDIK (mutace A na P) se tfemi
produktovymiionty (y2, y3, y3 2+), potvrzujicimi pfitom-

B. Neopeptid VSGSPEQAVEENLSSYFLDR (mutace S na
F) s osmi produktovymiionty (y4-1, y9 2+), potvrzuji-

nost mutované aminokyseliny ve zkoumané sekvenci.

EIF4G1_1IPTVLMTEDIK
AnaP

Zbytek b b+2 y y+2

114.0913 | 57.5493 [1372.7756 | 686.8914
2271754 | 1140913 [1259.6916 | 630.3494
324.2282 | 162.6177 [1146.6075 | 573.8074
4252758 | 213.1416 [1049.5547 | 525.2810
524.3443 | 262.6758 | 948.5070| 474.7572
637.4283 | 319.2178 | 849.4386| 425.2230
768.4688 | 384.7380| 736.3546| 368.6809
869.5165 | 435.2619| 605.3141| 303.1607
098.5591 | 499.7832| 504.2664 | 252.6368
1113.5360 | 557.2967 | 375.2238| 188.1155
1226.6701| 613.8387 | 260.1969| 130.6021
K 1354.7551| 677.8862 | 147.1128 | 74.0600

om|H| S|r|<|-H| v

N

cimi pfitomnost mutované aminokyseliny.

TACC3_VSGSPEQAVEENLSSYF LDR

SnaF

Zbytek b b+2 y

y+2

100.0757 | 50.5415 [2227.0513

1114.0293

187.1077 | 94.0575 [2127.9829

1064.4951

2441292 [122.5682 |2040.9509

1020.9791

331.1612 |166.0842 |1983.9294

992.4684
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948.9523
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900.4260
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e
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1340.6329]670.8201 |1000.5098
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1514.6969|757.8521 |800.3937
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Obr. 1. Seznam produktovych iontl reprezentujicich dva vybrané neopeptidy identifikované prohledavacim algoritmem Protein-
Pilot 4.5.0.0 s vysokou peptidovou konfidenci (peptidova konfidence > 99 %). Zelenou barvou jsou vyznaceny produktové ionty spo-
lehlivé identifikované v LC-MS/MS fragmenta¢nim spektru. Cervené jsou podtrzeny produktové ionty, které potvrzuji aminokyselinovou
zaménu a zahrnuji ve své aminokyselinové sekvenci mutovanou aminokyselinu. Z obrazku je patrné, ze peptidova konfidence nere-
flektuje pravdépodobnost pfitomnosti mutace v sekvenci neopeptidd a ze fragmentacni spektra neopeptidl je nutné po identifikaci

zkontrolovat.

soubor obsahuje vysledky z analyzy
SNP poskytnuté napt. programem Var-
Scan2 [25] v tabulkovém formétu obsa-
hujici pro kazdé SNP chromozom, pozici
v ramci chromozomu, referen¢ni a mu-
tantni alelu. Software TransPEM [28] po-
skytuje mutované a plvodni sekvence
vsech moznych transkriptd daného
genu. Ve srovnani s manualnim pfistu-
pem pfindsi vyznamnou ¢asovou Usporu
arovnéz minimalizuje mozné chyby pro-
stfednictvim kontroly vstupnich sou-
bord a systému hodnoceni a hlaseni
chyb vzniklych v priibéhu ziskavani mu-
tovanych sekvenci proteind. JelikoZ jsou
generovany viechny mozné peptidové

sekvence pro dany gen, je rovnéz na-
vysena pravdépodobnost detekce neo-
peptidd, jelikoz program timto postihuje
vsechny mozné podoby vysledného ge-
nového produktu.

Proteomicka analyza mutovanych
proteini

Tandemova hmotnostni spektrometrie
nabizi informace o genové expresi na
urovni proteind. Ziskané vysledky po-
skytuji vyssi vypovédni hodnotu v po-
rovnani s genomickymi metodami, jeli-
koz ptimo popisuji efektorové molekuly.
Mezi nejvétsi uskali LC-MS/MS patfi rlz-
noroda ionizovatelnost peptid(, vysoky

dynamicky koncentraéni rozsah pro-
teind ve vzorku a nutnost mit k dispozici
prohledavaci knihovnu.

Vysledky LC-MS/MS analyzy jsou ob-
vykle zatizeny nedostate¢cnym pokry-
tim sekvence a nizkou efektivitou pfira-
zeni zméfenych spekter k teoretickym
spektrim obsazenym v prohledavaci
knihovné. Ukazalo se, Zze az 10 % vysoce
kvalitnich a 65 % MS/MS spekter s nizsi
kvalitou neni vibec pfifazeno k sekvenci
proteinu/peptidu, ze kterého pocha-
zeji [29]. Genomické/transkriptomické
metody umoznuji ziskat prohledavaci
knihovnu Sitou na miru pro danou LC-
-MS/MS analyzu. Pfipravou téchto pro-
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Obr. 2. Fragmentac¢ni spektrum produktovych iontt reprezentujici peptid IIPTVLMTEDIK z proteinu EIF4G1
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Obr. 3. Fragmentacni spektrum produktovych iontt reprezentujici peptid VSGSPEQAVEENLSSYFLDR z proteinu TACC3.

hledavacich knihoven (jak bylo popsano
vyse) je mozné zvysit efektivitu identifi-
kace proteinli pomoci LC-MS/MS, a do-
konce je mozné identifikovat i pep-
tidy/proteiny s mutovanou sekvenci.
Vyznamné z toho benefituji LC-
-MS/MS pristupy zaméfené na identifikaci
tzv. neopeptidl, které pokryvaji mu-
tovanou cast sekvence proteinu. Soft-
ware na prohledavani LC-MS/MS dat
(napt. ProteinPilot, Proteome Discove-
rer) v principu pouzije prohledavaci mu-
tantni knihovnu zaloZzenou na genomic-
kych/transkriptomickych datech, kterou
in silico nastépi proteazou a vzniklé pep-

tidy posttransla¢né modifikuje na za-
kladé pravidel definovanych uzivatelem.
Ziskand data LC-MS/MS analyzy jsou na-
sledné importovéna a zpracovana. Po
dobu jejich zpracovéani dochazi k pfifa-
zovani zmérenych spekter ke spektrdm
teoretickym, a pokud je mezi spektry na-
lezena dostate¢na shoda, je peptid pova-
Zovan za identifikovany. Identifikované
peptidy jsou nasledné pfifazeny k prislus-
nym sekvencim protein0. Vysledkem ana-
lyzy dat LC-MS/MS je seznam identifiko-
vanych proteind a peptidd. V seznamu
identifikaci je potieba vyhledat neopep-
tidy. V ndsledujicim kroku je dale nutné

zjistit, jestli jsou neopeptidy unikatni,
a tedy jestli jejich sekvence neni sdilend
s jinymi proteiny. K tomuto Ucelu je vyu-
Zivéna funkce peptid/protein BLAST. Za
klicovou soucést nové vzniklé proteoge-
nomické platformy povazujeme zavedeni
verifika¢niho kroku, kterym ovéfujeme,
zda prohledavaci algoritmus skute¢né
identifikoval neopeptid s aminokyselino-
vou zaménou. Problémem vsak z(stava,
Ze soucasné prohledavaci algoritmy ne-
poskytuji funkci zohlednujici mnozstvi
a kvalitu produktovych iontd, které piimo
obsahuji mutované/ou aminokyseliny/u
v jejich sekvenci. Pro lepsi pochopeni pro-
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blému uvadime obr. 1, kterd reprezentuje
dva neopeptidy identifikované se stej-
nou peptidovou konfidenci s pomoci
prohledavaciho algoritmu ProteinPilot
4.5.0.0 (peptidova konfidence = 99 %).
V obr. 1 jsou zelené vyznaceny m/z pro-
duktovych iont(, které byly spolehlivé
identifikovany v MS/MS spektrech obou
neopeptidl (obr. 2 a 3). Z hlediska potvr-
zeni pfitomnosti mutované aminokyse-
liny v sekvenci oviem neopeptidy nejsou
rovnocenné a jejich neopeptidova kon-
fidence neni identicka. Je zjevné, ze mu-
tace (A na P) v neopeptidu IIPTVLMTEDIK
potvrzuje jen produktové ionty zy ay 2+
série (y2, y3, y3 2+, podtrzeny ¢ervenou
barvou; obr. 1A), které jsou navic velmi
nespecifické vzhledem k nizkémum/z.
K opacné situaci dochdzi u neopep-
tidu VSGSPEQAVEENLSSYFLDR (S na F;
obr. 1B), u néhoz vidime az osm produk-
tovych iontll ze sériey ay 2+ (y-1,y 2+,
podtrzeny cervenou barvou) potvrzujici
mutaci. Z obr. 1A a B je zfejmé, Ze prav-
dépodobnost spravné identifikace mu-
taci je odlisna u obou neopeptidl a neda
se ztotoznovat s peptidovou konfidenci.
Z tohoto dlivodu doporucujeme pfiiden-
tifikaci neopeptidli dliikladné kontrolo-
vat fragmentacni spektra a zaroven spat-
fujeme potencial v tvorbé softwaru, ktery
by urcil neopeptidovou konfidenci a zau-
tomatizoval proces jejiho urceni.

Zaveér

Detailni popis nadort zprostiedkovany
vzajemnou kooperaci genomickych,
transkriptomickych a proteomickych
metod vede k uc¢innéjsi detekci neo-
peptidl a potencidlné k vybéru ucin-
néjsi protinddorové terapie. Software
TransPEM [28] zprostiedkovava konverzi
vysledku ziskanych prostfednictvim SNP
analyzy do tvaru prohledévaci pepti-
dové knihovny, kterou lze néasledné vy-
uzit proteomickymi metodami k detekci
neopeptidd. Software je ovladan pro-
stfednictvim pfikazové fadky a v sou-
¢asnosti neobsahuje grafické uzivatelské
rozhrani. Podrobnéjsi popis softwaru je
uveden v manualu, ktery je ke stazeni
spole¢né se zdrojovym kédem soft-
waru na webu Recamo.cz [28]. Popisova-
nou kooperaci genomickych, transkrip-
tomickych a proteomickych metod lze
identifikovat imunogenni neoantigeny

déle vyuzitelné v ramci pfipravy pro-
tinddorovych vakcin. Je oviem nutné
poukézat na skutecnost, ze biologicka
funkce identifikovanych neoantigen(
musi byt dédle objasnéna jinymi mole-
kuldrné biologickymi metodami. Identi-
fikovany neoantigen s potencidlem pro
tvorbu neoantigenovych protinadoro-
vych vakcin by mél byt rozpoznavan
CD8 T lymfocyty. Rovnéz navozeni efek-
tivni imunitni odpovédi cilené na tumor
specifické neoantigeny je komplikované
a vyzaduje zapojeni multioborového
tymu védcl. Dalsim dalezitym aspek-
tem je, Ze k navozeni tumor supresivniho
ucinku neoantigenové vakcinace ¢asto
dochazi az po kombinaci s jinou formou
imunoterapie, jako napf. anti-PD1 anti-
-CTLA4 biologicka lé¢ba[30,31]. Uspésna
proteogenomicka identifikace mutova-
ného peptidu, resp. neoantigenu, tedy
predstavuje pouze velmi maly krok k vy-
voji specifické terapie.
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