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Abstrakt

Multiformny glioblastém predstavuje smrtelne rizikovd chorobu, ktor( aj napriek pokrokom vyvoja
novych diagnostickych inovacii a cielenych terapii nie sme schopni uUplne vyliecit, resp. zvySovat
percento UspesSnosti. Tento pochmurny vysledok je vacsinou spajany s komplexnostou choroby, ako je
individualna heterogenita a vyskyt niekolko nasobnych genetickych nestabilit. Pochopenie molekulovej
podstaty glioblastdmov méze zlepSit skoru diagnostiku, prognézu a terapeutickd predpoved. Navyse,
sucasné technologické vymoZenosti na urovni genomiky, epigenetiky, transkriptomiky &i proteomiky
pomahaju k definovaniu prognostickych a prediktivnych markerov. Na niektorych biomarkerov uz bola
dokonca realizovana laboratérna validacia a su pouzitefné pre klinicku aplikaciu. V tomto prispevku
diskutujeme o signalizaénych molekulach glioblastbmového procesu a sucasnych vyhodach

molekulovych analyz s moznostou vyuzitia v personalizovanom medicinskom pristupe.



Uvod

Glioblastém (GBM) je najfrekventovanejSim typom primarnych nadorov centralneho nervového systému
u dospelého Cloveka. Dostatoénd prognéza nadoru tohto typu ani napriek rozvoju inovativnych
diagnostickych stratégii a novych terapii vSak vyraznejSie nepokroCila. Komplexna a naroCne
reprodukovatelna diagndéza spolu s neschopnostou urcit presnejSiu odpoved na citlivost vodi
chemoterapeutickym rezimom, ako aj neoptimalna biologicka dostupnost CNS, prispievaju k
nedostacujucej prognéze pacientov s glioblastomom [1]. Preto pochopenie molekularnych
mechanizmov podloZzenych na pozadi agresivheho spravania GBM buniek mobze viest k
personalizovanému pristupu, adekvatnejSim terapiam a lepSie dosiahnutelnym vysledkom. Samotna
progresia nadorového ochorenia je podporovana somatickou evoluciou, €o je proces hromadenia
mutacii, ktory spdsobuje odchylku genédmu nadorovej bunky od zdravej bunky. Niektoré druhy malignit,
napriklad karcinom hrubého &reva maju Specifické a konkrétne definované zmeny, ktoré predchadzaju
jeho vyvoju. Pre vyvoj glioblastomu je Specificky vyskyt rozdielnych genetickych a molekulovych aberacii
v ramci hlavnych signalizacnych drah. V ostatnych rokoch sa v§ak rozsirili opodstatnené informacie,
dokazujuce, Ze nadory sa vytvaraju z réznorodych zoskupeni malignych buniek, ktoré okrem typickych
zakladnych genetickych anomalii zahffiaju aj Specifické genetické zmeny [2]. Spominana nadorova
réznorodost prameni z charakterizovanych genetickych nestalosti a vo zvy$eni rychlosti vzniku mutacii,
ktoré sprevadzaju vsetky novovzniknuté neoplazie. Glioblastomy su letalne, nakolko sa rozsiahlo
rozptyluju cez mozgovy parenchym, ¢o brani maximalnej chirurgickej resekcii, a taktiez pre ich
charakteristickll vysoku vaskularizaciu. Potreba cielenej lieCby na inhibiciu migracie, angiogenézy a
potlagenie transportu buniek je pre dany typ nadoru velmi ziadana. Neexistuju dedi¢né Crty, ktoré by
predisponovali vzniku glioblastému, vSetky charakterizované genetické zmeny su somatické a ziskané.
V tejto praci chceme poukazat na najCastejSie ovplyvnené signalizaéné drahy daného maligneho typu
a ich moznosti vyuZzitia v personalizovanom medicinskom pristupe.

PATOGENEZA GLIOBLASTOMOV
Drahy onkogenézy

NajcastejSiu zmenu podstupuje signalna draha receptorov tyrozin kindz (RTK) [3]. Dané receptory su
lokalizované na povrchu bunky, kde viazu rastové faktory (RF). Vazba rastovych faktorov je vo forme
cross-link prepojeni, ¢im indukuje dimerizaciu dvoch prilahlych receptorov s naslednym konformaénym
posunom. Tento presun aktivuje kinazovu funkciu RTK, s vyuzitim krizovej fosforylacie tyrozinovych
zvySkov v priprave na nadvazujuce signalizacné kaskady (obr. 1). Receptory epidermalneho rastového
faktora (EGFR) signalizuju funkcie ohfadom proliferacie, migracie, diferenciacie a prezivania vSetkych
typov buniek centrdlneho nervového systému [4]. V GBM bunkach moéze byt signalizdcia EGFR
aktivovana na zaklade zvySenej expresie receptora alebo jeho ligandu, amplifikacie EGFR lokusu,
a/alebo mutacie receptora. Je dblezité poznamenat, Ze akdkolvek kombinacia tychto zmien méze
koexistovat v ramci jedného nadoru. Onkogénne vlastnosti EGFR suU spojené s aktivaciou a
nekontrolovatelnym rastom fosforylaénej aktivity. Vacsina glioblastomov, ktoré maju zvy3enu aktivitu
EGFR maju taktiez aj mutaciu génu EGFR. Najc¢astejSia mutacia je v EGFRuvIII, ktora koreSponduje so
stratou exénov 2-7, €o vedie k vyradeniu 267 aminokyselin v extracellularnej doméne s naslednou
tvorbou samostatne a konstituéne aktivneho liganda. Tato mutacia nie je nikdy pozorovana v zdravych
tkanivach, ani v sekundarnych glioblastémoch [5].
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Obrazok 1: Genetické zmeny v klfu€ovych drahach glioblastému. Mutacie, delécie a amplifikacie pre
jednotlivé drahy: RTK/RAS/PI3K; RB a p53. Zelené boxy indikuju aktivaciu mutacii a amplifikacii.
Cervené boxy predstavuji neaktivne alteracie ako su mutacie a delécie [Upravené podra zdroja 6].

Dalsie &asté zmeny signalov pri glioblastémovych nadoroch patria drahe Ras (G-proteiny; malé
guanozin trifosfatové hydrolazy). ZvySenie aktivity Ras drahy je pozorované u takmer vSetkych typov
gliomovych tumorov, i ked mutacie Ras nie su velmi bezné [7]. Dané zvySené hladiny (pri absencii
mutacii Ras) mdzu byt pripisované narastu aktivacii regulaénych faktorov, akym je aj EGFR (obr. 1).
Ras je protein viaZzuci guanozin (G protein), ktory cyklicky prechadza z neaktivnej formy (viazany na
GDP) na aktivnu (viazany na GTP). Aktivny Ras (Ras-GTP) podporuje progresiu v ramci bunkového
cyklu, prezitia a migracie cez kaskadu deregulaénych efektorov.

Draha fosfatidylinozitol-4,5-difosfat 3-kinaza/fosfatdzy a Tenzinového homoldga/serin treoninovej
kinazy Akt (PI3K/PTEN/AKkt) je taktiez spustana interakciami receptora RF (obr. 1). Po aktivacii
spominaného receptora je PI3K vtiahnuta do bunkovej membrany, ¢o vylstuje do generacie
sekundarnych poslov fosfatidylinozitol (3,4,5)-trisfosfatu (PIP3). Inhibujdcim efektorom PIP3 je Akt, ¢oho
vysledkom je bunkova proliferacia a zabrana apoptézy. PTEN sa bezne prejavuje ako negativny
regulator PI3K a ukoncéuje signal PIP3. V GBM, funkcia PTEN ako tumorového supresora je Casto
inaktivovana stratou heterozygozity, alebo mutaciou-indukovanej konstitutivnej aktivacii PI3K, ktora
vytvéra zvySenu dostupnost PI3K [8].

Draha regulujuca génom retinoblastému (RB) zohrava klu€ovu ulohu pri bunkovom cykle. V bunkach,
ktoré su necinné alebo neproliferujuce je protein RB hypo-fosforylovany a aktivne sa viaze na
transkripény faktor E2F. Vazba RB na E2F zabranuje transkripcii génov, ktoré su potrebné pre mitézu
a bunkovy cyklus je tak zastaveny v kontrolnom bode G1/S. V proliferujucich bunkach, RF indukuju
tvorbu cyklin D1 a aktivuju kinazovo-cyklinové komplexy (CDK). Aktivhe CDK komplexy fosforyluju RB,



€¢o ma za nasledok uvolnenie E2F. Volfny E2F indukuje transkripcie génov, ktoré podporuji DNA syntézu
a tym spustaju bunkovu proliferaciu. Negativna regulacia RB drahy mdze byt dosiahnuta cyklin-
zavislych kinazovych inhibitorov (CDKN). Niektoré GBM bunky mézu potlacat tuto negativnu regulaciu
vdaka metylacii RB prométora a utimeniu génu. Zmena RB drahy vedie k zavaznym nerovnovaham v
bunkovom cykle (obr. 1) [9].

Draha tumor supresorového génu TP53 ma vyraznu ulohu pri kontrole bunkového cyklu, odpovedi DNA
na poruchy, smrti bunky a bunkovej diferenciacie. Pri poSkodeni DNA je bunka stresovana a aktivuje sa
draha TP53. Aby ¢asom mohlo dbjst’ k oprave DNA, TP53 zvySuje transkripciu p21, patriaci k CDKN,
ktory viaZe cyklin-zavislé proteiny a inhibuje ich funkcie aby sa zastavila progresia bunkového cyklu cez
G1 fazu. Ak sa vyskytne viac poSkodeni, ktoré by sa nestihali napravit, TP53 vyvolad smrt bunky, &im
sa predide rozdeleniu buniek obsahujucich mutovani alebo poskodend DNA. TP53 indukuje
transkripciu (E3 ubiquitin-protein ligaza) MDM2, ¢o je proto-onkogén, ktory vedie k degradacii TP53 a
prevencii opravy DNA. Na to, aby sa udrziavala aktivita TP53, CDKN2A-p14ARF deaktivuje MDM2
procesom degradacie. MDM4 (regulator TP53), mdze deaktivovat TP53 cez viazanie transkrip&nej
aktivacnej domény [10]. V fudskych gliomoch su TP53 mutacie ¢asto nespravne zamiefiané mutacie,
ktoré cielia na exdny nevyhnutné pre viazanie DNA. Ostatné alternacie pritomné v GBMs si MDM2 i
MDM4 amplifikacia a vyradenie CDKN2A-p14ARF, obr. 1 [11].

V sucasnosti nie je definovany sled udalosti, ktory by definitivne viedol k vyvoju GBM. AvSak, akakolvek
kombinacia zmien v spominanych signalnych drahach méze prispiet k vzniku GBM.

Intratumorova heterogenita

Intratumorova heterogenita (IH) je definovana ako pritomnost viacerych odliSnych bunkovych
subpopulacii v ramci jedného nadoru u jedného pacienta [12]. R6znorodost tumoru dovoluje nadorovym
bunkam odpovedat’ na selektivne natlaky a takto prispievat k ich agresivite, rastu a zlyhaniu terapie
[13]. Tato heterogenita predstavuje vyzvu pre dizajnovanie novych a efektivnych liekov. V su€asnosti
existuju dva navrhované mechanizmy vyvoja IH: (i) schopnost seba obnovy nadorovych kmeriovych
buniek a (ii) samotny klonalny vyvoj, ktory dokaze zvysit genetickl rozmanitost v ramci postihnutych
tkaniv [14]. Intratumorova heterogenita je priestorovo definovana od jadra nadoru po jeho okraj. Jadro
GBM nadoru je lokalita s vysokou proliferaciou a zapalom, pricom pozostava zo zény nekrézy, ktora je
obklopena nadorovou masou (obr. 2). Okraj medzi nadorovym tkanivom a mozgovym parenchymom sa
nazyva rozhranie. Hustota nadorovych buniek klesa vzhladom ku vzdialenosti od jadra, kde je najvyS$sia
[15]. NajvzdialenejSia plocha je periférna mozgova zéna (PMZ), ktora sa sklada hlavne z mozgového
parenchymalneho tkaniva s izolovanymi infiltradtmi. Tieto izolované infiltraty rozptylené medzi
normalnymi mozgovymi tkanivami v PMZ ndm pomahaju pochopit, pre€o absolutna chirurgicka resekcia
nie je mozna a rekurencia je takmer neodvratna. Viaceré Studie dokazuju, Ze biopsie odobrané z jadra
a povrchovych zén mali ovela vy3Sie urovne genomickych zmien v porovnani s biopsiami tkaniv PMZ,
¢o dokazuje, ze zmeny na génovej Urovni su zavislé od lokality nadoru. Tieto vysledky su jasnym
ukazovatelom toho, Zze nadorové fragmenty pochadzajuce od jedného pacienta mézu byt klasifikované
do réznych molekulovych podtypov [16]. Recidivy nadoru v primarnom mieste alebo v okolitom
mozgovom parenchyme sa vyskytuju ¢asto aj napriek novym terapiam a zakrokom. Tieto difizne a
invazivne vlastnosti su podobné aj pri astrocytbmovom type, nakolko je spojeny s migraciou gliomovych
kmeriovych buniek [17].
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Rovnako ako glioblastémové kmeriové bunky
(GSC), aj diferencované bunky GBM mozu
podstupit epitelialno-mezenchymalnemu
prechodu (EMT) za GCelom napadnutia
mozgového parenchym. Tento proces je
regulovany roéznymi transkripnymi faktormi,
akymi su: faktory zinkového prsta ZEB a SNAIL,
Twist protein, alebo nuklearny faktor kB (NF- kB);
ktoré sa aktivuju po€as zapalovych, nekrotickych
a hypoxickych podmienok [a, b]. Vysledkom toho
je ziskanie mezenchymalnych vlastnosti buniek
a expresia degradacnych enzymov
extracelularneho matrixu (najviac
metaloproteinazy-9, MMP-9) s cielom podpory
nadorovej invazie [c]. Nadorové krvné cievy su
zvyCajne neuplné a netesné, preto je podporena
intra/extravazacia, Cize prienik nadorovych buniek
do lumenu krvnych alymfatickych ciev
s naslednym  uchytenim v mikrovaskulature
receptivnych organov [d]. Za patologickych
podmienok, je hematoencefalicka bariéra Casto
naru$ena, ¢o umozfiuje GBM bunkam [ahSi
prechod do krvného rieciska [d]. Ked su nadorové
bunky rozsirené od svojho miesta vzniku, m6zu sa
stat pokojnymi alebo zacat proces
metastazovania. Tato rovnovaha je citlivo
regulovana environmentalnymi  podmienkami
a dalSimi faktormi (BMP7 alebo TGFB2), ktoré
navodia bunke spankovy rezim alebo nastartuju
vznik metastaz [e], upravené podla zdroja [15].

KLASIFIKACIA GLIOBLASTOMU NA ZAKLADE GENETICKYCH UKAZOVATELOV

Genomické abnormality primarneho a sekundarneho GBM

Vacésinu GBM predstavuju primarne nadory, ktoré vznikli bez predchadzajuceho ochorenia. Primarne
GBM su agresivne, velmi invazivne nadory, ktoré sa zvacsa vyskytuju u starSich fudi. Sekundarne GBM
su ovela menej bezné a vyskytuji sa hlavne u ludi mladSich ako 45 rokov. Sekundarne GBM vznikaju
z low-grade astrocytdmov a maju zvacsa lepSiu prognézu. Primarne a sekundarne GBM su histologicky
neodlisitelné, i ked sa vyvijaju z odliSnych genetickych podkladov a vyznaluju sa rozdielnymi
genetickymi zmenami (tab. 1), ktoré umoznuju ich rozdelenie [18]. Tieto zmeny, nachadzajuce sa najma
v primarnych GBM predstavuju EGFR amplifikacie alebo mutacie, PTEN vyradenie alebo mutacie a
CDKN2A- p16INK4a delécie. Amplifikacia alebo mutdcia EGFR vyustuje do konstituénej aktivity,
zvySenia proliferacie a prezitia zmutovanych buniek. PTEN delécie alebo mutéacie su takmer jedine¢né
pri pokrocilych fazach ochorenia u primarnych GBM. CDKN2A-p16INK4a delécie sa mézu nachadzat
aj pri primarnych, aj pri sekundarnych GBM, i ked st ovela EastejSie spajané s primarnym GBM. Klinicka
dolezitost CDKN2A-p16INK4a delécii nie je zatial stanovena. Genetické zmeny bezne pritomné v



primarnych GBM zahffiaju TP53 mutacie a mutacie izocitrat dehydrogenazy 1/2 (IDH1/2) [19]. TP53
mutacie su detekovatelné v skorych fazach ochorenia pri sekundarnych GBM. IDH1/2 mutacie sa
vyskytuju len zriedka pri primarnych GBM, a nedavno boli oznacené ako zmeny, ktoré sa ¢asto vyskytuju
v low-grade glidmoch a v transfere do sekundarnych GBM. IDH1 mutacie su povazované za
najdéveryhodnejsie indikatory pri rozliSovani primarnych a sekundarnych GBM [19]. Zrozumitelnejsi
zoznam CastejSie sa vyskytovanych zmien v primarnych verzus sekundarnych GBM sa nachadza v
tabulke 1, i ked tento zoznam nie je eSte stale kompletny.

Tabulka 1: NajCastejSie sa vyskytujuce mutacie génov pri glioblastdmoch [20].

Primarny GBM Sekundarny GBM
Genetické alteracie EGFR amplifikacia IDH Y2 mutacia
CDKN2A-p16™K4 delécia LOH 22q, 13q, 19q
LOH? chromozému 10 TP53 mutacia
PTEN mutacia
Profil génovol/proteinovej expresie Centrozomom-asociovany protein 350 | ADAMTS-19¢
Enolaza 1 ASCL1'
Fas S kadherinom suvisiaci tumor
IGFBP2P supresor
MMP-9¢ DUOX29
Survivin ERCC6"
Tenaskin-X-prekurzor HNRPA3'
VEGE Strata TIMP-3/
VEGF fms-pribuzny TK PDGFR
TP53
WNT-11 proteinovy prekurzor
Metylacia prométorov -- CDKN2A-p14ARF
CDKN2A-p16/MNk4a
MGMT'
RB
TIMP-3
Skratky:

aStrata heterozygocity; °Inzulin-podobny rastovy faktor viaZuceho proteinu 2; °Matrix metallopeptidaz 9; “Vaskularny
endotelidiny rastovy faktor; ®Dizintegrin a metaloproteinaza 19; “Achaete-Scute Family“ BHLH transkripény faktor; 9Dual
oxidaza 2; "Krizovo-komplementaéna skupina exciznej opravy; 'Jadrovy nukleoprotein A3; ‘Tkaninovy inhibitor metaloproteinaz
3; Clen Wnt rodiny 11; '0-6-metylguanin-DNA metyltransferaza.

Klasifikacia na baze genému, epigenému a transkriptomu

Iniciacia a progres GBM su viazané na genetické a epigenetické aberacie. Na zaklade jedine€nych
genetickych profilov mézu byt GBM rozdelené do Styroch skupin: (i) mezenchymaine; (ii) klasické alebo
proliferané; (iii) pre-neuralne a (iv) neuralne. Tieto molekularne podtypy su spojené s odliSnymi
priestorovymi zénami GBM nadoru. Mezenchymalne GBM maiju popri delécie neurofibrominu 1 (NF1)
aj zvySenu expresiu mezenchymailnych a astrocytémovych markerov. Neurofibromin 1 zvy&ajne funguje
ako negativny regulator drahy Ras. Klasicky podtyp sa vyznacuje vysokou uroviou proliferacie
asociovanej s EGFR amplifikaciou. Proneutralny podtyp GBM je pritomny s alteraciami v TP53,
PDGFRA, PIK3C a IDH1. Tieto GBM sa vyskytuju najma u mladsSich pacientov a su asociované s
priaznivym vystupom. Neuralne podtypy GBM predstavuju silni kompoziciu génov, ktoré sa vyskytuju
vo vyvoji a funkcii nervového systému [21]. Mezenchymalne a klasické podtypy su zvadSa spojené s
agresivnejSimi gliomami vys$Sej urovne, zatial ¢o proneuralny podtyp reprezentuje menej agresivne
gliomy. Aj napriek tomuto faktu su vS§ak mezenchymaine, klasické aj proneuralne podtypy asociované s
nadorovym tkanivom. Dal$i zhluk nadorov bol nedavno identifikovany na zaklade CpG metylaénych
fenotypovych ostrovov. Tieto nadory maju viaceré alteracie, DNA metylacné obrazce a transkriptomické
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profily v porovnani s ostatnymi Styrmi podtypmi GBM a su priradované k nadorom s velmi priaznivym
terapeutickym vysledkom.

Proces vzniku glioblastomového postihnutia je charakterizovany unikatnym setom molekularnych zmien
v bunkach a ich mikroprostredim. Je Casto evidentné, Ze tieto procesy sa liSia nielen medzi pacientmi,
ale taktiez medzi podtypmi v ramci jedného nadoru. Tieto rozdiely poukazuju na odliSnosti, ktoré su
viditelné najma pri vyvijani novych cielenych lieCebnych terapii.

GENOMICKE POZADIE GLIOBLASTOMU

Somatické mutacie

Somatické aberacie predstavuji mutacie, ktoré nie su dedi¢né, Cize mdzu vznikat spontanne
v somatickych bunkach v désledku chyb vyskytujicich sa pri replikacii DNA alebo pri expozicii na
mutagény zivotného prostredia. Vysledkom tychto mutacii dochadza k bunkovej transformacii
a nadorovej progresii. Jednym z pristupov k ur€eniu, ktoré gény su za pozitivhu selekciu GBM
zodpovedné paralelné mutacii. Paralelné alebo opakujuce sa mutacie su identické nukleotidové
substitucie, pritomné na rovnakych miestach nadoru u réznych pacientov. Dané mutacie su silnym
predpokladom pre pozitivhu selekciu GBM identifikujicich génov, nakolko nahodna fixacia rovnakych
mutacii u odliSnych pacientov je vysoko nepravdepodobna [22]. V praci od Lombardiho a Assema
(2017) je uvedeny zoznam signifikantne mutovanych génov, ktoré zohravaju paralelu pri uréovani GBM,
pricom najviac frekventovany vyskyt bol zaznamenany u tychto génov: PTEN, EGFR, TP53, PIK3RI,
RB a IDH1. Vyhodou pouzitia pararelizmu je identifikovanej selekcie glioblastémového postihnutia aj
ked celkové pocty mutovanych génov nevykazuju Statisticki vyznamnost' [6].

Numerické chromozémové aberacie

Chromozémové aberacie v pocte kopii predstavuju somatické zmeny v chromozoémovej Strukture,
ktorych vysledkom je strata alebo ziskanie opakujucich sa sekvencii v DNA. Prave podty variabilnych
képii medzi somatickymi, pohlavnymi a nadorovymi tkanivami su rozdielne. Pri GBM méZeme pozorovat
celkovu alebo €iastkovu stratu chromozému 9 a 10; polyzémiu na chromozdémoch 7, 19 a 20; deléciu
CDKN2A/B lokusa; a vysoku amplifikaciu EGFR lokusa. Najskér sa vyskytujuce aberéacie pri GBM
evolucii su cielené na chromozémy 7 a 10. Aberacie v inych znamych spustatoch GBM sa sustreduju
do amplifikacie receptora pre dostiCkovy rastovy faktor (PDGFRA), v oblasti Y-box (SOX2), dalej MDM2
a MDM4. Spomenuté aberacie sa mézu vyskytnut v réznych nadorovych fazach [6,16].

Zaver

Personalizovana terapia zalozena na OMIC vystupoch predstavuje zhromazdovanie Udajov na zaklade
genomiky, transkriptomiky, proteomiky a metabolomiky. Vznikla za u€elom vytvorenia Specifickych
terapautickych pristupov k pacientom pre nastolenie efektivnejsej lie€by onkologickych choréb. AvSak
intratumorova heterogenita utimuje su€asné snahy o stabilizovani molekularnych biomarkerov. Nakolko
genetické zmeny nie su spolo¢né pre vSetky Casti tkaniva v ramci toho istého pacienta, preto terapia
podla Standardnych protokolov nemézZe byt uginna, resp. dosahovat podobny efekt u vSetkych
pacientov. Vyuzivajuc OMIC-technoldgie, je mozné predpokladat, Ze lie€ba multimorfného glioblastému
mdZe mat rovnaky efekt ako sa v su€asnosti pouZziva lie€ba HIV choroby. Kde sa po diagnostikovani
pacientov vykonava testovanie rezistencie na Specificky kmeri virusu. Na zéklade danych vystupov ma
lekar moznost kombinovanej terapie z ktorej si vyberie taku aby bola pre jednotlivého pacienta
najvyhodnejSia.

Pre uspech liecby GBM by bolo idealne odobrat resekciu nadoru pred a po liecbe, aby bola
sekvenovana a analyzovana niekolkymi OMIC technolégiami, tym by sa navrhol rezim cielenej terapie
a zaroven by sa vyhlo rozvoju rezistencie. Kombinované terapie budu tak predstavovat eliminaciu
toxicity, zabrarovat’ liekovym interakcidm a monitorovat' terapeuticki odpoved.
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Abstrakt

Rézne typy nadorovych ochoreni sa vyvijaju jedineénymi spdsobmi vzhladom na charakteristicku
senzitivitu voci podavanym protinadorovym lieCivam. Okrem toho je zname, Ze vo vnutri tumoru existuje
urcity stupen bunkovej diverzity, ktory zahffia kmeriové nadorové bunky tzv. tumor-initiating cells (TICs)
a diferencované bunky - s mierne odliSnymi stupfiami diferenciacie. Vo svetle novych suvislosti, ze
mitochondrie zohravaju dolezita ulohu pri progresii nadorovych ochoreni ako aj neuro-muskularnych
ochoreni, mézeme hovorit' o ,mitochondrialnej medicine®. Porozumiet cielenej mitochondrialnej terapii
a vyvijat' $pecifické mitochondridlne lie€iva je zadkladom mitochondrialnej mediciny. Mitochondrialna
dysfunkcia nadorovych buniek méZe ponukat nové mozZnosti pre ich terapiu. Tieto &inidla mdzu
ovplyviovat’ priamo mitochondrialne genetické zmeny, alebo drahy ako su glykolyza, oxidativna
fosforylacia, metabolizmus glutaminu i aktivacia retrogradnej signalizacie. Nadorové bunky su schopné
prispOsobit’ svoj bioenergeticky profil v zavislosti od mikroenvironmentalncyh podmienok a dostupnosti
zivin. Tato metabolicka plasticita umoznuje subpopulaciam nadorovych buniek prepinat medzi
glykolyzou a OXPHOS, aby pokryli svoje bioenergetické a biosyntetické potreby. Kombinované
farmakologické stratégie, ktorych terapia je cielend na mitochondridlne metabolické drahy by mala byt
vyZzadovana pre efektivne odstdnenie nadorovej masy a sprievodné odstranenie malych subpopulacii
mitochondrialne — naruSenych nadorovych buniek, ktoré mozu zapricinit chemorezistenciu a relaps

ochorenia.

Kiuéové slova: glykolyza, mitochondrie, nador, oxidativna fosforylacia, terapia
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Uvod

Kazdy typ nadorového ochorenia sa vyvija jedineénym spbsobom vzhladom na charakteristicku
senzitivitu voc&i podavanym protinadorovym lie€ivam. Okrem toho je zname, Ze vo vnutri tumoru existuje
urcity stupen bunkovej diverzity, ktory zahffia tzv. kmerfiové nadorové bunky (TICs — z ang. tumor-
initiating cells alebo CSCs - cancer stem cells) a diferencované bunky - s mierne odliSnymi stupfiami
diferenciacie. Tieto TICs su v suasnosti povazované za kmenové nadorové bunky a su zodpovedné
za relapsy po terapii prave kvoli ich schopnosti vyvinut si rezistenciu na chemoterapiu. Bolo zistené, ze
TICs vykazuju nizku bunkovu proliferaénd rychlost, vysoku rychlost seba-obnovy a maju potencial
diferencovat sa na vysoko proliferané nadorové bunky. TieZ vykazuju aj rezistenciu voci lieCivam
al/alebo radioterapii. Heterogenita buniek vnutri tumoru je sprevddzana aj vyraznymi zmenami
v metabolickom profile v zavislosti od typu buniek, ktora mdze ulahéit nadorovej bunke prezivat aj
zmenenych mikroenvironmentalnych podmienkach ako aj po€as a po chemoterapii [1]. O. Warburg bol
prvy, ktory demonstroval, ze nadorové bunky maji pozmeneny energeticky metabolizmus, t.j. vo vySSej
miere vyuzivaju glykolyticki drahu aj za pritomnosti kyslika. Tento ,Warburgow efekt® je
charakteristickym znakom nadorovych ochoreni. Dostupnost’ glukézy, glutaminu a kyslika je v nadore
priestorovo réznoroda v porovnani s podmienkami v dobre perfundovanych organoch. Uhliky
odvodené od glukdzy su pouzivané na syntézu aminokyselin, mastnych a nukleovych kyselin, teda
podporuju rozvoj nadorového ochorenia. Nadorové bunky, obsahujuce mutacie v désledku ktorych je
naruseny citratovy cyklus alebo elektrénovy transportny systém (ETS), a teda ATP produkcia je zavisla
na glykolyze, stale potrebuju aktivne mitochondrie na tvorbu metabolitov z glutaminu [2].

Metabolicky fenotyp nadorovych buniek

Pbévodne sa predpokladalo, ze TICs by mali prejavovat metabolicky fenotyp pripominajici hierarchiu
zdravého tkaniva, priCom multipotentné kmeriové bunky su v podstate glykolytické, zatial €o
diferencované somatické bunky vyuZivaju primarne oxidativnu fosforylaciu (OXPHOS) [3]. Podobné
schémy boli popisané uindukovanych pluripotentnych kmefovych buniek (iPS) , kde je
preprogramovanie spojené so zmenou z OXPHOS na glykolyticky program tvorby ATP, ktory je
esencialny pre uspesné nadobudnutie pluripotentného stavu. Tieto zistenia nepredpokladaju iba to, ze
metabolicky fenotyp a vlastnosti kmefovych buniek (stemness) su vnutorne prepojené, ale skér to, Ze
metabolicky fenotyp v skuto€nosti kontroluje viastnosti kmerovych buniek [1]. Bolo zistené, ze aerébna
glykolyza je preferovana u TICs buniek karcindbmu prsnika, nasofaryngealneho a u hepatocelularneho
karcinbmu [4,5]. Prekvapujuco, u niektorych typov nadorovych buniek bolo demonstrované, Zze
uprednostfiuju zisk energie oxidativnou fosforylaciou. To bolo dokazané u buniek karcindmu pluc,
CD133" buniek glioblastomu, pankreatického duktalneho adenokarcindomu a u leukemickych
kmeriovych buniek v pokojovom §tadiu [6,7]. Okrem glukézy, TICs mézu tiez vytvarat ATP a NADPH
oxidaciou mastnych kyselin (FAO - z ang. fatty acid oxidation) v mitochondriach. Seba-obnova u
hematopoetickych kmerfiovych bunkiek ako aj pri leukémiu-iniciujucich buniek sa zda byt zavisla na
FAOQ, na metabolickom procese ktory udrziava tvorbu ATP a prezivanie epitelialnych nadorovych buniek
po strate pripojenia k matrixu. Preto, inhibicia FAO ponuka pridavni farmakologicku stratégiu na
ovplyvnenie mitochondrialneho metabolizmu u TICs [8]. Hoci mechanizmus, ktory determinuje
pozorovany OXPHOS fenotyp nebol zatial Uplne charakterizovany pre vSetky spominané typy nadorov,
regulacné proteiny mitochondrialnej Struktiry a biogenézy by mohli mat zasadnu ulohu pri udrzani
vlastnosti kmerovych buniek [9]. Metabolicka premena (prepnutie) na OXPHOS bola preukazana v
TICS u tychto typov nadorov rezistentnych na inhibiciu glykolyzy. Tato premena by mohla bunkam
poskytovat vacsi stupefi nezavislosti z ohladu mikroenvironmentalneho prisunu Zivin. Vlastne,
OXPHOS dodava knefiovym nadorovym bunkam vy3Siu odolnost’ pri nedostatku Zivin, a taktieZ ich
metabolizmus klesa na bazalnu droven, €o je charakteristické pre mnoho solidnych nadorov. Hoci
v porovnani s glykolyzou prebieha OXPHOS zretelne nizSou rychlostou, je to ovela efektivnej$i zdroj
tvorby energie. Navyse, laktat vyluCovany diferencovanymi nadorovymi bunkami, ktoré metabolicky
preferuju glykolyzu, méze dalej sluzit ako pridavny substrat pre oxidativnu fosforylaciu pri bunkach
zavislych na mitochondrialnom metabolizme, ako su kmerfiové nadorové bunky, vytvarajuc tak
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metabolicky symbioticky systém [10]. Mitochondridlna funkcia je rozhodujuca pre fenotypy TICs.
Mitochondrie, sluziace ako zdroj ATP pre nadorové bunky sa tiez zu€asthuju kontroly réznych
signalnych drah ako su apoptéza, uvolfiovanie bioaktivnych reaktivnych foriem kyslika, ¢i produkcia
metabolitov ako napr. acetyl —CoA [11]. Zd4 sa, Ze zosilnenad mitochondrialna biogenéza je kiucovy
faktor pre funkénost kmenovych nadorovych buniek v oboch metabolickych stavoch - glykolytickom aj
OXPHOS dependentnom [6,9].

LieCba zamerana na inhibiciu mitochondrialnych funkcii

Vo svetle novych suvislosti, ze mitochondrie zohravaju dblezitu ulohu pri progresii nadorovych ochoreni
ako aj neuro-muskularnych ochoreni, mbézeme hovorit o ,mitochondridlnej medicine“. Porozumiet
cielenej mitochondrialnej terapii a vyvijat Specifické mitochondrialne agenty (Cinidla, lie€iva) je zakladom
mitochondrialnej mediciny. Mitochondrialna dysfunkcia nadorovych buniek méze ponukat nové
moznosti pre protinadorovu terapiu. Mitokany (z ang. mitocans) mitochondrialne cielené protinadorové
lie€iva su klasifikované na zaklade miesta pdsobenia. Tieto triedy ,mitokanov” su cielené na: 1. inhibitory
hexokinazy; 2. Bcl-2 rodinu bielkovin; 3. tiol-redox inhibitory; 4. VDAC/ANT systém proteinov ; 5.
elektronovy transportny systém; 6. lipofilné kationy cielené na vnutornd mitochondrialnu membranu; 7.
citratovy cyklus; 8. ostatné nezaradené [12]. Tieto Cinidla mézu ovplyvhovat priamo mitochondrialne
genetické zmeny, alebo este ovplyviovat drahy ako su glykolyza, OXPHOS, metabolizmus glutaminu
alebo aktivaciu retrogradnej signalizacie.

Terapia cielena na inhibiciu glykolyzy

Viaceré délezité enzymy podielajuce sa na aerdébnej glykolyze moézu byt vyuzivané pri cieleni
protinadorovej terapie (Obr. 1a). Fasetin, STF-31 a WZB117 su cielené na glukézovy transportér
GLUT1, teda inhibuju absorpciu glukézy. Dal$im cielenym enzymom pri protinadorovej terapii je
Hexokinaza II, &asto nadexprimovanym v malignych tumoroch, mézZe byt efektivne inhibovana
Lonidaminom a 2-deoxy-D-glukézou. Inhibitory pyruvatdehydrogenazykinazy (PDK), 6-fosfofrukto-1-
kinazy a pyruvatkinazy su dal§imi miestami modulacie zosilnenej glykolyzy nadorovych buniek. Inhibicia
Warburgovho fenotypu na kritickych miestach glykolytickej drahy by mohla byt G¢innou
chemoterapeutickou stratégiou. Mozno uvazovat o cytostatickom/cytotoxickom ucinku v désledku
zbavenia nadorovych buniek zdrojov, ktoré podporuju ich biosyntetické a energetické potreby [13].

Terapia cielena na metabolizmus glutaminu

Néadorové bunky sa €asto spoliehaju na zvySenu glutaminolyzu, aby pokryli zvy8ené poZiadavky na
biosyntetické prekurzory a NADPH, a udrzali funk&ny Krebsov cyklus. Glutamin je transportovany do
buniek cez membranové trasnportéry SLC1A5 a SLC7A2, v mitochondridch je konvertovany na
glutamat glutaminazou (GLS). Potom je konvertovany na medziprodukt Krebsovho cyklu, a-ketoglutarat
bud glutamatdehydrogenazou (GDH) alebo transaminazami (Obr. 1b). Hladina GLS byva zvySena
uréznych typov nadorov a ukazuje sa, ze jej inhibicia znizuje tumorigenézu [14]. Teda inhibicia
glutaminového transportu je spdsob, akym mozno obmedzit glutaminovy metabolizmus pri nadorovych
ochoreniach. Doposial je GLS najviac Studovany enzym na cielenu terapiu, kvoli jeho rozhodujucej
Ulohe v metabolizme glutaminu. Analdgy glutaminu .-DON, azaserin a aktivin testované v preklinickych
a klinickych S&tudiach vykazovali protinddorovu aktivitu, ale neboli vyvijané dalej kvdli ich
myelosupresivnym, neurotoxickym a gastrotoxickym G&inkom [15]. NajlepSie charakterizované
inhibitory su Zlu€enina 938 a BPTES. BPTES alostrericky inhibuje GLS stabilizovanim inaktivnej
tetramérnej formy enzymu a Zlu€enina 938 sa prednostne viaZze na neaktivhu monomérnu formu
enzymu a inhibuje konformacné zmeny veduce k aktivnemu enzymu. CB-839, BPTES derivat je
v stgasnosti v 1. faze klinickych $tudii pre solidne a hematologické malignity. Dal$im cielenym miestom
v terapii je reakcia katalyzovaa GDH. Epigalokatechin, Purpurin a jeho derivat R162 si nové, viac
Specifické GDH inhibitory, ktoré indukuju zvySenie ROS hladin a inhibuju rast tumoru v nadorovych
xenoimplantatoch [14]. Pouzitie inhibitorov glutaminového metabolizmu pri kombinovanej chemoterapii,
méze viest k redukcii chemorezistencie niektorych lieciv [13].

14



Fasentin GPNA

s STF3I Microenvironment  Benzylsering
< wzsi? a b N/ * Glutamine

o ASCT2
Glucose
HK —-— Glutamine

Glucose - 6- phosphate
o

Fructosc - 6- phosphate
PFK — 3ro
Fructose -1,6- bisphosphate

BCA Phosphomelpyrevate OA BPTES/CB-839
| PK ¢ Bardoxolone Methy! . Compound 968,
o

Cytosol ‘

Glutamine
RaE MM
GLs |

| N o ] |

Glutamate

Purpurin/R162

/“\ NAARNRL_aKa - s ek

Mitochondrial Dysfunction

Activation of
Transcription Fldor\ Retrograde
and Kinases / signaling

Gossypol
Navitoclay
f B2 — g1y

Alteration of Nuclear Gene «-TOS
Expression IBRCA2 «— PARP-1 Inhibitor
N\
Fasentin FADH, ADPep, AP M
| t GLuns b— PAD

STF31 NADHH
N,

Survival WZB117, AD

Metabolic Reprogramming
Cancer Progression \/
Chemoresistance

SROORE
HETEROPLASMIC
w v
l:';'.::' l"

Wikd-Type
A " HOMOPLASMIC
mDNA

Obr. 1: Potencialne stratégie na lie€bu nadorovych buniek s mitochondrialnou dysfunkciou, a.lie¢ba nadorovych
buniek s defektmi OXPHOS mdze byt cielena inhibitormi glykolytickej drahy; b. glutaminovy metabolizmus méze
vuyzivany pri protinadorovej terapii; c. retrogradna signalizacia aktivovana mitochondrialnou dysfunkciou méze
reprezentovat potencialny terapeuticky ciel; d.Nadorové bunky pri nedostatku glukézy v mikroenvironmente su
senzitivne voCi Cl a CllI inhibitorom dychacieho retazca; e. Nadorové bunky s heteroplazmatickou patogénnou
mtDNA moZzu by cielené vysoko Specifickymi endonukleazami (prevzaty od [13]).

Terapia cielené na retrogradnu signalizaciu

Mitochondrialna dysfunkcia spusta singnalnu drahu v smere od michochondrie k jadru. Vedie k aktivacii
transkripénych faktorov, a nakoniec aj k zmenam v expresii bielkovin veducich k rezistencii voci
apoptotickym podnetom a progresii hadorového ochorenia (Obr. 1c). Rezistencia voé&i apoptotickym
signalom bola asociovana so zvySenymi hladinami anti-apoptotickej Bcl-2 rodiny bielkovin, tie
prenadaju informéacie pomocou interakcii ich BH3 domén. BH3 mimetikéa ako su Gossypol, Navitoclax,
ABT-737 a a-tokoferyl sukcinat prerusuju tieto interakcie a dovoluju Bax a Bak vytvorit membranové
kandly iniciujuce apoptézu [12]. Navitoclax je v I/1l. faze klinickych Studii u pacientov s BRAF-mutantnym
melanémom a u metastatickych alebo neoperovatelnych solidnych nadorov. Dalej sa v obalsti cielenej
terapie zameriava na tumor supresorovu bielkovinu BRCA2, ktora reguluje homolégnu rekombinaciu
v DNA reparacnych procesoch. Znizena hladina BRCA2 bola demonstrovana u prostatickych a
prsnikovych nadorovych buniek s posSkodenou mtDNA. Nadorové bunky, ktorym chyba funkéna
bielkovina su asi 1000 krat senzitivnejsie voCi PARP inhibitorom. V suc¢asnosti sa skima v l/ll. faze
klinickych testov terapeuticky potencial PARP inhibitorov v kombinécii s dalSimi chemoterapeutikami pri
lieCbe zriedkavych rozvinutych nadorov [16]. Kombinacia PARP inhibitora spolu s inhibitorom Akt je
v su€asnosti v I.faze klinickych testov u pacientov s rozvinutymi solidnymi nadormi [13].
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Terapia cielena na mitochondrialne respiraéné komplexy

Nadorové bunky su schopné prispésobit svoj bioenergeticky profil v zavislosti od
mikroenvironmentalncyh podmienok a dostupnosti Zivin. Tato metabolicka plasticita umozriuje
subpopulaciam nadorovych buniek prepinat medzi glykolyzou a OXPHOS, aby pokryli svoje
bioenergetické a biosyntetické potreby a prezili aj chemoterapiu [17]. Nedavny experimentalny ddkaz
ukazal, Ze kombinované terapeutické stratégie zacielené na obe - glykolyzu aj mitochondialnu funkciu -
modzu byt pre nadorové bunky letalne. Hladina glukézy v nadore je Casto 3 - 10 nasobne nizSia
v porovnani so zdravym tkanivom [18]. Stimulacia aktivity dychacieho retazca za pritomnosti znizenej
hladiny glukézy v mikroenvironmente by mohla urobit glykolytické nadorové bunky senzitivnejSie vodi
OXPHOS inhibitorom (Cl a CII inhibitory) (Obr. 1d). Teda chemo-manipulacia obidvoch glykolitickej
a mitochondridlnej drahy zaroven, by mohla byt uzitoéna pri eliminacii nddorovych buniek. Nadorové
bunky lie¢ené inhibitormi mitochondrialnych respira¢nych komplexov (Rotendn, Piericidin A, Kapsaicin,
Caulerpin) indukuju metabolické prepinanie na glykolyzu, a tak sa stavaju hypersenzitivnymi voci
inhibitorom glykolyzy. Zatial ¢o inhibiciou glykolyzy sa nadorové bunky méZzu stat viac zavislé na
OXPHOS, a tym byt senzitivnejSie vodi inhibitorom dychacieho retazca [19]. Caulerpin, nova trieda
inhibitorov CIl komplexu potvrdzuje, Zze dysregulacia OXPHOS méze byt efektivne cielena
v protinadorovej terapii [20]. Tieto vysledky zddraziuju blizky vztah medzi hladinou glukézy a funkciou
mitochondrialnej OXPHOS, ako aj ddlezitost mikroenvironmetu pri zvazovani chemoterapeutickej
lieCby.

Terapia cielena na mutantnt mitochondrialnu DNA(mtDNA)

Stratégie editacie gendmu, ako su nukleazy zinkového prstu (ZFNs z ang. Zinc Finger Nucleases)
a nukledzy transkripného aktivatora-ako efektora (TALENs zang. transcription activator-like
effector), sa objavuju ako alternativne moznosti pre nadorové ochorenia pochadzajuce
z heteroplazmatickych mtDNA mutacii (Obr. 1e). VyuZitie ZFNs a TALENs sa zameriava na zniZenie
mnozstva mutantnej mtDNA preto, aby sa zlepSila OXPHOS dysfunkcia na nepatologicku hladinu.
Kazda ZFN doména rozpoznava 3 bp DNA a TALEN doména rozpoznava 1 bp DNA. Nezavisle od
typu endonukleazy, tento pristup vyzaduje vysoku Specificitu endonukleazy, ktora rozpozna mutovany
ale nie divoky haplotyp. Spojenie ligazou bude nasledne viest k poSkodeniu mtDNA. Avsak, rezidualna
(divoky typ) mtDNA sa bude replikovat aby sa obnovila. Kvéli Specifickému Stiepeniu, rezidualna mtDNA
nebude citlivda voci endonukleaze [21]. Pouzitie mtZFNs a mtTALENSs je v poCiatoCnej faze a su
potrebné dalSie Studie a optimalizacia metdd (Uspedné doru€enie ZFNs a TALENs do mitochondrii,
zmena pomeru mutantnej mtDNA a divokej mtDNA). Otvara vSak cestu pre potencionalne pouzitie
tychto stratégii pri kombinovanych terapiach u pacientov s rakovinou s mitochondrialnymi dysfunkciami
pochadzajucimi z mtDNA mutécii.

Zaver

Vacésina nadorovych buniek preukazuje odchylky od ,normalneho“ energetického metabolizmu, ktory
im dovoluje prezit, a niekedy aj prospievat v zhorSenych podmienkach ako su hypoxia a nizka hladina
zivin, €o je typické pre objemné tumory. Mitochondridlna dysfunkcia, v Skale od velmi nizkej aktivity az
po hyperaktivaciu mitochondrialnych funkcii bola popisana u réznych typov nadorov. V tomto zmysle sa
terapia cielena na zmeneny mitochondrialny metabolizmus stala velmi vyznamnou v oblasti Studia
nadorovych ochoreni. Vyskum na metabolizme zalozZenej terapii sa zaobera hlavne Studiom, aké su
nutrienty a enzymatické aktivity, ktoré nadorové bunky potrebuju na prezZivanie vo vy33ej miere ako
normalne bunky. Treba podotknut, Ze r6zne typy nadorovych buniek podliehaju réznym metabolickym
adaptaciam (viac glykolytické alebo oxidativne) v zavislosti od stupfia malignity. Okrem toho aj
heterogenita a metabolickd plasticita vnutri tumoru ma za nasledok rozdielne bioenergetické profily
vramci jednej nadorovej masy (v zavislosti aj od dostupnosti Zivin a kyslika). Kombinované
farmakologické stratégie, ktorych terapia je cielena na mitochondrialne metabolické drahy by mala byt
vyzadovana pre efektivne odstanenie nadorovej masy a sprievodné odstranenie malych subpopulacii
mitochondrialne —narusenych nadorovych buniek, ktoré mézu zapriCinit chemorezistenciu a relaps
ochorenia [12].
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Abstrakt

Endometrialny karcinom patri medzi ¢asté maligne ochorenie Zenskych pohlavnych organov, ktoré
znatne prispieva k mortalite gynekologickych malignych ochoreni. Su€asna klasifikacia
endometrialnych karcindmov ma svoje limitacie a vyZaduje si preto hfadanie novych strategickych
postupov a multidisciplindrny pristup v manazovani lieCby pacienta. Sucasné Kklinické Studie
charakterizuju maligne tkanivo globalne, pricom sa ignoruju individualne molekularne znaky tumorov.
Proteomické profilovanie endometrialneho maligneho tkaniva je sfubnym nastrojom, ktory moéze zlepsit
skoru diagnostiku a personalizovany pristup v lieCbe endometrialneho karcindmu. V nasej Studii sme
vyuzili integrovany pristup citlivych a Specifickych proteomickych metdd 2-DE a MALDI-TOF s cielom
analyzovat proteomicky profil endometrialneho karcindmu. Mnohé z identifikovanych proteinov su
zahrnuté v réznych biologickych drahach a procesoch aich nespravna regulacia mdze negativne
ovplyvnit progresiu nadorového ochorenia a odpoved pacienta na lie€bu. NavySe, znaéna heterogenita
bola pritomna v proteomickom profile vySetrovaného suboru. Nase vysledky poukazuju na nevyhnutnu
potrebu individualizovaného profilovania pacientok s endometrialnymi karcinomami a hfadania novych
stratégii, ktoré si vyzaduju pristup tzv. multidisciplinarnych omics technik v zefektivheni manazmentu

lie€by tohto nadorového ochorenia.

Kracové slova: proteomické profilovanie, endometrialny karcinom, 2-DE, MALDI-TOF metdda
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Uvod

Endometrialny karcindm (EC) je najCastej§im malignym tumorom Zenskych pohlavnych organov
a predstavuje 6 % vSetkych nadorovych ochoreni u zZien vo vyspelych krajinach [1]. Podla EUCAN bolo
v EU zachytenych 64 331 novych pripadov, pri¢om jeho incidencia v Slovenskej republike patri medzi
najvyssie (26,8 / 100 000) [2]. Tradiéna klasifikacia endometridlnych karcinémov vychadza z
dualistického rozdelenia na typ | (endometroidny endometrialny adenokarcinom) a typ |l
(neendometroidny endometrialny karcindm) na zaklade klinického priebehu, metabolickej a endokrinnej
charakteristiky tkaniva [3]. V sUcasnosti sa vS8ak uprednostiuje molekularna klasifikacia EC podla
projektu Cancer Genome Atlas, ktora nenaSla svoje uplatnenie v klinickej praxi a je len tazko
aplikovatelna pri samotnej lieCbe pacienta [4]. | napriek snahe detailnejSieho stratifikovania pacientok
podfa molekularnej charakteristiky, znacna &ast genomicky zdanlivo identickych vzoriek EC méze
vykazovat heterogenitu alebo nespada do ziadnej z charakterizovanych skupin [5]. Dévodom méze byt
Specialny molekularny profil odliSnych fenotypovych foriem EC. Hladanie molekularnych markerov,
ktoré by stratifikovali pacientky s vysokym malignym potencialom a prekancerdzne typy EC umozriuju
dnes moderné proteomické techniky [6]. Vyznam proteomického profilovania v tomto nadorovom
ochoreni popisuju viaceré vedecké studie [7,8,9,10]. Hoci, doteraz mnohé identifikované biomarkery
s vyuzitim proteomickych metéd su asociované s klinickou charakteristikou alebo prognézou
endometridlneho karcindmu, ziaden z nich nie je vyuzivany v klinickej praxi [10]. Proteomické
profilovanie s vyuzitim 2-dimenzionalnej polyakrylamidovej gélovej elektroforézy (2-DE PAGE)
a hmotnostnej spektrometrie (MALDI-TOF, Matrix-Assisted LaserDesorption/lonization-Time of Flight)
je dnes rychlym, citlivym a silnym nastrojom, ktory umoznuje v€asnu diagnostiku a personalizovany
pristup v lieCbe endometrialneho karcinomu [11]. V naSej Studii sme sa zamerali na stanovenie
proteomického profilu agresivnych podtypov endometrialneho karcindmu a identifikovanie proteinov,
ktorych nespravna regulacia mdze suvisiet s progresiou nadorového ochorenia. Nase vysledky
poukazuju na nevyhnutnu potrebu individualizovaného pristupu Studia molekularneho profilu pacientok
s EC, atiez hladanie novych stratégii, ktoré si vyZaduju pristup tzv. multidisciplinarnych omics technik
v zefektivneni manazmentu lieCby pacienta.

Subor pacientov a metédy

Pacienti a klinické vzorky

VysSetrovany subor tvorilo desat pacientok, ktoré boli vySetrené a selektované na pozitivny nalez
agresivneho endometrialneho karcindmu a kontrolna skupina (nenadorové tkanivo endometria)
z Gynekologicko-pérodnickej kliniky Jesseniovej lekarskej fakulty v Martine (JLF) a Univerzitnej
nemocnice Martin (UNM) v spolupraci s Ustavom lekarskej biochémie JLF Univerzity Komenského (UK)
v Bratislave (Tabufka 1).

Ziskané bioptické vzorky tkaniva (25 - 75 mg) boli histologicky vySetrené na Ustave patologickej
anatomie JLF UK a UNM a uchované v sterilnych 1,5 ml skimavkach so stabilizatnym roztokom pri
teplote - 80 °C pre naslednu proteomicku analyzu. Subor bol rozdeleny na kontrolnd skupinu (n = 5)
s negativnou histolégiou EC a skupinu agresivnych endometroidnych endometrialnych karcinémov
(n = 5). Pacientky patrili do Kaukazoidnej rasy geografického Uzemia Slovenska. Pacientky pred
samotnym chirurgickym odberom tkaniva boli pou¢ené o vedeckej Studii v sulade s Helsinskou
deklaraciou o ludskych $tudiach a podpisali informovany suhlas. Stidia bola schvalena Etickou
Komisiou JLF UK na americkom Urade pre ochranu zdravia a humanneho vyskumu (Office for Human
Research Protection, U.S. Department of Health and Human Services) s certifikatnym kodom
IRB00005636, s ¢islom protokolu IRB 1255/2013.
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Tabulka 1. Charakterizacia vySetrovanych skupin pacientov.

Vek

VySetrovana skupina Histologicka charakteristika n (Roky + SEM)

Kontrolna skupina Norméine alebo atroficke 5 57.32* + 2.45
endometrium
Endometroidny endometrialny

karciném (grade G3)

Endometrialny karcindm 5 59.20* £ 5.73

Priprava tkanivovych homogenatov a stanovenie obsahu proteinov

Vzorky endometrialneho tkaniva (cca 20 mg) boli rozpustené a homogenizované v 10-nasobnom
objeme homogeniza&ného roztoku (30 mM KH2PO4, 5 mM EDTA, 0,3 M sachar6za, pH =7,0) s 0,3 M
fenylmetylsulnonylfluoridom. Pred homogenizaciou boli vzorky premyté vo fosfatovom timivom roztoku
a homogenizované 30 s pomocou ultrasonikatného homogenizatora. Supernatanty boli nasledne
pouzité na 1-DE a 2-DE gélovl separacnu elektroforézu. Koncentracia proteinov bola stanovena
pomocou kitu (DC Protein Assay, Bio-Rad) pri 750 nm.

Separacia proteinov pomocou 1-DE elektroforézy

1-dimenzionalna gélova elektroforéza bola pouzitd na detekciu celkového proteinového profilu
a stanovenie homogenity vySetrovanych skupin. Tkanivové homogenaty (40 pg proteinov) boli
denaturované pri teplote 95 °C 3 min a nasledne separované na 12 % SDS-PAGE géli pri konStantnom
prude 45 mA na gél. Kvantitu proteinov na fixovanych a zafarbenych triplikatoch gélov sme analyzovali
pomocou denzitometra v programe Quantity One (Bio-Rad).

Separacia proteinov pomocou 2-DE elektroforézy

2-dimenzionalna gélova elektroforéza bola pouzitd na stanovenie presnejSej separacie proteinov na
urovni dvoch dimenzii podlfa protokolu z kitu Ready Prep 2-D Starter Kit (Bio-Rad). Duplikaty
tkanivovych homogenatov (250 pg proteinov) boli precipitované 2-krat v 4-nasobnom objeme aceténu,
inkubované 2 hodiny pri teplote - 20 °C a scentrifugované pri 11500 g 10 min pri laboratdrnej teplote.
Supernatanty boli zozbierané a separované na 12 % SDS-PAGE géli pri konStantnom prude 15 mA /
géla 25 mA/ gél az po ukonCenie separacie. Gély boli zafarbené farbi¢kou Bio-Safe Coomassie G-250
Stain (Bio-Rad) a kvantita proteinov bola vyhodnotena pomocou denzitometra a softvéru PDQuest (Bio-
Rad).

Identifikdcia proteinov pomocou hmotnostnej spektrometrie

Vyrezané proteinové spoty alebo proteinové pruzky boli odfarbené 50 % acetonitrilom (ACN) cez noc
pri 300 g a teplote 25 °C. Tekutinu sme odsali a nasledne premylis 100 % ACN. Po odsati tekutiny sme
proteinové spoty a pruzky redukovali s 10 mM ditiotreitolom 45 min pri teplote 56 °C a alkylovali s 55
mM jodoacetamidom 30 minut vtme. Vzorky sme 2-krat premyli s 25 mM dihydrogénuhli¢itanom
amonnym a 100 % ACN. Po odstraneni tekutiny sme vzorky nechali vysusit a nasledne inkubovali s
2 % trypsinom 30 min na lade a Stiepili cez noc pri 37 °C. Vzorky sme na druhy defi rozpustili v 10 %
kyseline trifluéroctovej a dehydratovali s 100 % ACN a koncentrovali vo vakuovej centrifuge. Potom sme
postiepené vzorky (0,75 pl) naniesli na MALDI platfiu (MTP Anchor Chip Standard, Bruker) spolu
s rovhakym mnozstvom roztoku matrice (kyselina Skoricova, 1mg/ml) a nechali vysuSit. Samotna
analyza bola uskutoénena s vyuzitim hmotnostného spektrometra Ultraflextreme MALDI-TOF (Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonisation-Time of Flight, Bruker). Ziskané MS a MS/MS spektra boli
porovnané s databdzami SwissProt and NCBInr pomocou databdzového vyhfadavata MASCCOT
(Matrix Science) s nasledovnymi parametrami vyhlfadavania: enzym — trypsin; taxonémia — Homo
sapiens; globalna modifikacia — karbamidometyl; variabilnd modifikacia — oxidacia a tolerancia MS — 50
ppm. Prezentované skére st kombinaciou MS a MS/MS spektier.
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Statisticka analyza
Vysledky su prezentované ako priemerna hodnota + $tandardna chyba priemeru (SEM). Statisticka

vyznamnost medzi skupinami bola porovnana pomocou Student-Neuman-Keult testu, pri¢om hladina
vyznamnosti bola p < 0,05.

Vysledky

Separacia proteinov 1-DE a 2-DE gélovou elektroforézou

1-DE gélovu elektroforézu sme uskutocnili s ciefom ziskat hruby nahlad komplexného proteomického
profilu vzoriek (vysoko abundatné proteiny) a selektovat pacientov podla Specifického profilu.
Pozorovali sme, Ze niektoré vzorky EC i napriek identickej histologicko-patologickej charakteristike su
heterogénne v proteomickom profile. Na zaklade kvantitativnych zmien separovanych proteinov sme
identifikovali 15 proteinov, z ktorych 4 boli Statisticky pozmenené v proteinovej expresii medzi skupinou
EC a kontrolnou skupinou (oznacené Cervenymi Sipkami) (Obrazok 1) a dva proteiny z nich (oznacené
modrymi Sipkami) boli Specifické (vysoko regulované) pre vzorky s oznacenim EEC-H3 a EEC-H4. Tieto
proteiny boli identifikované ako anexin A2 a apolipoprotein A-I.
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Obrazok 2. Reprezentativny 2-DE proteomicky profil kontrolnej vzorky (A) a nadorového tkaniva (B) s vyznaéenymi
proteinovymi spotmi (n = 17) so $tatisticky signifikantnou zmenou expresie (p < 0,05).
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S cielom presnejSieho profilovania proteinov vo vySetrovanych vzorkach sme pouzili SpecifickejSie 2-
DE proteomické profilovanie, pri¢om heterogénne vzorky neboli zaradené do tejto analyzy. Statisticka
analyza odhalila signifikantny rozdiel v expresii v 15 proteinov medzi skupinou EC a kontrolnou skupinou
s viac ako 1,5-nasobkom zmeny hladiny expresie (p < 0,05).

Identifikacia proteinov pomocou MALDI-TOF

V subore uspesne identifikovanych proteinov so signifikantnou zmenou v hladine expresie sa
nachadzali izoformy alebo retazce tropomyozinov, formy intermediarnych cytoskeletovych filamentov,
vimentinu a dezminu. lIdentifikovali sme tiez i niektoré Specifické proteiny zahrnuté v imunitnej
odpovedi, bunkovej translacii, proteiny oxidaéného stresu, ako aj proteiny, ktoré su asociované
s apoptotickymi signalnymi drdhami. Expresia 14 proteinov bola niz8sia v EC oproti kontrolnej skupine
(Tabulka 2).

Tabulka 2. Zoznam odliSne exprimovanych proteinov v endometrialnom karcinome. Rozdiel v kvantite
identifikovanych proteinov bol vyjadreny ako pomer z priemernej hodnoty denzity proteinu v EC ku
kontrolnej skupine a Statisticky vyhodnoteny.

N&zov proteinu Gén (ID Mw | Nasobok Hladi Pokrytie MS
P on (ID) [kDa] P zmeny acnalh sekvencie skore

Vizinin 1 VSNL1 22,29 5,01 (-5,0) <0,01 23 % 58

TPR opakujuci sa protein 36 TTC36 20,99 5,02 (-2,3) <0,01 28 % 50

Prekurzor 2 stromy kostnej BST2 20,04 5,42 (2,2) < 0,001 27 % 52

drene

60S ribozomalny protein PO RPLPOPG 24,51 514 -4,5 < 0,01 27 % 71

Peroxiredoxin 2 PDRX2 22,05 5,66 -4,3 <0,01 44 % 161

Aktin-vazobny protein 280, FLNC 19,16 9,13 17 <0,01 61% 261

podobny filaminu C

Beta retazec tropomyozinu TPM2 32,95 4,66 -4,0 <0,01 26 % 150
Tropomyozin 2 (beta), 0

izoforma CRA._b TPM2 26,29 4,57 -3,1 < 0,001 34 % 74

Izoforma alfa-1 ’retazca TPM1 28,43 474 2.7 <0,01 23 % 50

tropomyozinu

Alfa-4 retazec tropomyozinu TPM4 28,62 4,67 -2,7 < 0,01 26 % 129

Vimentin, Ciastkovy VIM 35,29 4,7 -2,0 < 0,001 22 % 93

Vimentinovy variant 3 VIM 49,68 5,19 -9,9 < 0,01 33% 75

Izoforma X1 beta retazca TPM1 34,50 5,06 il < 0,001 28 % 186

tropomyozinu
Dezmin DES 53,56 5,21 -3,2 < 0,01 51 % 338
Albumin, izoforma CRA-k ALB 48,57 5,39 4.49 < 0,001 26 % 250

Diskusia

Molekularne profilovanie nadorovych ochoreni nachadza ¢oraz vacsie uplatnenie v skorej diagnostike,
ako aj v presnejSej stratifikacii pacientov za uc¢elom efektivnejSieho manazovania lie€by. Hoci, mnohé
nadorové ochorenia vratane endometrialnych karcinomov moézu byt geneticky predisponované,
nadorova progresia, invazia a metastazovanie su zavislé od funkénej aktivity proteinov [12]. Proteinové
izoformy alebo varianty su klu€ovymi hra€mi, ktoré formuju fenotyp individualneho ochorenia, a preto
su ciefom preventivnej a personalizovanej mediciny [13,14]. Za ucelom lepSieho manazZovania lieCby
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EC a identifikovania potencialne novych markerov, ktoré by odliSovali vysokorizikové endometroidné
endometrialne karcinomy, sme analyzovali proteomicky profil karcindmu endometria. Hoci, doteraz
mnohé identifikované biomarkery s vyuzitim proteomickych metéd su asociované s charakteristikou
alebo prognézou EC, ziaden z nich nema svoje uplatnenie v klinickej praxi [10]. V naSej praci sme
pomocou MALDI-TOF metody identifikovali odliSne exprimované proteiny vo vysokorizikovych typoch
EC, ktoré by mohli poukazovat na agresivny fenotyp tohto ochorenia. Proteiny sme klasifikovali podla
svojej funkcie na niekolko skupin: proteiny so signalizaénou funkciou (vizinin 1); proteiny bunkovej
regulacie (60S ribozomalny protein PO, TPR opakujuci sa protein 36); Strukturalne proteiny (aktin-
vazobny protein 280, izoformy tropomyozinov, vimentinu, dezmin); proteiny oxidaéného stresu
(peroxiredoxin 2); proteiny imunitnej odpovede (prekurzor 2 stromy kostnej drene); proteiny
s transportnou funkciou (izoforma CRA-k albuminu). Zmeny expresie tychto proteinov potvrdili uz
mnohé Studie [7,8,9,10]. Dnes je zname, Ze onkogénna transformacia je sprevadzana stratou
aktinovych vilakien azmenou expresie regulaénych proteinov dynamiky aktinovych vlakien
(tropomyozinov), ktoré hraju vyznamnu udlohu v invazii nadorovych a metastatickych buniek. Ukazalo
sa, Ze znizena expresia tropomyozinov suprimuje infiltraciu a invazivnost nadorovych buniek
endometria [7]. Okrem toho, karcinogénny proces je do znacnej miery sprevadzany mitochondrialnou
dysfunkciou ako i zapalovym procesom, ktory zvySuje maligny potencial buniek. V si¢asnosti je znamy
i zoznam biomarkerov, ktoré su funkéne asociované s tymito procesmi aich naruSena regulacia
podporuje maligny proces [15]. NaSe vysledky potvrdzuju tento Specificky molekularny profil vysoko
malignych EC. Vac&Sina nami identifikovanych proteinov patria do skupiny vysoko abundantnych
proteinov, ktoré su zvyCajne funkéne asociované s progresiou a invazivnymi vlastnostami EC a teda su
sucastou vSeobecného molekularneho profilu EC. NavySe, v nasej praci sme zaznamenali znaénu
heterogenitu v proteomickom profile vySetrovanych pacientskych vzoriek, ¢o méze odrazat i réznorodu
odpoved pacienta na terapiu. Identifikacia zvySenej expresie anexinu A2, ¢i apolipoproteinu A-l u EC
predstavuje nezavisly rizikovy faktor progresie EC, ktory zvySuje jeho metastaticky potencial [16]. Zial,
v su€asnosti je malo Studii, ktoré sa zameriavaju na analyzu individualnych tumorovych markerov
a detekciu tzv. atypickych alebo Specifickych proteinov, ktoré by mohli byt vyuzité v personalizovanej
medicine EC [5].

Zaver

Vysoko maligne endometrialne karcinébmy znacne prispievaju k mortalite gynekologickych malignych
ochoreni. Proteomické profilovanie s vyuzitim 2-DE PAGE elektroforézy a hmotnostnej spektrometrie
(MALDI-TOF) predstavuje vyznamny nastroj pre presnejSiu molekularnu charakterizaciu ako i v€asnu
diagnostiku EC. Protemické profilovanie hra vyznamnu ulohe v stratifikacii vysokorizikovych foriem EC
s ohfadom na personalizovany pristup v lie€be endometrialneho karcindmu. Vysledky nasSej prace
vyzdvihuju potrebu individualizovaného profilovania pacientok s EC a hladania novych stratégii, ktoré
si vyZaduju pristup tzv. multidisciplinarnych omics technik pri zefektivheni manazmentu lieCby tohto
nadorového ochorenia.
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Abstrakt

Aberacie v metylacii DNA ovplyviiuju expresiu génov a bunkovy fenotyp, a si pozorované uz v skorych
Stadiach karcinogenézy. Molekularne mechanizmy, ktoré sa spolupodielaju na tychto zmenach, su
predmetom sucasného vyskumu. Nedavna identifikacia izoenzymov TET, ako zdroja oxidovanych
foriem 5-metylcytozinu, umoznila detailnejSie Studium aktivneho demetylaéného procesu DNA. Nakolko
metylacny status DNA je jednym z hlavnych kontrolnych mechanizmov epigeneticky regulovanej
expresie génov, disregulacia enzymatickej aktivity TET je asociovana s etiogenézou nadorovych
ochoreni, ako napr. chronicka myelomonocytarna leukémia. V tomto Cc&lanku diskutujeme
o enzymatickom mechanizme a funkcii proteinov TET v regulacii fyziologickych bunkovych procesov,

ako aj o aktuélnych poznatkoch tykajucich sa ich ulohy v karcinogenéze.

Kracdové slova: 5-metylcytozin, 5-hydroxymetylcytozin, 5-formylcytozin, 5-karboxylcytozin, TET,
aktivna demetylacia DNA
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Uvod

Rakovina je vSeobecny pojem pre velku skupinu ochoreni charakterizovanych rastom abnormalnych
buniek, ktoré potom mézu napadnut susedné Casti tela a rozsirit sa do inych organov. V ekonomicky
rozvinutych krajinach su nadorové ochorenia druhou najCastejSou pri¢inou smrti a ¢astou pric¢inou
invalidity &i vyradenia pacientov z aktivneho Zivota, €o predstavuje velky socialny ale aj ekonomicky
problém [1]. Nadorové ochorenia vznikaju v désledku vrodenych — genetickych porach, alebo vplyvom
nezdravého Zivotného prostredia Ci Zivotného Stylu. Zatial ¢o biologicke, fyzikalne a chemické faktory
Zivotného prostredia mézu mat mutagénny efekt a teda iniciovat tvorbu mutécii na génovej urovni, vplyv
nezdravého Zivotného Stylu, ktory tiez zahffia nevyvazenu stravu, sa prejavi na drovni epigeneticky
regulovanej expresii génov [2].

Epigenetické zmeny su povazované za jeden z molekularnych mechanizmov, ktoré sa zu€astnuju na
karcinogenéze. Epigenetické ,mutacie“ maju potencial narusit fyziologicky bunkovy fenotyp ato
ovplyvnenim génovej expresie niekolkymi spésobmi, ktoré zahffiaju metylacie cytozinovych zvyskov
DNA, kovalentné modifikacie histénov a nukleozémové polohovanie a teda aj Struktiru chromozémov.
Epigenetika je definovana ako dedicéna zmena génovej expresie, ktora nie je vysledkom zmien
sekvencie DNA. Hlavnymi epigenetickymi mechanizmami su:

a) metylacia DNA, ktora je z ¢asti dedi¢na. NajCastejSie sa uskuto¢riuje metylacia na cytozine za
vzniku 5-metylcytozin (5mC), ale v ojedinelych pripadov sa mdze vyskytnut metylacia aj na
guanine (7-metylguanin) alebo adenine ( 3-metyladenin). V promaétorovych Eastiach v Usekoch
CpG metylacia DNA spdsobi narusenie transkripénych procesov, takym spdsobom, Ze sa viaze
na transkripéné faktory, a tym znizuje génovu expresiu. Pri metylacii napriklad cytozinu mimo
promotorovej Casti mdze takato zmena spdsobit’ zvySenie alebo zniZzenie génovej expresie.
Metylacia DNA je sprostredkovana pomocou S$tyroch izoenzymov DNA-metyl-transferaz
(DNMT): DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b [3, 4]. Demetylacia DNA sa méze uskutolnit
dvomi sposobmi a to bud' pasivne alebo aktivne. Medzi pasivnu demetylaciu patri deaminacia
5mC alebo 5hmC za pomoci enzymu cytidindeaminazy (AICDA) za vzniku
5hydroxymetyluracilu alebo tymidinu. Za aktivnhu metylaciu sa povazuje premena 5mC na 5-
hydroxymetyl cytozin (5hmC) za pomoci enzymu TET, na ktory je zamerana nasa praca [5].

b) modifikacie na histéne, pre ktoré su typické hlavne acetylacie a metylacie histonov, ale
patria sem aj dalSie zmeny ako fosforylacia, ubikvinacia, hydroxylacia a sumoylacia. Tieto
metylacné, acetylacné a iné kovalentné zmeny na histonoch sposobuju konformacné zmeny,
€im uréuju dostupnost DNA pre transkripciu [6].

c) mikroRNA (miRNA) su gény, ktoré sa skladaju maximalne z 22 nukleotidov a su povazované
za gény, ktoré vplyvaju na tumor supresorové gény a onkogény, ¢im mozu sposobit nadorové
ochorenia [7].

Deregulacia epigenetickych procesov zohrava ulohu v etiopatogenéze mnohych komplexnych ochoreni,
vratane rakoviny [8, 9]. Najma metylacia DNA bola podrobne opisana pri réznych rakovinovych
ochoreniach [10]. Prostrednictvom tychto u€inkov na gendmovu stabilitu a génovld expresiu
epigenetické zmeny ovplyviiuju karcinogenézu od zacliatku az po celu dobu Zzivota pacienta a v
niektorych pripadoch sa prenasaju aj z generacie na generaciu [11]. Epigenetické zmeny, ktoré su
relevantne spojené so zvySenym rizikom vzniku rakoviny, sa predpokladaju za potencialne "prvé hity"
pri nadorovych ochoreniach. Epigenetické Useky odrazaju geneticky kéd jednotlivca a expoziciu tohto
genetického kédu réznym faktorom Zivotného prostredia, €0 ma vyznam pre pochopenie vplyvu
environmentélnych vplyvov na karcinogenézu [12]. PretoZe epigenetické zmeny sa vyskytuju pred alebo
poc&as ranného vyvoja nadoru, mézu byt modulované stravou, liekmi a inymi vonkajSimi faktormi [13].
Epigenetické zmeny v porovnani s genetickymi zmenami su reverzibilné a postupne sa ziskavaju. Tato
vlastnost’ poskytuje obrovsky potencial pri stratégii prevencie rakoviny. Okrem toho sa ukazalo, ze
terapie zamerané na epigenetické mechanizmy zvySuju alebo znizuju génovu expresiu a niektoré sa
daju vyuzit' v klinickom vyskume [14].
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Enzymy TET

Metylacia cytozinovych zvySkov DNA je jednym z epigenetickych mechanizmom spolupodielajucich sa
na inhibicii génovej expresie. Opatovna reaktivacia takto deaktivovaného génu si vyzaduje bud
odstranenie 5-metylcytozinového (5mC) zvySku z DNA, alebo jeho metabolicku konverziu.
Enzymatickou premenou 5-metylcytozinu pomocou reakcie katalyzovanej enzymom TET vznika 5-
hydroxymetylcytozim (5hmC), ktory na rozdiel od 5-metylcytozinu nema inhibi€ny uc€inok na iniciaciu
transkripcie génov. Enzym TET méa 3 izoformy ato: TET1, TET2 a TET3 [15,16]; a vSetky patria do
rodiny na 2-oxoglutarate zavislych dioxygenaz. TET enzymy oxiduju 5mC na 5hmC, ktory méze byt
nasledne oxidovany na 5-formylcytozin (5fC) alebo 5-karboxylcytozin (5caC) (Obrazok 1). Donorom
elektronov pre oxidaciu metylovej skupiny 5mC prostrednictvom radikalovej substitlcie je 2-oxoglutarat
a koenzymom je Fe*!. [15,17]. Nakolko TET enzymy su dioxygenazy, zdrojom kyslika je Oz [16].
Enzymaticka aktivita TET enzymov méze byt stimulovana pomocou ATP a vitaminu C, alebo inhibovana
prostrednictvom 2-hydroxyglutaratu [18].
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Obrazok 1. Schéma oxdacie 5- metydcytozinového, 5-hydroxymetylcytozinového a  5-
formycytozinového zvyEku DMA pomocou TET enzymu. Kosubstratmi pre enzymatickld reakciu
katalyzovanu TET si 2-oxoglutarat a molekulovy kyslik.
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Oxidacia 5mC na 5hmC pomocou TET enzymov je dblezita pre zachovanie fyziologického stavu buniek
a tiez organizmu. V sulade s tymto predpokladom su vysledky pozorovani poklesu zastipenia 5hmC
zvySkov v gendmovej DNA u pacientov s rakovinou, pricom ich pokles koreluje so zavaznostou
ochorenia, ako aj pozorovani, Ze u pacientov s vrodenou, geneticky podmienenou, poruchou TET
enzymov je zvy3eny vyskyt vyvojovych zlyhani [19], ako aj vyskyt chronickej myelomonocytarnej
leukémie (CMML), akutnej myeloidnej leukémie a sekundarnej AML. Stanovenie pritomnosti 5hmC
v DNA sa v sucasnosti javi ako jeden z diagnostickych a prognostickych parametrov pre myeloidné
maligne ochorenia, vdaka ktorym by bolo mozné vyhodnotit reakciu pacientov na protirakovinové lieky
nasledne personalizovat' ich terapiu [20]

Onkometabolit 2-hydroxyglutarat — inhibitor TET aktivity

Izocitratdehydrogenaza (IDH) je enzym zodpovedny za oxidacnu dekarboxylaciu izocitratu na 2-
oxoglutarat. U pacientov s malignymi nadormi bola pozorovana expresia mutantnych foriem IDH, ktoré
katalyzovali tvorbu 2-hydroxyglutaratu, redukovany ekvivalent 2-oxoglutaratu. Takto vzniknuty 2-
hydroxyglutarat je kompetitivny inhibitor vSetkych 2-oxoglutarat-zavislych dioxygenaz, vratane enzymov
TET [25,26]. Preto je mozné predpokladat, Ze nadorové bunky vtakomto pripade ovplyviuju
epigeneticky regulovanu expresiu génov prostrednictvom svojho pozmeneného metabolizmu.

Zaver

PoCas poslednych rokov sa zaznamenal pozoruhodny pokrok v pochopeni ulohy TET enzymov pri
regulacii metylacie / demetylacie DNA. Vplyvom oxidacie 5mC moézu TET enzymy podporovat
demetylaciu DNA, hlavne v promoétorovych oblastiach génu, €o spbsobi zvySenu génovu expresiu.
Rozsiahle Studie stanovili TET2 ako ¢asto mutovany gén v hematologickych karcindmoch a podporili
myslienku, ze nedostatok oxidacie 5mC, ktora sa vyskytuje v désledku straty funkcie TET2 enzymu,
predurcuje vyvoj hematologickych malignit myeloidného a lymfoidného pdvodu. Zakladna otazka vSak
zostava nezodpovedana — ako dochadza ku strate funkcie TET2 enzymu? Je potrebné, aby buduce
Studie boli nasmerované na objasnenie zakladnych molekularnych mechanizmov.

Okrem hematopoetického systému sa zda, Ze maligna transformacia je vo vSeobecnosti spojena so
zniZzenim hladin genémovych 5hmC v réznych tkanivach [27, 28]. Preto by bolo velmi déleZité posudit
vztah medzi mutaciami TET a vyvojom nehematopoetickych rakovin. Dalej by bolo zaujimavé uréit, i
je kvantifikacia 5hmC uZito€na ako diagnosticky alebo prognosticky nastroj pri rakovine a &i manipulacia
aktivity TET malymi molekulami alebo inymi modulatormi moze byt pouzitelna na terapiu rakoviny.
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Abstrakt

Apoptéza je jedna z hlavnych typov bunkovej smrti predstavujuca fyziologicky proces pri odstrafiovani
poskodenych buniek. Samotny mechanizmus apoptézy je spustany kaskadou biochemickych signalov,
pricom rozliSujeme dve hlavné drahy aktivacie a to vonkajSiu i vnutornu. Av3ak, nespravna regulacia
apoptdzy je jednou z hlavnych pri€in nekontrolovanej bunkovej proliferacie, ktora moze prispievat' k
vzniku terapeutickej rezistencie a progresii nadorovych chordb. V tomto prispevku poukazujeme na
vyznamné molekuly aich signaly spdjané s apoptotickou bunkovou smrtou ako aj ich vzajomnu
regulaciu pri malignych procesoch.

Kracové slova: apoptdza, regulacia, malignity
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Uvod

Molekularne mechanizmy apoptézy, najma na Urovni aktivacie, su rébznorodé. Aj ked znalost’ detailnych
signalnych drah, ktoré spustaju apoptézu nie je kompletne znama, tento proces je kontrolovany velkym
po¢tom komplexov proteinov. Dané komplexy su aktivované réznymi spustaémi, zoradenymi
v sekvenénych moduloch [1]. Podla su€asnych poznatkov je apoptéza aktivovana dvomi hlavnymi
drahami: vonkajSou (receptorova) a vnutornou (mitochondrialna).

Vonkajsia draha, niekedy tiez oznacovana ako receptorova alebo cytoplazmaticka je spustana cez Fas
smrtiaci receptor, ktory patri do rodiny receptorov tumor nekrotizujuceho faktora (TNF) [2]. Vnutorna
alebo mitochondridlna draha, ktora po stimulacii vedie k uvolneniu cytochréomu-c z mitochondrii a tym
aktivuje smrtiace signaly, je oznaCovana za druhu. Obidve drahy konverguju do spolocnej koncovej
drahy proteaz. Aktivacia kaskady proteaz, nazyvanych kaspazy, vedie k proteolytickej degradacii
regulagnych a Strukturalnych proteinov a nakoniec vyusti do bunkovej smrti [1].

Vonkajsia draha
VonkajSia apoptoticka draha zahffia niekolko proteinovych skupin, akymi su receptory smrti, na
membranu viazané Fas ligandy, komplexy Fas, Fas-asociovana smrtiaca doména i efektorové kaspazy-
8 a-10, ktoré aktivuju vykonné kaspazy [1]. VonkajSia draha apoptdzy je iniciovana réznymi typmi
signalov, ktoré mézeme rozdelit do troch skupin [3]:

i. indukcia prostrednictvom TNF receptora;

ii. signalizacia cez Fas receptor;

iii. indukcia formou ligandu TRAIL.

V prvom type sa vazbou ligandu TNF na receptor spusta vazba cytoplazmatického proteinu na
cytoplazmaticku Cast receptora. Aktivacia receptora TNFR1 vedie k formovaniu komplexu TRADD-RIP-
TRAF2, ktory signalizuje prostrednictvom NF-kB drahu prezZivania alebo cez JNK (c-Jun-N-terminainu
kindzu) drahu k navodeniu smrti. Prave receptor interagujuci protein (RIP) spusta do c&innosti
prokaspazu-2 a tym sa rozstiepi protein Bid na skratenu formu tBid. Bid je tiez modifikovany aj cez
molekulu JNK (aktivovana DAXX proteinom), ktord umozni jeho translokéciu do mitochondrie vo forme
jBid, €im sa uvolni druhy mitochondrialny aktivator kaspaz SMAC/DIABLO. Komplex formovany
adaptorovym proteinom FADD (TRADD-FADD-FLICE), prostrednictvom interakcie DD domén, aktivuje
prokaspazu-8, ktora sa autokatalyticky aktivuje za vzniku aktivnej kaspazy-8 (obr. 1). Ta nasledne
spusta aktivaciu kaspazovej kaskady cez kaspazu-3. Kaspazova kaskada je uvedena nizSie, ako
koncova draha apoptozy.

MéZeme povedat, Ze aktivaciu vonkajSej drahy reguluje niekolko dalSich drah a proteinovych molekul.
Dysregulacia tychto modulatorov vonkajSej drahy predpoklada vznik malignych transformacii, akymi su
mutacie alebo delécie Fas génu, resp. celej receptorovej drahy [4]. Medzi regulatory spominanej drahy
patria transkripény faktor NFkB a aktivaény protein 1 (AP1), ktoré pdsobia priamo na FasL gén —
transkripCne inaktivovany gén [5].

Vnutorna draha
Pri vnutornej, alebo tiez oznaCovanej mitochondrialnej drahe mbézeme hovorit, Ze je aktivovana dvomi
spbsobmi. Permeabilizaciou vonkajsej mitochondrialnej membrany, ktora méze byt navodena réznymi
udalostami alebo priamym poskodenim jadrovej DNA vplyvom metabolitov, toxinov, volnymi radikalmi
aich derivatmi. V pripade poSkodenia DNA zohrava déleziti ulohu gén p53 anim kdédovany
rovnomenny protein. Dominantou pri mitochondrialnej vnutornej signalnej drahe je cytochrom-c, ktory
sa uvolni do cytoplazmy, kde spusta radu naslednych krokov [7].
Draha je regulovana relativhou koncentraciou Bcl-2 podobnych proteinov vo vnutornej mitochondrialnej
membrane. Tie kontroluju translokaciu urcitych proteinov z mitochondrialneho matrix (endonukleaza G)
a medzimembranového priestoru (cytochromu-c) do cytoplazmy. U fudi existuje okolo 24 réznych Bcl-2
podobnych proteinov (tab. 1), ktoré mozno rozdelit do nasledujucich skupin:

i. antiapoptotické proteiny ako Bcl-2 a Bcl-xL;

ii. proapoptotické proteiny ako Bax a Bak, ktoré su nevyhnutné pri formovani pérov;
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iii. proapoptotické proteiny ako Bid, Bad, PUMA a Noxa, ktoré podporuju vznik pérov.

Vnutorna Vonkajsia (receptormi spustana)
(mitochondridlna) draha drdha
oxidaény stres, poskodenie DNA, Ligand (CD95L,

chemoterapeutika.. Receptori smrti TRAIL, TNF..)

(TNFR, FAs..)

Pro-kaspaza 8

kaspaza 8
e
cytochrom c ...
Apaf-1 pro-kaspaza 3

prokaspaza 9

APOPTOZA

— 00— N—

kaspaza 9 kaspaza 3

kaspazova kaskada

Apoptozém

Obrazok 1: ZjednoduSena schéma vonkajsej a vnutornej drahy apoptdzy. Vonkajsia apoptoticka draha
je spustana vazbou ligandov na prislusné receptory smrti, €o vedie k aktivacii kaspazy 8/10, ktora Stiepi
protein Bid na skratenu formu tBid. Takto sa vonkajSia drdha apoptézy napaja na vnutornu
(mitochondrialnu) drahu. Aktivovana kaspaza 8/10 vedie k aktivacii kaspazovej kaskady. Vplyvom
réznych stresovych stimulov sa aktivuje vnutorna apoptotické draha, pri ktorej pro-apoptotické proteiny
Bax a Bak oligomerizuju a zvySuju priepustnost’ vonkaj$ej mitochondrialnej membrany. Z mitochondrie
uvolneny cytochrom c interaguje s aktivaénym faktorom proteazy (Apaf-1), pro-kaspazou 9 a formuje
apoptozom. To vedie k aktivacii kaspazy 9, ktora Stiepi a aktivuje efektorové kaspazy veduce k apoptoze
bunky. Apoptdzu podporuju dalSie faktory, ktoré sa uvolfiuju z mitochondrie neskér (Smac, Omi, AlF) a
prispievaju k apoptotickému fenotypu bunky [Prevzaté z dizertaénej prace: Caplakova V., 2017].

Vnutorna draha zacina v mitochondriach na zaklade réznych podnetov. Membranova permeabilizacia
je sprostredkovana vyluéne BH3 proteinmi, ktoré udrzZiavaju a inhibuju mitochondrialnu translokaciu Bax
a nasledne uvolnenie cyt-c, SMAC/DIABLO, AIF a HTRA2/OMI. Antiapoptotické proteiny Bcl-2 a Bcl-xL
zabranuju uniku cyt-c a tym bunkovej smrti kompetitivnou vazbou na Bak a Bax, ¢im znemozZiiuju
vytvaranie porov v mitochondridlnej membrane ich vzajomnou oligomerizaciou. Vylu¢enim cyt-c cez
pory vytvarané vo vonkajsej mitochondridlnej mebrane Bcl-2 podobnymi proapoptotickymi proteinmi
(Bax aBad) je apoptéza aktivovana (obr. 1). To znamena, ze Bax/Bak vonkajSiu membranu
permeabilizuju, ¢o vedie k ,vyliatiu® dalSich apoptogénnych proteinov a otvoreniu velkych i6bnovych
kanalov vo vnutornej i vonkajsej mitochondridlnej membrane. Nasledne dochadza k pradeniu molekul
vody so spojenim straty ibnovej nerovnovahy na membrane. Mitochondria tak ,bobdtna“, straca svoj
potencial, vnutorna membrana praska a dochadza k uvolneniu matrix do cytoplazmy bunky. Cely tento
proces vedie k smrti bunky vdiaka uvolneniu mitochondridlnych proteinov do cytoplazmy, o spusta
kaskadu dalSich dejov a taktiez stratu zakladnej ulohy mitochondrie, teda produkcie ATP v dychacom
retazci [7].
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Tabulka 1: Rozdelenie proteinov Bcl-2 rodiny podra ich funkénosti.

PROAPOPTOTICKE ANTIAPOPTOTICKE
s BH-3 doménou | s multidoménou (BH) Bcl-2
Bik Bax Bcl-xL
Bad Bak
Bim Bok Bcl-W
Hrk Boo
Hr Bcl-B Mcl-1
NOXA Bcl-RAMBO
PUMA Bcl-xS Bfl-1
+ dalSie + virusové homolégy

Cytochrém-c sa v cytoplazme naviaze na APAF1, ¢&im sa vytvori apoptozém, ktory konvertuje
prokaspazu-9 na kaspazu-9 a ta nasledne aktivuju kaspazy -3 a -7. Kaspaza-3 Stiepi svoje substraty,
pricom dochadza k destrukcii cytoskeletu a aktivacii roznych enzymov. Typickym prikladom je indukcia
kaspazou aktivovanej DNazy (CAD — caspase-activated DNase), ktora je zodpovedna za Stiepenie
genomovej DNA, prostrednictvom proteolytickej degradacie inhibitora kaspazou aktivovanej DNazy
(ICAD) [8]. Dalej, SMAC/DIABLO cez IAP (antiAP proteiny zastavujuce apoptézu inhibiciou
aktivovanych kaspaz) potlaca spustenie kaspazovej kaskady. Uvolnenie AlF z mitochondrie sposobuje
degradaciu DNA prostrednictvom PARP1 (poly ADP-rib6za polymeraza-1). AIF ma teda nepriamu Ulohu
pri chromozdémovej degradacii.

MbzZeme povedat, Ze jednymi z najdélezitejSich regulatorov vnutornej drahy su proteiny Bcl-2 rodiny.
hladiny Bcl-2 méZu podporovat apoptotické odpovede na chemoterapeuticku lie€bu. ZvySena expresia
Bcl-2 sa navy§e mbdze akumulovat v bunkach poc¢as GO fazy useku bunkového cyklu a tym prispievat
ku chemorezistencii [9].

Kaspazova koncova draha

Kaspazy su proteiny s proteolytickou aktivitou, ktoré vykazuju pomerne Siroku substratovu Specificitu a
Stiepia viaceré cytoplazmatickych proteiny. Kaspazova kaskada zahfha efektorové kaspazy (kaspaza-
8, kaspaza-9, kaspaza-10), ktoré proteolyticky aktivuju vykonné kaspazy (kaspaza-3, kaspaza-6,
kaspaza-7). Vykonné kaspazy Stiepia svoje cytoplazmatické substraty, €o vedie k rozvinutiu apoptdzy.
Medzi ich substraty patria najma Strukturalne proteiny (napr. fodrin, G-aktin), proteiny zu€astrnujuce sa
prenosu bunkovych signélov (napr. protein kinaza C) a proteiny bunkového cyklu a oprav DNA (napr.
Mdm-2). Kaspaza-8 okrem aktivacie vykonnych kaspaz proteolyticky aktivuje aj Bid, ktory podporuje
vznik pérov v mitochondrialnej membrane, a tym napomaha iniciacii mitochondrialnej drahy apoptézy
[8].

Vonkajsia a vnutorna draha konverguju az pri kaspaze-3, ktora Stiepi inhibitor kaspazou aktivovanej
DNazy (ICAD), ¢im sa stava CAD aktivna a spusta jadrovu apoptdézu. Obidve signalne drahy su
prepojené aj cez kaspazu-8, ktora je sice dominantna kaspaza vonkajSej drahy, ale mdze byt
regulovana i vlastnym ,vykonnym® enzymom apoptézy, kaspazou-6. Podla in vivo Studie méze byt
kaspaza-6 hlavnym aktivatorom kaspazy-8, kedZe jej inhibicia vyrazne zniZila aktivitu kaspazy-8
a ovplyvnila celkové nastartovanie apoptézy [10]. Iniciacia kaspaz spdsobi degradaciu proteinkinaz,
cytoskeletalnych proteinov a proteinov zodpovednych za opravu DNA. Dalej spusta podjednotky
endonukleaz a nakoniec znici ,housekeeping“ bunkové funkcie. Kaspazy maju taktiez vplyv na
cytoskeletalnu Strukturu, regulaciu bunkového cyklu, signalne drahy, ¢o sa v kone¢nom désledku
prejavuje morfologickymi zmenami, akymi je kondenzacia a fragmentacia DNA, resp. napuciavanie
membrany [11].

33



Draha PI3K/AKT/mTOR

Draha PISK/AKT/MTOR reprezentuje klu¢ovu transdukénu drahu pre bunkovy rast a blokaciu bunkovej
smrti. Abnormalne vysoka aktivacia PISBK/AKT/mTOR kaskady je charakteristickym znakom velkej
variacie pri ludskych malignanciach a je spajana s karcinogenézou, nadorovou progresiou, rezistenciou
na lieCbu a taktiez zlou prognézou [12]. Vazba ligandov rastovych faktorov na ich receptory je vysledkom
angazovania kaskady prezivania a proliferacie vo vnutrobunkovom priestore. Spustaci mechanizmus je
odpovedou na fosforylaciu receptorovej tyrozin kinazy, nachadzajicej sa vo vnutri plazmatickej
membrany. Pozitivnym regulatorom tejto signalnej drahy je tumor supresorovy gén PTEN, ktory ma
charakter lipidovej a zaroveh aj proteinovej fosfatdza [13]. Tumor supresorovy gén PTEN méze
defosforylovat PIP3, &im zablokuje transduk&ny signal PI13/Akt.

PI3K
|

mTOR « Akt

cytochrom ¢ Obrazok 2: Schéma signalnej

\l PIBK/AKT/mTOR drahy. Kracovu

Kaspaza-3 signalizaciu zohrava AKT, svojim

l priamym aj nepriamym pbésobenim

p na apoptotické proteiny. Upravené
APOPTOZA podra [14].

Pri tejto drahe ma klu€ovu ulohu protein AKT, ktory ma charakter antiapoptotického faktora priamo
alebo nepriamo antagonizujuceho bunkovu smrt [15]. Priamo bol AKT spajany s fosforylaciou kfucovych
apoptdzu regulujicich proteinov (obr. 2), ¢oho vysledkom je posun rovnovahy medzi pro- a anti-
apoptotickymi proteinmi veducej k inhibicii bunkovej smrti [14]. S touto rovnovahou bolo poukazane na
multidoménovy protein Bax, ktory je fosforylovany Akt-zavislym spésobom na serinovom zvySku
v pozicii 184 [16]. Okrem tejto konformacnej zmeny Bax blokuje AKT aj aktivitu proteinu Bim. Zatial ¢o
fosforylacia proapoptotickych proteinov Bax a Bim zmierfiuje ich potencial. Naopak, AKT-
sprostredkovana fosforylacia niektorych aAP faktorov (XIAP a Mcl-1) zniZzuje ich antiapoptotické
vlastnosti zniZzenim ich proteinovej stability. Vysledkom tejto degradacie cez proteazomovu masinériu
je redukcia proteinovej expresie. Za nepriame pdsobenie Akt na bunkovu smrt je povazovana cesta
fosforylacie transkripénych faktorov. Tento mechanizmus plati pri faktore NFkB a cAMP element-
viazucom proteine (CREB) ako aj faktoroch, ktoré sa oznacuju FOXO (,Forkhead box“ trieda O). AKT
fosforylacna stimulacia moéze na jednej strane podporovat expresiu antiAP proteinov, kym na druhej
strane redukuje hladiny proapoptotickych proteinov [14].

Signalna drdha PI3K/AKT/mTOR reprezentuje regulaény mechanizmus na kontrolu aktivity pro-
a antiapoptotickych proteinov rodiny Bcl-2, preto objavenie malych molekulovych inhibitorov tejto
kaskady mbzu otvorit nové perspektivy pri modelovani mitochondrialnej drahy apoptézy.
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Regulacia apoptézy a jej loha pri nadoroch
Problémy s regulaciou apoptézy su pritomné vo velkom pocte ochoreni, nadorové choroby
nevynimajuc. Pre nadorové bunky je typické velké mnozstvo mutacii, ktoré umozfuju ignoraciu
regulaénych signalov pre rast a proliferaciu zdravej bunky. Za normalnych okolnosti poSkodené bunky
podliehaju apoptdze, ale v pripade mutacii v nadorovych bunkach sa moéze stat, Ze tieto bunky
nepodstupia apoptéze. V takychto stavoch bunkova proliferacia nie je kontrolovana, v désledku ¢oho
mdze byt dana porucha progresom k formovaniu nadorov. Vo vacsine pripadov je tieto nadory obtiazne
vylie€it pomocou protinadorovych lie€iv, kedze mutacie v apoptotickej drahe spdsobia produkciu
buniek, ktoré su rezistentné na tento typ ataku. Preto pochopenie regulacie apoptézy v nadorovych
bunkach je v si€asnosti vyznamnym zameranim pri urovani cielenej terapie [8].
Apoptoticka kaskada je velmi prisne regulovana. V jej priebehu existuju body, v ktorych sa mézu uplatnit
rézne kontrolné mechanizmy: aktivacia ¢i inaktivacia enzymov, alebo tiez mieru aktivacie ré6znych pro-
a anti- apoptotickych proteinov. Obidve hlavné drahy apoptézy su regulované spolo€nymi proteinmi,
medzi ktoré vo vacsej miere patria: p53, Bcl-2, Bcl-xL, Bax, NFkB, Myc, AKT a PI3K. Prave vzajomny
pomer hladin pro- a antiapoptotickych zloziek tak preduréuje definitivny osud bunky. Presny
mechanizmus, ako spominané proteiny reguluju apoptézu nie je znamy, existuju v8ak tri modelové
situacie, ktoré su v tejto suvislosti najcastejSie definované (obr. 3):
A. V prvom modely su Bax a Bak udrziavané v neaktivnej formacii cez priamu interakciu
s jednym alebo dvomi rozdielnymi aAP Bcl-2 proteinmi. V odpovedi na apoptoticky stimul
sa BH3-vyhradné proteiny viazu a neutralizuju aAP proteiny, vysledkom ¢oho je uvolnenie
Bax a Bak. Zvy$ena expresia Bcl-2 a Bcl-xL predstavuje zablokovanie Bax translokacie
a aktivacie [17]. Uloha proteinu Bak je demons$trovana pri odligeni Bcl-xL a Mcl-1
v mitochondriach za normalnych podmienok [18]. NavySe BH3 proteiny zohravaju centralnu
ulohu pri $pecifickych vazbach na antiapoptotickych ¢lenov Bcl-2 rodiny. Napriklad, Bad
interaguje s Bcl-2 a Bcl-xL, ale nie s Mcl-1 na ktory sa viaZze Noxa, ktory v3ak nie je
Specificky pre vazbu s Bcl-2 a Bcl-xL [19]. Tieto prepojenia indikuju, Ze na spustenie
smrtelného stimulu sa musi aktivovat viac nez len jeden protein s BH3 doménou. Willis
a kolektiv dokazali, ze uvolnenie Bak z Bcl-xL a Mcl-1 vyzaduje zvySenu expresiu oboch
proteinov Bad a Noxa. Pri samostatnej aktivacii Bad resp. Noxa proteinu tento efekt nebol
pozorovany. Naopak nadexpresia proteinu Puma, ktory ma vysoku afinitu na vacsinu aAP
proteinov, je dostato€na na indukciu Bak sprostredkovanej apoptézy [18].

B. Druhou alternativou pri BH3 proteinoch je ich priamy u&inok na Bax a Bak. Zaznamenana
bola priama interakcia tBid a Bim s Bax. Fluorescenéné znacenie Bax a tBid nepoukazalo
na ich vzajomnu Kkolakildaziu po€as apoptézy. Bax sa nachadza v klastroch na
mitochondriach [20].

C. Tretim modelom je navrh, Ze aAP Bcl-2 ¢lenovia izoluju BH3 proteiny formou zabranenia
aktivacie pAP proteinov Bax a Bak.
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Obrazok 3: Modely regulacie hlavnej apoptotickej drahy. Prevzaté z prace Hatok J., 2016 [21].

Je zrejmé, Ze tieto modely ukazuju, Ze Bcl-2 proteiny su pravdepodobne regulované niekolkymi
mechanizmami, ktoré sa mdézu lidit podla typu buniek ako aj v rovnakej bunke, ale pri réznych
podnetoch. Zvy3ena expresia Bcl-2 vo vnutornej drahe modze viest kinhibicii apoptdzy,
sprostredkovanej vonkajsou drahou. Naopak, TNFa mdze zvysit expresiu NFkB a stimulovat tak
antiapoptotické proteiny Bcl-2 rodiny [1].

Mnohé chorobné stavy vznikaju v désledku poruchy regulacie apoptdzy jednak jej nadmernou indukciou
(napr. neurodegenerativne ochorenia, alebo AIDS) alebo naopak jej regresiou (napr. malignity spojené
s mutaciou p53 alebo nadprodukciou viacerych antiAP proteinov). Nadorové postihnutie je vSeobecny
nazov pre skupinu choréb spdsobenych nekontrolovanym mnoZenim néadorovych buniek
v najréznejsich telovych organoch a tkanivach. Vznika v désledku akumulacie mutacii v délezitych
regulaénych génoch organizmu. Je charakterizované vznikom zhubnych (malignych) buniek, ktoré
ziskali schopnost’ prenikat do okolitych tkaniv (invazia), kde tvoria vzdialené nadory (metastazy). Toto
je klinicka definicia zhubného nadoru. KedZe nadorové ochorenie vznikd akumulaciou genetickych
zmien v bunkovych génoch, je logické, ze ich s predlzovanim veku pribuda [22].

Nadorové bunky sa €asto vyznacuju vlastnostami, ktoré poukazuju na poruchy v molekulovych drahach,
ktoré vedu k prirodzenej apoptéze. Medzi typické poruchy, ktoré sa vyskytuju v nadorovych bunkach,
patria:

. zvySena expresia prirodzenych inhibitorov apoptdzy, ako su produkty génov Bcl-2 a Bcl-
XL,

. ZniZzena expresia apoptézu indukujucich proteinov Bax a Bid,

. inaktivacia nadorového supresorového génu p53 genetickou mutaciou,

. inhibicia signalnej drahy sprostredkovana rodinou faktorov nadorovej nekrézy (TNF),

drahou TRAIL a nepritomnostou receptora smrti Fas,
. aktivacia signalnej drahy AKT/PKB (upregulacia Bcl-2),
. aktivacia inhibitorov apoptotickych bielkovin (IAP) [22].
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Zaver

K prezitiu a proliferacii potrebuju maligne bunky prekonat mnozstvo bariér, ktoré by inak navodili ich
smrt’ apreto ovplyviiuji viacero mechanizmov, resp. viacero biochemickych drah sucéasne.
Pravdepodobne vsetky typy nadorov maju schopnost nadobudnut’ odolnost voci programovanej smrti
bunky. Nadorové bunky ziskavaju rezistenciu na apoptdézu vdaka nadmernej aktivacii antiapoptotickych
proteinov alebo mutaciou, i znizenou aktivaciou proapoptotickych proteinov. Vzhladom na pocetnost
danych spbsobov preklenutia bunkovej smrti sa uvazuje, Ze latky, ktoré mézu globalne zmenit
apoptoticku rezistenciu nam mézu poskytnut najcennejsie terapeutické vyhody lieCby rakoviny. Aby sme
mohli nadorové bunky zacielovat najefektivnejSie, musime dalej objasfiovat mechanizmy, ktorymi sa
bunky vyhybaju apoptotickému programu.
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Abstrakt

Napriek tomu, Ze je magneticka rezonancia (MR) dobre zndmym neinvazivnym lekarskym nastrojom,
jej modality a technoldgie sa eSte stale rutinne nevyuZivaju v klinickej onkologickej praxi. Komplexny
multimodalny subor 3pecifickych, poéitatovo kvantifikovanych MR parametrov mozgového tkaniva
u pacientov s podozrenim na intrakranialny nador by mohol poskytnat presnejSie informacie
0 samotnom nadorovom tkanive. V tomto ohlade su najviac uzitocné protonova a fosforova magneticka
rezonanéna spektroskopia (*H a 3P MRS), relaxometria relaxaéného ¢asu T2, difuzne-vazena
magneticka rezonancia (DWI) a dynamicky-kontrastne vazena magneticka rezonancia (DCE MRI).
Viacjadrova MRS je novodoba medicinska technika umoZiujuca neinvazivnu, invivo analyzu
biochemickych procesov prebiehajucich v normalnom a patologicky zmenenom tkanive. Relaxometria
je zaloZena na vyhodnocovani relaxaéného Casu T2, parametra odzrkadfujuceho mikroStrukturaine
vlastnosti tkaniva. Zatial ¢o DCE MRI umozZfiuje sledovat tkanivova mikrovaskularitu, ako aj stav
hematoencefalickej bariéry, DWI vytvara traktografické mapy tkaniva mozgu a zabezpeduje
monitorovanie jeho nervovych drah. VSetky uvedené sofistikované meracie metodiky spolu
s vyhodnocovacimi postupmi aich vzajomnou multiparametrickou analyzou moézu byt klacovymi

nastrojmi pri diagnostike intrakranialnych nadorov.

Kracové slova: intrakranialne nadory, 'H a 3P MRS, relaxometria, DWI, DCE MRI
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Uvod

Zlatym Standardom v diagnostike intrakranialnych nadorov je pouzitie magnetického rezonanéného
zobrazovania (MRI), ktoré médze pomdct odhalit pritomnost nadoru, hoci toto uréenie modze byt
subjektivne a nie vzdy presné [1,2]. Existuju v3ak viaceré MR modality, ktoré za u¢elom kvantifikacie
MR dat vyuzivaju pocCitaovo spracovavané matematické algoritmy pre ziskanie presnych hodnét
Specifickych parametrov charakteristickych pre zdravé, ale aj nadorom ovplyvnené mozgové tkanivo.
Presné pocitaCové hodnotenie tychto parametrov pomaha odhadnut’ vlastnosti vySetrovaného tkaniva,
histologicky typ ¢i povahu nadoru, ale aj stuperi jeho malignity a tak zvysuju citlivost a $pecifickost MR
vySetrenia [3,4]. NavySe aplikacia novodobych MR metdd vdaka svojej neinvazivnosti umozruje in vivo
monitorovanie intrakranialnych nadorov, ¢im méze presnejSie sluzit pri nastaveni a hodnoteni cielenej,
personalizovanej terapie [5,6]. Vysoky informativny prinos a individualizacia terapeutického pristupu by

mohli mat’ aj ekonomické vplyvy na usporu lie€iv, farmak a inych zdravotnickych pomaocok.

Magneticka rezonanéna spektroskopia

Proténova magneticka rezonanéna spektroskopia (*H MRS) zaznamenavana signal rezonujucich
1H jadier v chemickych zlG¢eninach, ktoré sa prezentuju vo forme metabolickych pikov (obr. 1) [2,7].
Tymto spdsobom sa neinvazivnou cestou ziskavaju in vivo informacie o viabilite a funkénosti neurénov
(N-acetylaspartat, N-acetyl-aspartyl-glutamat = tNAA) agliovych buniek (myoinozitol = mins),
o koncentraciach neurotransmiterov (glutamat = Glu, glutamin = Gln, kyselina y-
aminomaslova = GABA), o prebiehajucich membranovych procesoch (fosfatidylcholin,
glycerofosfatidylcholin, acetylcholin a volny cholin =tCho), o nekrotizacii tkaniva (laktat= Lac,
lipidy = lip, makromolekuly = MM), ako aj o bunkovom energetickom metabolizme (kreatin
a fosfokreatin = tCr) [1,7]. Zmenené koncentracie niektorych metabolitov mozgu boli v réznych Studiach
detegované pomocou 'H MRS, pricom bola aj deklarovana ich suvislost s patologickymi procesmi
v mozgovom tkanive, a to dokonca skér, nez doSlo k markantnym prejavom ochorenia [3,5,6]. Naprie¢
odbornou literatdrou sa dokonca uvadza, Ze pomocou 'H MRS je mozné jednoznaéne rozlisit’ niektoré
histologické typy a stupne malignity intrakranialnych nadorov [2,3,4,6].

Fosforovd magneticka rezonanéna spektroskopia (*!P MRS) umozZiiuje vyhodnocovanie
metabolickych pikov tych zlu€enin, ktorych funkéné skupiny obsahuju rezonujuce jadro fosforu 3P [3,4].
Je tak mozné vySetrit hladiny dbélezitych mozgovych metabolitov (obr. 1) vratane energetickych
markerov (fosfokreatin = PCr, anorganicky fosfat = Pi, adenozin trifosfaty = a-p-y-ATP), metabolitov
syntézy (fosfomonoestery = PME) a degradacie membranovych fosfolipidov (fosfodiestery = PDE)
[8,9,10]. To, Ze 3P MRS je vhodnym onkologickym nastrojom, bolo prezentované uz v mnohych
Studiach, ktoré dokazuju, ze v nadorovom tkanive mozgu je mozné pozorovat narastajucu proliferaciu
buniek (zvysené hladiny PME, PDE), ako aj zvySenu energeticku naro€nost tkaniva (narast koncentracii
ATP a Pi, klesajuce hladiny PCr) a v neposlednom rade pritomnost anaerébneho metabolizmu

(alkalické intracelularne a acidické extracelularne pH) [10,11].
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Obr. 1 Neinvazivne vyS$etrenie intrakranidlneho nadoru in vivo pomocou 'H a 3P MRS umozriuje
analyzovat zmeny Specifickych metabolitov tkaniva mozgu. Tieto spektra boli zmerané na 1,5 Teslovom
MR skeneri Siemens Magnetom a vyhodnotené pomocou softvérov LCModel (v.6.2-1L) v pripade 'H
MRS a jMRUI (v.5.0-219) v pripade 3P MRS.

Relaxomeria

Relaxometria je zaloZzena na mapovani charakteristického relaxacného €asu T2, ktory odraza
pohyblivost a chemické prostredie analyzovanej Struktury tkaniva mozgu [12,13]. Tato neinvazivna
metdda umozriuje in vivo vySetrenie tkanivovej mikroStruktury, intra- a extracelularneho objemu vody
[13,14], pricom pre jednotlivé MR rezy tkanivom vypodcitava charakteristické parametrické mapy, &i
znézorfiuje konkrétne hodnoty vo zvolenom vySetrovanom bode (obr. 2) [13,15]. V odbronej literature
sa Casto udavaju prinaleziace rozmedzia hodnét relaxometrickych parametrov pre jednotlivé typy
intrakranialnych nadorov, dokonca v rozlicnych stupfioch malignity, jednoznacéne ich odliSujucich od

zdravého mozgového tkaniva [14,15,16].

Obr. 2 Neinvazivne vySetrenie
intrakranialneho nadoru in vivo
pomocou realxometrie (T2
mapovanie) umozfiuje analyzovat
bunkovi  hustotu a tkanivovu
mikrostrukturu. Tieto MR-data boli
zmerané na 1,5 Teslovom MR
skeneri Siemens Magnetom
a vyhodnotené pomocou progra-
mového prostredia Matlab.
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Vazena magneticka rezonancia

Difuzne-vazené MRI (DWI) predstavuje techniku vyhodnocovania citlivych zmien intenzity signalu v
tkanive spdsobenych difuznym pohybom molekul vody v mikrostruktirach mozgu. Bolo dokazané, ze
na zaklade DWI je mozné identifikovat intrakranialne nadory z dévodu typicky zvySenej celularity tkaniva
a tym aj spomalenia pohybu molekul vody [4,17]. Pri DWI merani vykonavanom vo viacerych smeroch
naprie¢ vySetrovanym tkanivom sa ziskavaju Specifické parametre odzrkadlujuce velkost a hustotou
buniek (zjavny difuzny koeficient = ADC), ale aj priestorovd organizaciu tkaniva (frakéna
anizotropia = FA), ktoré su ¢asto prezentované v podobe vizualizacie drah axénov v mozgovom tkanive
(traktografia/difuzne tenzorové zobrazenie = DTI) [2,13,17]. Ukédzalo sa, ze hodnoty ADC a FA
prispievaju k identifikacii nadorového procesu, rovnako ako DTI umozriuje urCit polohu nadoru (obr. 3)
[18,19].

Dynamicky-kontrastne vazené MRI (DCE MRI) je séria trojdimenzionalnych T1 vazenych MR snimok
meranych pred a po intraven6znom podani kontrastnej latky na baze gadolinia, ktorého paramagnetické
vlastnosti spdsobuju skratenie relaxacného ¢asu Ti [6,20]. Na zaklade tohto fyzikalneho prejavu je
mozné pomocou DCE MRI diferencovat Struktury, v ktorych dochadza k akumulacii kontrastnej latky
z dévodu zvySenej vaskulatury tkaniva, ¢i naruSenej hematoencefalickej bariéry [4,20,21]. Namerané
kontrastne dynamické udaje sa zaznamenavaju vo forme kinetickych kriviek (obr.3) pricom je mozné
ziskat fyzikalne parametre popisujuce tkanivova angiogenézu [22,23]. DCE MRI tak prinaSa poznatky
o tkanivovych  farmakokinetickych  a fyziologickych  vlastnostiach ako je perfuzia, stav

hematoencefalickej bariéry, mikrovaskulatura alebo priepustnost ciev [23,24].
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Obr. 3 Neinvazivne vySetrenie intrakranialneho nadoru in vivo pomocou DWI a DCE MRI umoZziuje
analyzovat stav hematoencefalickej baiéry a mikrovaskularitu tkaniva. Tieto MR-data boli zmerané na
1,5 Teslovom MR skeneri Siemens Magnetom a vyhodnotené pomocou programového prostredia
Matlab.

Zaver
Rozlicné modality MR su celosvetovo uznavané neinvazivne klinické metédy ktoré sa postupne
integruju do lekarskej praxe a to predovSetkym v neuroldgii, neurochirurgii, ale aj onkoldgii. Poskytuju

jedineénu anatomicku, morfologicku a biochemicku analyzu zdravého, ale aj nadorového tkaniva ¢im
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napomahaju k presnejSej lokalizacii, podrobnejsej diagnostike, ale aj monitorovaniu inktrakranialnych

nadorov.
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Abstrakt

Multiformny glioblastom (GBM) je najagresivnejSi maligny nador mozgu s velmi zlou prognézou
a limitovanou odpovedou na dostupnu terapiu. Doba prezivania pacientov je kratka, len 5% pacientov
prezije viac ako 3 roky od diagnostikovania ochorenia. Nador sa vyznacuje vysokou heterogenitou, jeho
patogenéza zahffia poCetné mutacie v niektorych kritickych signalnych drahach zu&astriujucich sa
vV procese angiogenézy, deleni a preziti bunky. Preto pochopenie molekularnych mechanizmov, ktoré
su zakladom agresivneho spravania tumoru, méze viest k lepSiemu manaZmentu, vhodnym terapiam a
z toho vyplyvajucim UspeSnym vysledkom. V tomto ¢lanku sa zaoberame vybranym signalnym

molekulam a ich inhibitormi so su€asnym vyuzitim v personalizovanej lieCbe.

Kracové slova: glioblastomy, cielena terapia, signélne drahy
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Uvod

Multiformny glioblastém (GBM) je najrozSirenejSou formou primarneho mozgového nadoru a jedna z
najsmrtelnejSich a najnaro€nejsich f'udskych malignit [1]. Tento najbeznejsi glidlny nador je asociovany
so zlou prognézou, priemerna doba prezivania pacientov s GBM je 12 — 15 mesiacov od
diagnostikovania tumoru [2]. GBM su klasifikované ako primarne a sekundarne podtypy na zaklade
klinického prejavu a vlastnosti, hoci na histologickej urovni su nerozoznatelné [1]. V 95%
diagnostikovanych pripadoch ide o primarny GBM vznikajiaci de novo [3]. Primarne GBM postihuju
prevazne starSich fudi (priemerny vek 64 rokov) [1]. Sekundarne GBM vznikaju z astrocytémov
s nizkym stupfiom malignity a vyskytuji sa prevazne u pacientov mladsich ako 45 rokov. Standardna
lieCba je paliativha, pozostava z kombinacie chirurgického zakroku, radioterapie a chemoterapie
Temozolomidom [4]. Napriek agresivnej terapii rychlo dochadza ku smrti pacienta [5]. Preto je hladanie
novych molekularnych cielov a vyskum terapeutik kriticky. Vdaka programu The Cancer Genome Atlas
(TCGA) boli identifikované genetické mutacie vyskytujlce sa vo vacSej ¢ mensej miere u
glioblastémovych nadorovych buniek a to vo viacerych drahach, pri€¢om ku najvyznamnejSim radime
signalizaciu sprostredkovanu tyrozinkinazovymi receptormi (RTK) a regulaciu bunkového cyklu
proteinmi p53 a retinoblastomovym proteinom (pRB) [6]. Komponentom spomenutych drah je

momentdalne venované velke usilie pri navrhovani cielenych terapii.

Tyrozinkinazové receptory

Tyrozinkinazové receptory (RTK) su na povrch viazané receptory pre rastoveé faktory, hormony, cytokiny
a iné extracelularne signalne molekuly. Po interakcii s ligandom aktivuju svojou kinazovou aktivitou dve
hlavné downstream signédlne drdhy Ras/MAPK/ERK a Ras/PI3K/AKT, ktoré reguluja bunkovu
proliferaciu, diferenciaciu, angiogenézu a preZivanie buniek [7]. Z tohto dévodu patria medzi sfubné
ciele pre protinadorovu terapiu [5]. Do rodiny tyrozinkinazovych receptorov patri napr. receptor pre
epidermalny rastovy faktor (EGFR), receptor pre vaskularny endotelialny rastovy faktor (VEGFR),
receptor pre rastovy faktor odvodeny od trombocytov (PDGFR), receptor pre hepatocyticky rastovy
faktor (c-MET/HGFR), receptor pre fibroblastovy rastovy faktor (FGFR) alebo receptor pre inzulinu
podobny rastovy faktor 1 (IGF-1R).

Molekuly inhibujuce kinazovu aktivitu receptora

Mnoho latok v kontexte lie€by multiformného glioblastomu cieli prave na kindzovu aktivitu RTK. Radime
medzi ne Erlotinib, ktory inhibuje tyrozinkinazovy receptor EGFR tym, Ze sa viaZze na monomér
receptora a zabrariuje autofosforylacii [8]. Tato latka bola testovana vo viacerych klinickych Stadiach
fazy Il zameranych na monoterapiu Erlotinibom u pacientov s GBM a v kombinacii s Temozolomidom
u pacientov s prave diagnostikovanym GBM [8, 9]. Dvojkombinacia lie€iv bola pacientmi pomerne dobre
tolerovana, terapia dokonca viedla k vy3Sej miere prezivania [8]. Monoterapia u pacientov
s rekurentnym GBM sa ale ukazala ako neucinna [9]. Gefitinib (ZD1839/Iressa), taktiez inhibitor EGFR,
zvysil mieru radiosenzitivity u nadorovych buniek U251 in vitro [10]. PoCas druhej fazy klinickych testov
sa vSak nepreukazalo celkové zlepSenie stavu pacientov s prave diagnostikovanym GBM oproti doteraz

zname;j lieCbe [11].
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AEE788 a Vandetanib su inhibitormi tyrozinkindz EGFR a VEGFR. Dal$ie $tudie na AEE788 boli
ukongené z dévodu vysokej toxicity a minimalneho prispevku v lieCbe rekurentného multiformného
glioblastomu [12]. Naopak Vandetanib v kombinacii s inhibitormi histonovych deacetylaz (HDACI)
inhiboval proliferaciu GBM buniek in vitro [13]. Studie fazy Il klinickych vyskumov nepreukazali pozitivny
efekt v liecbe GBM, preto bol dalSi vyskum taktiez ukonéeny [14, 15]. Vatalanib a Cediranib su
inhibitormi VEGFR. Vatalanib (PTK787) ako inhibitor VEGFR bol velmi dobre tolerovany, no mal
minimalny U¢inok na regresiu nadoru [16]. Vo faze Il klinickych testov sa nepreukazal pozitivny vplyv
Cediranibu (AzZD2171) ako monoterapie ani v kombinacii s Lomustinom na inhibiciu rastu nadorov
u pacientov [17]. Predklinické testy vSak naznagili suvislost medzi pouzitim Cediranibu s radioterapiou
a normalizaciou nadorovych ciev. Na zaklade tychto zisteni je skimanie synergie chemoradioterapie
a Cediranibu uz v druhej faze klinickych testov [18].

Sunitinib, inhibitor viacerych tyrozinkinaz (PDGFR-a/3, VEGFR 1-3, KIT, RET, FLT3 a CSF1R), nebol
v klinickych testoch ako monoterapia ucinny, u pacientov nastala progresia ochorenia napriek terapii
[19, 20]. Tyrozinkinazové receptory PDGFR-a/B, Brc-Abl, c-FMS a c¢-KIT mbézu byt atakované pouzitim
inhibitora Imatinib (Gleevec/ST1571), ktory v klinickych testoch fazy Il v mensej miere preukazal
prospesny ucinok u pacientov s GBM [21]. Zato oSetrenie glioblastomovych buniek Tyrphostinom (AG-
1296), taktiez inhibitorom viacerych tyrozinkinaz, in vitro znizilo ich Zivotaschopnost [22]. V
predklinickych in vivo testoch sa na xenograftickom mySacom modeli protinadorovy ucinok len potvrdil.
Lenvatinib (E7080) a Nintedanib su inhibitormi VEGFR, FGFR a PDGFR. Oba lieky boli testované
v druhej faze klinickych aplikacii [23, 24]. Len Lenvatinib mal mierne pozitivny U&inok pre pacientov
s GBM, terapia vSak bola spojena s vysokou toxicitou Lenvatinibu. PD173074, dalSi multiinhibitor
tyrozinkinaz FGFR a VEGFR mal v in vitro testoch tumorostaticky efekt, o sa vSak musi potvrdit v
dalSich klinickych testoch [25].

Foretinib a SGX-523 su molekuly inhibujuce tyrozinkindzu HGFR/ c-MET in vitro a protinadorovy u&inok
vykazovali aj v in vivo testoch na xenograftickom mySacom modeli [26, 27].

PQ401, GSK1838705A, PPP (Pikropodofilin/AXL1717) a NVP-AEW541 su inhibitormi tyrozinkinazy
IGF-1R, ktorych inhibi¢ny ucinok bol potvrdeny v predklinickych testoch in vitro, v pripade terapie
pomocou GSK1838705A a PPP aj in vivo na zvieracich modeloch [28, 29, 30, 31]. PPP v prvej faze
klinickych testov vykazoval tumorostaticky UCinok u 44% pacientov [32]. BMS-536924 je ATP
kompetitivny inhibitor IGF-1R/IR, ktory ma v in vitro podmienkach protinadorovy ucinok na bunky
rezistentné vo&i Temozolomidu [32].

Tieto molekuly boli $tudované ako potencialne lieCiva u réznych typov nadorov (tab. 1), vykazovali

odlisnu ucinnost a iba malo molekul bolo vhodnych na dalSie testovanie [5].

Monoklonélne protilatky vo¢i RTK extracelularnej doméne

Okrem kinazovej domény je dalSim z moznych cielov extracelularna doména priamo interagujuca
s ligandom [5]. Molekuly braniace vazbe ligandu na receptor nadorovej bunky zabrafuja kontinualnej
aktivacii kinazovej aktivity receptora [33]. Monoklonalna protilatka Cetuximab interaguje s EGFR,
zabranuje spusteniu signalnej drahy a limituje zhubnost nadoru [34]. Cetuximab bol testovany ako

zachranna terapia v pripadoch, kedy zlyhal chirurgicky zakrok, radioterapia aj chemoterapia. Terapiu
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pacienti znasali dobre, av3ak aktivita protildtky bola v klinickych testoch fazy Il minimalna.
Onartuzumab je schopny inhibovat ¢innost HGFR/c-MET. V in vivo mySacom modeli lokalna lieCba
spbsobila takmer UplInu inhibiciu rastu glioblastému [35]. Mechanizmus inhibicie zahffia antiproliferacné,
antiangiogénne a proapoptotické ucinky. V klinickych testoch fazy Il sa vSak nepreukazal klinicky prinos
Onartuzumabu na terapiu Bevacizumabom [37]. Pri terapii protilatkami je kriticka ich velkost [36]. Len
malé percento z pdvodnej davky je schopné prekonat hematoencefalicku bariéru a dostat sa priamo na
zelané miesto Uc€inku [5]. RieSenim mdzu byt biSpecifické protilatky interagujice s transportnym
systémom a nasledne s nadorom. Protilatky viazuce sa na transferinovy receptor boli uz Uspesne

testované na mysSiach a primatoch [37].

Molekuly cielené proti ligandom RTK

Niektoré protilatky funguju aj ako vychytavace ligandov, ¢im zabranuju aktivacii receptorov (Tab.1).
Aflibercept vychytava VEGF (ligand pre VEGFR). U pacientov s GBM v8ak ako monoterapia vykazoval
minimalnu inhibiénu aktivitu [38]. Predklinické Studie v8ak naznadili moznua synergicku aktivitu
radioterapie a terapie Afliberceptom [39]. Rilotumumab vyvazuje ligand HGF a brani interakcii
s receptorom HGFR/c-MET. Dvojkombinacia temozolomid-Rilotumumab vyrazne inhibovala rast
glioblastémovych buniek U87MG in vitro [40]. Pocas klinickych testov v§ak u pacientov ako monoterapia
nemal skoro ziadny ucinok [41]. Hoci je vychytavanie ligandov a znemoznenie aktivity receptorov jednou
z ciest boja proti GBM, tento spdsob nie je najvhodnejsi [5]. V désledku mutacii sa receptory mézu stat
kontinualne aktivnymi, bez potreby ligandom sprostredkovanej aktivacie. V tom pripade je terapia

neudinna.

Komponenty signalnych drah sprostredkovanych tyrozinkinazovymi receptormi
Fosfatidylinozitol-3-kinaza

Fosfatidylinozitol-3-kinaza (PI3K) je enzym zuc€astriujuci sa regulacie bunkového cyklu, proliferacie
a apoptézy [5]. Velké percento glioblastdmovych buniek ma mutaciu prave v géne pre PI3K. Latky
inhibujuce PI3K doké&zali svoju aktivitu in vitro na bunkach a in vivo na mySacich modeloch, no ich prinos
v terapii pacientov s GBM musi byt testovany a dokazany v klinickych Studiach. PX-866 (Sonolisib) je
ireverzibilny inhibitor PI3K, ktory inhiboval angiogenézu a invazivnost GBM buniek, dokonca zapricinil
zastavenie bunkového cyklu v podmienkach in vitro [42]. V klinickom teste fazy Il sa ale nezabranilo

progresii ochorenia az u 73% pacientov [43].

mTOR
V klinickych testoch bol na GBM testovany Gcinok viacerych mTor inhibitorov a to s réznymi vysledkami.
Napriklad Temsirolimus v klinickej faze 1l nemal Ziadny vplyv na GBM [44]. Zato AZD2014 (Vistusertib)

zvysil citlivost glioblastomovych kmeriovych buniek na radioterapiu in vitro aj in vivo [45].

Ras protein atakovany aminobisfosfonatmi
Dalsim z moznych cielov pre terapiu GBM je Ras protein. Ako efektor viacerych signalnych drah sa
podiela na stimulacii proliferacie a diferenciacie. Onkogénne bodové mutacie v troch ludskych Ras

génoch boli detegované vo velkej Skale nadorovych ochoreni, v GBM len minimalne [6, 46]. VacSina
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glioblastémov vSak vykazuje zvySené hladiny Ras-GTP, aktivnej formy Ras proteinu, o zabezpeduje
jeho aberantnu aktivitu [47]. Aminobisfosfonaty su latky so sfubnym protinadorovym uc¢inkom tym, Ze
inhibuju farnezylaciu Ras proteinu, a tak zabranuju jeho downstream Ras-GTPazovej aktivite [48].
Kyselina zoledrénova (ZOC) je aminobisfosfonat s protinadorovym ucéinkom pouzivany na liecbu
metastaz v kostiach [49].

Na lieCenie mozgovych nadorov je vSak potrebné prekonanie hematoencefalickej bariéry. Problém
dorucenia latky priamo do nadoru bez chirurgického zakroku rieSia nanocastice Tf-PLCaPZ [50]. Su
ligované s transferinom a dokazu tak interagovat s receptorom pre transferin. ZOC zbalena do Tf-
PLCaPZ je prenesena cez hematoencefalicku bariéru transferinom sprostredkovanym transportom.
V predklinickych testoch sa dokazal dolezity uc¢inok Tf-PLCaPZ in vitro aj in vivo [50, 51]. Tieto

vynikajuce vysledky musia byt potvrdené v klinickych testoch, no su nadejnou terapiou GBM (tab. 1).

Proteinkinaza C

Proteinkinaza C (PKC) je enzym podielajuci sa na réznych mechanizmoch bunkovej odpovede:
regulacii génovej expresie, sekrécii proteinov, zapalovej odpovedi aj na bunkovej proliferacii.
Enzastaurin, inhibitor PKCB v klinickych testoch fazy | a Il v porovnani s alkylatnym

chemoterapeutikom Lomustinom (faza Ill, rekurentny GBM) nevykazoval lepSie vysledky [52].

Tumor supresory p53 a pRB

P53 a pRB signalne drahy su ovplyvnené vo velkom mnoZstve nadorov vratane GBM. Az 87% GBM
ma ovplyvnenu p53 drahu s mutaciami alebo deléciami priamo v géne pre p53 v 28-35% a 78% pRB
drédhu s deléciami alebo mutaciami v géne pre pRB v 7,6-11% [6]. Kvéli délezZitosti tychto proteinov
v patogenéze GBM bolo nutné najst spdsob ako obnovit pritomnost neporudeného a aktivneho proteinu
v GBM. SGT-53 je nanokomplex, ktory do glioblastémovych nadorovych buniek dorudi wild-type p53
[53]. Tento postup bol uspedne aplikovany na GBM bunky rezistentné voci temozolomidu in vivo aj in
vitro. Ako alternativa transportu sa moze vyuzit' doru€enie wild-type p53 do nadorovych buniek pomocou
virusov. V klinickej faze | sa testuje Ad-p53, ide o adenovirus, ktory do nadorovych buniek doruéi p53,
¢im spbsobi apoptézu transfekovanych nadorovych buniek [54]. PD0332991 (Palbocilib) je inhibitor
Cdk4/6 atak inhibuje downstream inhibiciu pRB. V predklinickych testoch Palbocilib inhiboval rast
mysSacieho nadoru v in vivo podmienkach [55].

O%-metylguanin-DNA metyltransferaza

O8-metylguanin-DNA metyltransferaza (MGMT) je zodpovedna za rezistenciu nadorovych buniek na
Temozolomid (metyluje DNA). MGMT odstiepi metyl naviazany na guanine, viaze ho na cystein vo
svojom aktivnom mieste, a tak sa nevratne inaktivuje [56]. O%-benzylguanin je latka, ktora blokuje
aktivne miesto enzymu prave interakciou s cysteinom atak ho inaktivuje [57]. Na predklinickych
mysSacich modeloch OS-benzylguanin zosilnil U¢inok Temozolomidu a Carmustinu, s ktorymi bol

podavany, no tento efekt sa nepotvrdil na pacientoch s GBM rezistentnym voci Temozolomidu [57, 58].

47



Tabul'ka 1: Priklady inhibitorov tyrozinkinazovych receptorov testovanych na GBM

Tyrozinkinazovy Molekularny

receptor ciel Inhibitor Klinicke testy Vysledky klinickych testov
- Faza Il, novo monoterapia bez ucinku
Erlotinib diagnostikovany dvojkombinacia
EGFR EGFR (Tarceva) a rekurentny GBM s Temozolomidom vys$Sia miera
prezivania pacientov
Gefitinib Faza Il, novo bez ucinku v porovnani
(ZD1839/Iressa) diagnostikovany GBM s pouzivanou lie¢bou
EGFR a AEE788 . . s
VEGFR (Everolimus) Faza I, rekurentny GBM bez ucinku, vysoka toxicita
EGFR a Vandetanib Faza Il, novo
VEGFR-2 (ZD6474) diagnostikovany GBM minimalny Gc¢inok
Faza I/ll, rekurentny GBM
extracelularna  Cetuximab Z;Zig's't’":x’:n, NCT02861898, NCT02800486,
doména (Erbitux) argkurenm, GéM NCTO01884740
EGFR ¥
Vatalanib Faza |, novo
VEGFR VEGFR ’ inimalny ucinok
G ¢ (PTK787) diagnostikovany GBM minimainy dcino
N Faza Ill, rekurentny GBM
Cediranib S -
VEGFR-2 (AZD2171) v kombln?cu bez ucinku
s Lomustinom
VEGFR, .
PDGER Faza Il, novo
FLT1 ’ Sunitinib diagnostikovany NCT02928575
FLTL/KDR, a rekurentny GBM
FLT3 a RET
kinazy
PGFR, FGFR  Nintedanib . . e
a VEGER (BIBF11220) Faza Il, rekurentny GBM bez ucinku
VEGF Aflibercept Faza Il, rekurentny GBM minimalny G¢inok
PDGFRa,
PDGER PDGFRB, Imatinib mesylat Faza I/ll, rekurentny GBM pozitivny u¢inok
Bcr-Abl, c- (Gleevec/ST1571)
FMS a c-KIT
PDGFRa,
PDGFRB, c-
KIT, BEK, Tyrphostin - -
FMS
podobna
tyrozinkinaza
3
VEGFR, Lenvatinib
FGFR a (E7080) Faza I, rekurentny GBM minimalny ucinok, toxicita
PDGFR
c-MET -
HGFR/c-MET a VEGFR-2 Foretinib - -
c-MET SGX-523 - -
Rilotumumab X , . -
HGF (AMG102) Faza Il, rekurentny GBM monoterapia bez ucinku
extra’celularna Onartuzumab Faza Il, rekurentny GBM bez ucinku
doména c-
MET
FGFR,
FGFR VEGER PD173074 - -
IGF-1R IGF-1R PQ401 - -
GSK1838705A - -
PPP (AXL1717) Faza |, rekurentny GBM tumorostaticky u€inok
NVP-AEE541 - -
IGF-1R/IR BMS-536924 - -
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Zaver

Multiformny glioblastdm je ochorenie naroéné a velmi zle odpovedajuce na su€asnu liecbu, z ¢oho
vyplyva nepriazniva prognéza pre pacientov trpiacich touto diagnézou. Genomické analyzy odhalili
dysregulaciu velkého poctu klu€ovych signalnych drah, na ktoré mézu cielit nové terapeutika. Na ich
vyskume je ale potrebné neustale pracovat. Ug&innost inhibicie jednotlivych komponentov pomocou
malych molekul alebo protilatok je rézna. Solidne tumory su charakterizované vysokym stupriom
heterogenity, preto je zasahovanie viacerych dysregulovanych drah su¢asne a na réznych Urovniach
Ziaduce. Subezné podavanie latok s réznym ucinkom moéze vyrazne zvysit U€innost terapie. Tato
stratégia je v8ak naroéna z farmakokinetického a farmakodynamického pohladu. Dal$im problémom je
prekonanie hematoencefalickej bariéry. Terapeutika, ktoré vykazuju sfubné vysledky in vitro zlyhavaju
v klinickych testoch. RieSenim méze byt transport mensich molekul pomocou nanocastic, interakciou
protilatok s ligandom pre membranovy receptor alebo technikou cieleného ultrazvuku a mikrobublin [50,
59]. Tieto techniky by mohli zvySit koncentraciu terapeutik v prostredi nadoru a zvysit' tak ich u€inok.
Imunoterapia je dalSou z moznosti, mnohé vstupuju do klinickych testov s dobrymi predklinickymi

vysledkami [60]. S novymi terapiami prichadza nadej pre liecbu GBM.
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Abstrakt

Vitamin C patri medzi esencialne latky, ktoré ziskava ludsky organizmus len zo stravy. Okrem jeho uloh
v metabolizme neurotransmiterov, syntézy kolagénu a antioxidantu sa v suCasnosti dostava do
pozornosti aj jeho schopnost spolupodielat sa na epigenetickej regulacii génovej expresie. Ako jeden
z kofaktorov 2-oxoglutarat-zavislych dioxygenaz, medzi ktoré patria aj TET enzymy, sa vitamin C
spolupodiela na tvorbe 5-hydroxymetylcytozinu a tym reguluje metylaény stav DNA. Pre nadorové
bunky je charakteristicky pokles zastupenia 5-hydroxymetylcytozinu v ich genéme, ktory koreluje
s poklesom enzymatickej aktivity TET enzymov a vnutrobunkovej koncentracie vitaminu C. Aplikacia
vitaminu C a s flou spojeny narast vnutrobunkovej koncentracie vitaminu C iniciuje obnovenie aktivity

TET enzymov a tvorbu 5-hydroxymetylcytozinov, ako aj smrti nddorovych buniek.

Kraéové slova: vitamin C, 5-hydroxymetylcytozin, TET, epigeneticka regulacia, onkologické

ochorenia
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Uvod

Vitamin C, tiez znamy ako kyselina L-askorbovd, je vo vode rozpustny vitamin, ktory je prirodzene
pritomny v niektorych potravinach a tiez dostupny ako vyzivovy doplnok. Pre fudsky organizmus, na
rozdiel od vacsiny zivoCichov, je vitamin C esencialny a preto je zakladnym diétnym komponentom [1].
V fudskych bunkéch je vitamin C nezastupitefny ako kofaktor potrebny na biosyntézu kolagénu, L-
karnitinu a niekolkych neurotransmiterov. Naviac, vitamin C sa tiez spolupodiefla na metabolizme
bielkovin [1, 2] a regulacie aktivity transkripénych faktorov rodiny HIF, ako aj modulacie epigeneticky
regulovanej expresie génov prostrednictvom spoluucasti na oxidacnej demetylacii DNA a histonov [3].
Vitamin C je tiez délezitym fyziologickym antioxidantom [3] a ukazalo sa, Ze regeneruje dalSie
antioxidanty v tele, vratane alfa-tokoferolu [4].

Okrem biosyntetickych a antioxidaénych funkcii ma vitamin C ddlezitu ulohu v regulacii imunitnej
odpovedi [4] a svojimi redukEnymi vlastnostami prispieva k vstrebavaniu nehémového zeleza z potravy
[5]. Nedostato€ny prijem vitaminu C je pri¢inou skorbutu, ktory je charakterizovany Unavou alebo
zmenenou naladou, rozsiahlou slabostou spojivového tkaniva a krehkostou kapilar [1, 2, 4, 6 — 9].
Oralny prijem vitaminu C ovplyviuje jeho bunkovi a plazmaticku koncentraciu, pricom jeho celkova
koncentracia v organizme je regulovana prostrednictvom jeho absorpcie a exkrécie. Priblizne 70 az
90 % vitaminu C sa absorbuje pri jeho prijme 30-180 mg/den. AvSak pri davkach vysSich ako 1 g/ den
klesne absorpcia na menej ako 50 % [4]. Vysledky farmakokinetickych Studii naznacuju, Ze peroraine
davky 1,25 g / den kyseliny askorbovej produkuju priemerné maximalne koncentracie vitaminu C v
plazme 135 pmolov/l, ktoré su priblizne dvojnasobne vy$Sie ako koncentracie produkované
konzumaciou 200-300 mg/defi kyseliny askorbovej zo stravy bohatej na vitamin C [10].

Celkovy fyziologicky obsah vitaminu C v organizme sa pohybuje od 300 mg az po priblizne 2 g [4].
Vysoké hladiny vitaminu C su udrziavané v bunkach a tkanivach, a to hlavne v leukocytoch, v o€iach,
v nadobli¢kach, v bunkach hypofyzy a mozgu. Naproti tomu, koncentracia vitaminu C je nizka
v Cervenych krvinkach a extracelularnych tekutinach, ako su plazma a sliny [4].

Vyznam vitaminu C v prevencii rakoviny

Vysledky epidemiologickych Studii poukazuju na skuto€nost, Ze zvySena konzumécia ovocia a zeleniny
je spojena so zniZzenim rizika vzniku vacsiny typov rakoviny. Predpoklada sa, Ze tento efekt je aj
désledkom ich vysokého obsahu vitaminu C [1, 2]. Vitamin C mdze obmedzit’ tvorbu karcinogénov in
vivo [2, 11], moduluje imunitnt odpoved [2, 4] a prostrednictvom svojich antioxidagnych vlastnosti sa
mdze spolupodielat na zmenseni oxidaéného poskodenia biomolekul [1]. Vysledky vaésiny pripadovych
Stuadii potvrdzuju inverznu suvislost medzi prijmom vitaminu C a rakovinou pluc, prsnika, hrubého ¢reva
alebo konecnika, zaludka, ustnej dutiny, hrtanu alebo hltanu a pazeraka [2, 4, 12, 13, 14]. Naopak,
pokles plazmatickej koncentracie vitaminu C bol pozorovany u pacientov s nadorovymi ochoreniami pri
porovnani so zdravymi jedincami [2].

Na druhej strane je potrebné tiez poznamenat, Ze niekolko epidemiologickych studif, pri ktorych bol ako
doplnok stravy pouZity bud samotny vitamin C, alebo spolu s inymi mikroZivinami, nepriniesol Ziadny
prinos v prevencii rakoviny [15 — 23]. Podstatné obmedzenie pri interpretacii vysledkov mnohych z
tychto Studii spociva v tom, Ze neboli stanovované koncentracie vitaminu C pred alebo po podani v krvi
sledovanych os6b. Plazmatické a tkanivové koncentracie vitaminu C su u ludi prisne kontrolované. Pri
dennej davke 100 mg alebo vy$Sej sa zda, ze bunky su nasytené a pri prijme najmenej 200 mg sa
plazmatické koncentracie zvysuju len nepatrne [2, 10, 12, 15, 20]. Ak by sa koncentracie vitaminu C u
subjektov uz pri vstupe do Studie blizili k nasyteniu, dalo by sa ofakavat, Zze dodato€na davka vitaminu
C uz nebude mat ziadny vplyv na sledovany parameter [12, 24, 25, 26].

Lie€ba rakoviny

V 70. rokoch Studia Cameron, Campbell a Pauling naznacovali, Ze vysoka davka vitaminu C ma
priaznivy vplyv na kvalitu Zivota a prezitie u pacientov s terminalnou rakovinou [27, 28]. Niektoré
nasledné Studie - vratane randomizovanej, dvojito zaslepenej, placebom kontrolovanej klinickej Studie
[29] - nepodporili tieto zistenia. V uvedenej §tadii pacienti s pokroCilym kolorektalnym karcinémom, ktori
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uzivali denne 10 g vitaminu C, nemali lepSie vysledky ako pacienti uzivajuci placebo. Taktiez vyskum
vykonany v roku 2003, ktory hodnoti U¢inky vitaminu C u pacientov s rakovinou v pokrocilom $tadiu,
nepreukazal ziaden protektivny prinos uzivania vitaminu C pri vyhodnoteni celkovej umrtnosti [23].
Rozdiel v G€inku vitaminu C méze byt désledkom spbsobu jeho podavania. Zatial ¢o Cameron a jeho
kolegovia pouzivali kombinaciu oralneho a intravendzneho podavania, v ostatnych $tudiach bol vitamin
C uzivany peroralne. Peroralne podavanie vitaminu C, dokonca aj vo velmi velkych davkach, moze
zvysit koncentraciu plazmatického vitaminu C maximalne len na 220 ymol/l, zatial ¢o intraven6zne
podavanie mdze vyvolat narast plazmatickej koncentracie az na hodnotu 26 000 umol/l [30, 31].
Milimolarne koncentracie vitaminu C su selektivne cytotoxické pre nadorové bunky in vitro [1, 32].
Vyskum na mySiach naznacuje, Ze intaven6zne podavanie vitaminu C mézu napomoct s lieCbou tazko
lieCitelnych nadorov [33]. Vysoka koncentracia vitaminu C mdze pbsobit ako prooxidant a vytvara
peroxid vodika, ktory ma selektivnu toxicitu voci rakovinovym bunkam [33 — 35]. Na zaklade tychto
zisteni a niekolkych pripadovych sprav o pacientoch s pokroCilym karcindmom, ktori mali po
intravenéznom podani vysokej davky vitaminu C pozoruhodne dlha dobu prezitia [3, 30, 33, 36].

Vitamin C a syntéza 5-hydroxymetylcytozinu

Popri genetickych a environmentalnych faktoroch su tiez poruchy v epigeneticky regulovanej génove;j
expresii povazované za jednu z hlavnych pri€in vzniku nadorovych ochoreni [37]. V ramci procesov
spolupodielajucich sa na epigenetickej regulacii, si metylané modifikacie dusikatych baz DNA a
histonov jedny z najhlavnejSich. Ku kovalentnej modifikacii DNA najCastejSie dochadza na cytozinovych
zvyskoch za vzniku 5-metylcytozinov (5-mC), oznaovanych ako metylém, pricom narusenie dynamiky
metylomu patri medzi najskorSie a najCastejSie molekularne zmeny poc€as karcinogenézy [3, 38].
Narus$enie tvorby metyldbmu suvisi nie len s procesmi syntézy 5-mC, ale tiez jeho odstranenia [39]. Na
aktivnom procese demetylacie DNA sa podielaju enzymy z rodiny ,Ten-eleven*® translokaz (TET), ktoré
patria medzi 2-oxoglutarat zavislé dioxygenazy. Aktivita TET enzymov je zavisla na pritomnosti
nehemového Fe?* a O3, pricom mobze byt aktivovana vitaminom C [40]. Enzymatickym uc¢inkom TET
enzymov je 5-mC postupne oxidovany na 5-hydroxymetylcytozin (5-hmC), 5-formylcytozin (5-fC) az 5-
karboxycytozin [39]. Predpoklada sa, ze tvorba 5-hmC z5-mC je doblezita pre ,znovu zapnutie®
transkripcie génov.

Vysledky nedavnych Studii ukazali, Zze vo vacsine nadorovych buniek, ak nie u vetkych, dochadza
k poklesu obsahu 5-hmC baz v ich genéme [41 — 45]. Po prvy krat bola ako pri¢ina poklesu 5-hmC
identifikovana naruSena aktivita TET enzymu v pripade leukémii [46]. Odvtedy mnohé Studie preukazali
korelaciu medzi stratou 5-hmC a réznymi druhmi rakoviny, ako désledku nedostatoénej enzymaticke;j
aktivity TET. Okrem mutacii v TET génoch, tieZ znizena expresia TET, ako aj syntéza TET inhibitora —
2-hydroxyglutaratu — pomocou enzymu izocitrat-dehydrogenazy IDH, ¢&i vnutrobunkovy pokles
koncentracie vitaminu C su davané do suvisu so stratou 5-hmC v genémoch rakovinovych buniek [47].
Uloha vitaminu C, ako reaktivatora aktivity TET enzymov a obnovy premeny 5-mC na 5-hmC bola
testovana na niekolkych nadorovych bunkovych modeloch in vitro. Vysledky tychto Studii poukazuju na
schopnost vitaminu C zvysit aktivitu TET enzymov, iniciovat syntézu 5-hmC a vyvolat smrt nadorovych
buniek [48]. Naviac, aktualne prebiehajuce Kklinické testovania a publikované pripadové Studie
s intravendzne aplikovanym vitaminom C, ako protirakovinovym agensom u pacientov so solidnymi
tumormi, poukazuju na jeho schopnost’ pozitivhe ovplyvnit preZivanie pacientov s niektorymi typmi
tumorov [49].
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Abstrakt

Bielkoviny Bcl-2 rodiny su kritickymi regulatormi vnutornej (mitochondrialnej) drahy apoptozy [2].
Deregulacia ich funkcii vramci mitochondrialnej apoptézy predstavuje vyznamny molekulovy
mechanizmus z hfadiska rozvoja malignych ochoreni aich rezistencie na lieCbu. V tejto praci
sumarizujeme rézne typy deregulacie bielkovin Bcl-2 rodiny spojené s réznymi malignymi ochoreniami
a poukazujeme na moznosti vyvoja novych lie€iv vyuzitim najnovSich poznatkov o molekularnych

drahach spojenych s deregulaciou bielkovin Bcl-2 rodiny v malignych bunkach.

Kracové slova: maligne ochorenia, apopt6za, mitochondrie, bielkoviny Bcl-2 rodiny
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Uvod

Okrem inych bunkovych funkcii [1] sU bielkoviny Bcl-2 rodiny kritickymi reguldtormi vnutorne;j
(mitochondrialnej) drahy apoptdzy [2]. Z hladiska rozvoja a lie€by malignych ochoreni je rozhodujucou
funkciou ich esencialna Ucast’ v procese iniciacie vnutornej drahy apoptézy. Bielkoviny Bcl-2 rodiny
obsahuju vo svoje Strukture aspon jednu zo Styroch Bcl-2 homologickych (BH) domén, oznacenych
BH1, BH2, BH3 a BH4. Bielkoviny sa prostrednictvom BH domén vzajomne $pecificky ovplyvhuju za
tvorby homo- a heterodimérov, ktoré zabezpecuju ich pro- alebo antiapoptoticku funkciu. Bielkoviny Bcl-
2 rodiny mézu byt podla funkcie a usporiadania BH domén rozdelené na proapoptotické
a antiapoptotické [2]. Z hladiska iniciacie mitochondrialnej apoptdézy su absolitne esencialne dve
proapoptotické bielkoviny, Bax a Bak, obsahujuce tri BH domény (BH1, BH2 a BH3), ktoré po aktivacii
vytvaraju pér vo vonkajsej mitochondridlnej membrane. Vznik poru je spojeny s uvolnenim cytochrému
¢ do cytoplazmy s naslednou iniciaciou mitochondrialnej apoptézy. Do tejto skupiny patri aj bielkovina
Bok av$ak jej uloha v mitochondrialnej apoptdze nie je Uplne jasna [3].

Dal3iu skupinu tvoria proapoptotické bielkoviny obsahujtice len BH3 doménu. Tieto funguiju ako prvotné
senzory réznych cytotoxickych podnetov (hypoxia, poSkodenie gendmovej DNA, stres ER) spojenych
s iniciaciou vnutornej drahy apoptézy. Do tejto skupiny patria: Bik, Hrk, Bim, Blk, Bad, Bid, Noxa a Puma
[2]. Hlavnou ulohou bielkovin tejto skupiny je iniciovat bunkovu smrt na zéklade tvorby heterodimérov
s antiapoptotickymi bielkovinami (napr. Bcl-2 alebo Bcl-xL), ¢im dochadza k aktivacii Bax a/alebo Bak.
Niektoré z nich (tBid a Bim) dokazu priamo aktivovat bielkovinu Bax [4].

Antiapoptotické bielkoviny (Bcl-2, Bcl-XI, Bcl-w, Bfl-1 a Mcl-1) obsahujuce vSetky Styri BH domény
funguju hlavne ako endogénne inhibitory vnutornej drahy apoptézy vazbou na proapotické bielkoviny
Bax a Bak. Usporiadanie BH domén v trojrozmernej Strukture tychto bielkovin vytvara na povrchu ich
molekul hydrofdébnu jamku, ktord je nevyhnutna pre ich antiapoptotickd funkciu a pre naviazanie
proapoptotickych bielkovin prostrednictvom BH3 domény [2]. Okrem toho bielkoviny tejto rodiny
obsahuju aj transmembranovi doménu, ktora uchytava tieto bielkoviny na vonkajsi povrch najma
mitochondrii [4].

V zdravej bunke pripadne bunke, ktora nie je odsudena na bunkovu smrt, si Bax a Bak neutralizované
vazbou s antiapoptotickym bielkovinami Bcl-2 rodiny. V désledku niektorych cytotoxickych podnetov
dochadza k aktivacii proapoptotickych bielkovin obsahujucich len BH3 doménu. Mechanizmy aktivacie
tychto bielkovin zahffiaju ako aktivaciu na transkrip&nej urovni spojenu s ich zvySenou expresiou (napr.
Puma a Noxa prostrednictvom p53) tak aj aktivacii na urovni posttranslaénych modifikacii (napr.
fosforylacia Bad, Stiepenie Bid). Aktivacia len BH3 doménu obsahujucich bielkovin je spojena najma
s ich vazbou na antipoptotické bielkoviny Bcl-2 rodiny a uvofnenim Bax a Bak. Niektoré BH3 bielkoviny
(tBid a Bim) vSak mézu Bax a Bak aktivovat aj priamo [4]. Bax nachadzajuci sa predovSetkym
v cytoplazme zdravych buniek je v désledku pdsobenia apoptotickych podnetov translokovany na
vonkajSiu mitochondrialnu membranu kde vytvori velké oligomérne komplexy [2]. V centralnom
nervovom systéme bol v8ak Bax lokalizovany hlavne v mitochondriach kde je jeho funkcia
neutralizovana pravdepodobne bielkovinou Bcl-XI [5]. Ako Bax tak aj Bcl-XI predstavuju hlavné
bielkoviny Bcl-2 rodiny v zrelom mozgu [6]. K uvolneniu Bax z vazby na Bcl-XI s naslednou iniciaciou
apoptdézy dochadza po ischémii mozgu pravdepodobne prostrednictvom translokacie p53 do
mitochondrii [7]. Bak bol jednoznaéne dokumentovany na vonkajSej mitochondrialnej membrane
(VMM), kde je viazany na Mcl-1 alebo na Bcl-XI. Po spusteni procesu apoptoézy dochadza vplyvom
niektorych cytotoxickych podnetov k degradacii Mcl-1 alebo je vazba medzi Bak — Mcl-1 a Bak — Bcl-XI
rozruSena BH3 bielkovinami (napr. Noxa, Bim alebo Bik) [2]. Bak po uvolneni, podobne ako Bax, vytvori
oligomérne komplexy. Oligomerizované Bax a Bak vytvaraju por vo VMM, €o ulahCuje uvolnenie
cytochrému ¢ z medzimembranového priestoru mitochondrie do cytoplazmy, kde sa viaze na Apaf-1,
vytvara apoptozém, pricom dochadza k spusteniu apoptdzy prostrednictvom aktivacie efektorovej
kaspazy 9 a nasledne exekucnej kaspazy 3 [2]. Okrem cytochromu ¢ mézu byt z mitochondrii uvolnené
aj dalSie proapoptotické bielkoviny, ako napr. AlF, endonukleaza G, ktoré mézu spustit mitochondrialnu
apoptdzu nezavislu na kaspazach avSak tato draha ako aj u¢ast bielkovin Bcl-2 rodiny nie je Uplne jasna

8].
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Regulacia expresie bielkovin Bcl-2 rodiny

Ako bolo uvedené vySSie iniciacia vnutornej drahy apoptézy zavisi na zmene rovnovahy medzi
antiapoptotickymi a len BH3 doménu obsahujucimi bielkovinami Bcl-2 rodiny podmienenu expresiou
prislusnych génov a/alebo zmenou v interakcii spominanych bielkovin, ktoré su skoér vysledkom
posttranslacnych modifikacii prislusnych bielkovin.

Transkripéna regulacia

Expresia BH3 bielkovin m6ze byt indukovand na urovni transkripcie réznymi transkripcny faktormi (TF),
ktoré su Casto cielmi kfu€ovych onkogénnych drah [3]. Typickym prikladom je u€ast STATS a HIF-1a
pri regulacii transkripcie Mcl-1. NF-kB , ako hlavna regulacna bielkovina zapalovej odpovede, a CHOP,
spustany stresom ER, predstavuju tiez zaujimavé TF kontrolujuce okrem inych génov aj transkripciu
génov niektorych bielkovin Bcl-2 rodiny. Expresia Noxa a Puma je spustana tumor supresorovou
bielkovinou p53, ako odpoved na poSkodenie DNA [4]. Okrem samotnych TF sa uplatriuju aj ich
modifikacie. Transkripcia Bim je kontrolovana prostrednictvom fosforylacie TF FOXO3A ERK kinazou
a protein kinazou B [9].

Posttranskripéna regulacia

PosttranskriCna regulacie expresie Bcl-2 bielkovin je pomerne komplexna, zahffiajuca viacero
mechanizmov [10] z ktorych sa najviac uplatriuje regulacia prostrednictvom miRNA. Expresia viacerych
bielkovin Bcl-2 rodiny je regulovana prostrednictvom réznych miRNA [10]. Mcl-1 vykazuje z bielkovin
Bcl-2 rodiny najvyraznejSiu posttranskripénu regulaciu expresie. Translacia jej mRNA je okrem miRNA
regulovana aj PI3K-AKT-mTORC1 drahou [3]. Z hladiska vplyvu na aktivitu bielkoviny je vyznamny
alternativny zostrih Bcl-X a Mcl-1 hnRNA kde dlhé varianty oboch bielkovin (Bcl-XI a Mcl-11) maju
antipoptoticku funkcium pri¢om kratke varianty (Bcl-Xs a Mcl-1s) su proapoptotické [10].

Posttranslaéna requlacia

Z regulacii expresie a funkcii Bcl-2 bielkovin na Urovni posttranslaénych modifikacii sa najviac uplatfiuje
ich fosforylacia, ubikvitinacia a degradacia ubiquitin proteazémovym systémom (UPS) [11].

Okrem transkrip&nej regulacie fosforyluje ERK aj samotny Bim, pri¢om tato fosforylacia spésobuje jeho
disiociaciu z vazby na Bcl-XI &i Mcl-1, uvolnenie z mitochondrii a jeho naslednu degradaciu UPS. Na
druhej strane fosforylacia Mcl-1 ERK kinazou [9] a cyklin zavislymi kinazami zvySuje stabilitu Mcl-1 [12].
Mcl-1 je tiez hyperfosforylovana GSK3 kinazou €o vedie k jej degradacii prostrednictvom UPS [9].
Fosforylacia bielkoviny BAD AKT kinazou vedie v cytoplazme k jej vazbe na bielkoviny 14-3-3 ¢im
dochadza k neutralizacii jej pro-apoptotickej aktivity [9]. Proteolytické Stepenie bielkoviny Bid kaspazou
8 vedie k vzniku skratenej formy tBid, ktora dokaze priamo aktivovat bielkovinu Bax [4].
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Tabulka 1. Zmeny antiapoptotickych Bcl-2 bielkovin u malignych ochoreni

Gén Mechanizmus Diagnéza Ref.
Nadexpresia Neuroblastém 15
Nadexpresia Folikularny lymfom 16

Bcl-2 Malo bunkovy karciném pluc 17
Nadexpresia — translokacia génu CLL 18, 19
Nadexpresia — hypometylacia génu CLL 19

AML, ALL 20, 21
Adenokarcindm prsnika 22
Adenokarcinédm prostaty 23
Adenokarciném pluc 24
Hepatocelularny karcindm 25
Bel-xl Gliém 26
Kolorektalny adenokarciném 27
Karciném obli¢iek 28
ALL 29
Amplifikacia génu Karciném pluc 30, 31
B-cell non-Hodgkin lymphomas 32
Mcl-1 Anaplastic large cell ymphoma 33
Multiple myeloma 34
Melaném 35
Amplifikacia génu Karciném pluc, karcindm prsnika 30
Nadexpresia AML 36
Bcl-w Gastric adenocarcinoma 37
Colorectal adenocarcinoma 38
BFL-1 Nadexpresia B-CLL, rézne solidne nadory 39
Melaném 40

Deregulacia bielkovin Bcl-2 rodiny u malignych ochoreni

Na urovni bielkovin Bcl-2 rodiny mechanizmy dereguléacie mitochondridlnej apoptézy u malignych
ochoreni zahffiaju ako nadprodukciu antiapoptotickych bielkovin Bcl-2 rodiny tak aj nefunkénost Ci
zniZzenu expresiu proapoptotickych bielkovin Bcl-2 rodiny. Pri nadprodukcii antiapototickych bielkovin
Bcl-2 rodiny sa uplatriuju najma transkripéné (napr. translokacia, amplifikacia a hypometylacia génov),
posttranskricné a posttranslacné procesy [13]. Samotna bielkovina Bcl-2 bola objavena pri analyze
genetickych abnormalit spojenych s rozvojom lymfémov [14]. U proapotickych bielkovin Bcl-2 rodiny sa
uplatfiuje strata génu &i epigentické utiSenie génu ako aj strata aktivity bielkoviny v désledku mutacii
[13]. Deregulacia antiapoptotickych a proapoptotickych bielkovin Bcl-2 u r6znych malignych ochoreni
je prehladne uvedena v Tabulke 1 a 2.

Tabulka 2: Zmeny proapoptotickych Bcl-2 bielkovin u malignych ochoreni

Gén Mechanizmus Diagnoéza Ref.
Delécia génu Lymfom plastovych buniek 41

BIM Epigenetické utiSenie Burkittov lymfém 42
Strata génu Rézna 30

PUMA | Epigenetické utiSenie Burkittov lymfém 43

BMF Strata génu Karcindm pluc, karcindm prsnika 44

BOK Strata génu Ro6zna 30

BAX Mutacie génu Kolorektalny karciném, ALL 45, 46, 47




Zaver

Vyskum bielkovin Bcl-2 rodiny za poslednych 30 rokov viedol nielen k odhaleniu ich fyziologickych
funkcii a spojitosti s malignymi ochoreniami ale aj k dizajnu niekolkych latok schopnych zabijat maligne
bunky [48]. V réznych fazach klinického vyskumu pri réznych diagnézach sa nachadza niekolko
perspektivnych molekul pricom venetoclax, molekula schopna vazby na bielkovinu Bcl-2, bola
schvalena na lieCbu CLL s 17p deléciou a AML.
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Abstrakt

Primarne nadory centralneho nervového systému (CNS) su skér zriedkavostou. NajCastejSie sa
vyskytuju nadory mozgu a z nich je najCastejSim multiformny gioblastom (GBM). GBM je vysilujuca
choroba s velmi zlou prognézou, kratkym medianom prezivania pacientov avelmi obmedzenou
odozvou na liecbu. GBM vykazuje vefmi komplexnu patogenézu zahffajucu mutacie a zmeny réznych
klu€ovych bunkovych drahach, ktoré hraja dlohu v proliferacii, prezivani, a migracii buniek ako aj v
angiogenéze. Ztohto dbévodu je lepSie poznanie patogenézy GBM rozhodujuce v snahe vyvoja
efektivnych lie€ebnych postupov zameranych na zvySenie preZivania pacientov. V tejto praci
popisujeme zmeny spojené s patogenézou GBM a sumarizujeme terapeutické stratégie cielené na

bunkové drahy, ktoré su najviac pozmenené u GBM.

Kraéové slova: nadory mozgu, cielena terapia, signalne drahy
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Uvod

Primarne nadory centralneho nervového systému (CNS) su skér zriedkavostou. NajCastejSie sa
vyskytuju nadory mozgu. V roku 2006 bolo v Slovenskej republike diagnostikovanych 199 mozgovych
nadorov u muzov, ¢o tvori 1,5% vSetkych malignych ochoreni, a 169 u Zien, 1,3% vSetkych malignych
ochoreni [1]. Ovela zriedkavejSie st nadory miechy a inych ¢asti CNS, kde bolo v roku 2006 zistenych
len 6 pripadov u muzov a 7 pripadov u zien. Nadory CNS maju vo vSeobecnosti zIi prognézu o ¢om
svedCi aj poCet umrti a relativna miera prezivania. V roku 2006 bolo zaznamenanych 172 umrti
v désledku nadorov mozgu u muzov, €o tvori 2,54% vSetkych umrti muzov na maligne ochorenia, a 137
umrti u zien €o je 2,8% vSetkych umrti Zien na maligne ochorenia [2]. Relativha miera 5-roéného
prezivania pacientov s diagnostikovanym nadorom CNS sa vSak vyrazne liSi v ramci jednotlivych
diagndz [3]. NajagresivnejSim a najcastejSim typom nadoru mozgu je GBM kde relativna miera 5-
ro€nhoé prezivania pacientov je 2,4%.

ZvySovanie strednej doby Zivota sa podpisuje aj na zvySovani incidencie nadorov CNS, kedze
incidencia nadorov mozgu vyrazne stupa s vekom (z 1,7/100 000 pre deti a adolescentov po 19,2/100

000 pre populaciu 60 — 79-rocnych) [3].

Etiolégia, rizikové faktory a patogenéza nadorov mozgu

Etiolégia primarnych nadorov CNS nie je uplne znama. Jedinym jednoznacne identifikovanym
kauzalnym faktorom je v malej miere ionizujuce Ziarenie, ale najma genetické pozadie, zodpovedné za
vrodené syndromy, ktoré su spojené so zvySenym rizikom nadorov CNS. Ich prehlad je uvedeny
v tabulke 1. Vo vSeobecnosti su to autozomalne dominantné syndromy [4] postihujlce aj iné organy [3]
a mnohé z nich su spojené so zretelnymi koZnymi prejavmi (phakomatoses). NajCastejSim z tychto
syndrémov je neurofibromatéza typu 1 s prevalenciou 1:3 000 [5], zatial ¢o neurofibromatéza typu 2 ma
incidenciu okolo 1:40 000 [6].

U spontannych nadorov CNS bol pozorovany zvySeny vyskyt genetickych a epigenetickych zmien,
najma na urovni signalnych drah, ktoré kontroluju proliferaciu buniek (tyrozin kinazové receptory a ich
efektorové bielkoviny), bunkovy cyklus (cyklin zavislé kinazy a retinoblastomova bielkovina (RB))
a tumorsupresorové drahy (p53) [7]. Prehlad najCastejSich genetickych a epigenetickych zmien
pozorovanych u glioblastomov je uvedeny v tabulke 2.

Genetické zmeny aich frekvencia u ostatnych typov nadorov nie su tak podrobne popisané ako
u glidmov ¢€o je pravdepodobne spdsobené ich nizkou incidenciou. NajcastejSich genetické zmeny
u niektorych dalSich typov nadorov mozgu boli pozorované najma u génov pre rastové faktory a ich
receptory (napr. rastovy faktor odvodeny od dostiCiek, PDGF), bielkoviny kontrolujuce bunkovy cyklu
a onkogénny (N-myc, C-myc) [3].

Na rozdiel od inych nadorovych ochoreni, v pripade nddorov CNS neexistuje v su€asnosti dékaz, Zze
nadorom CNS mozno predchadzat zmenou Zivotného Stylu. V pripade lymfémov CNS je imunosupresia
povazovana za pri¢inu rozvoja tohto nadorového ochorenia. Riziko rozvoja nadorového ochorenia CNS

zavisi na veku a pohlavi s vy$§im . Okrem toho sa pozoroval vztah k socidlnemu stavu kde nadory
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mozgu su Castejsie u bohatych ludi [10] a podobny trend je platny aj pre umrtnost. Na druhej strane je

opacny trend pozorovany u metastaz do mozgu [11].

Tabulka 2: Familiarne syndromy spojené so zvySenym rizikom nadorov CNS (podra [3], [4], [8] a [9]).

Syndrém Gén Funkcia Lokalizacia | Klinicky prejav na urovni CNS
Neurofibromatéza NF1 Negativny 17911 Neurofibrémy, tumor nervovych
typu 1 regulator ras poSiev, gliémy optického nervu,
astrocytém
Neurofibromatéza NF2 Interakcia 22q12 Bilateralne vestibularne
typu 2 cytokslet- schwanomy, mnohopocetné
membrana meningiomy, astrocytémy
von Hippel-Lindau VHL Ubikvitin 3p25 Hemangioblastomy
ligaza
Tuberdzna skleréza | TSC1 Tumor 9934 Subependymalny velkobunkovy
TSC2 supresor 16p13 astrocytdém, kortikalne tuberkuly
Li—Fraumeni TP53 Tumor 17p13 Astrocytomy/neuroektodermalne
supresor nadory
Cowden PTEN Tumor 10923 Dysplasticky gangliocytdom mozocka
supresor
Turcot APC 5921 Meduloblastém
HMLH1 3p21 Glioblastém
HPSM2 7p22
Gorlin PTCH Tumor 9922 Meduloblastém
supresor

Geografické rozdiely v incidencii nadorov mozgu su mensie nez pre vacsinu ludskych malignit, pri¢om
menej rozvinuté krajiny vykazuju niZ8iu incidenciu ako viac rozvinuté krajiny. Je dokumentované, Ze
komunity afrického alebo azijského pévodu vykazuju niZSiu incidenciu ako komunity kaukazianského
pévodu [13]. Vramci Slovenska neexistuju vyznamné rozdiely v incidencii nadorov CNS medzi

jednotlivymi regiénmi [2].

Cielenie lieéby nadorov mozgu

Lie¢ba nadorov mozgu zavisi na ich anatomickej lokalizacii a patologickom type. Nadory v ramci lebky
av8ak mimo mozgu, napriklad meningiomy, mozu byt &asto kompletne chirurgicky odstranené s velmi
dobrou prognézou. Nadory lokalizované priamo v mozgu, napriklad gliémy, mézu byt kompletne
chirurgicky odstranené len vo vzacnych pripadoch vzhladom na ich vztah ku kritickym Struktdram
mozgu ¢i infiltracii okolitého tkaniva. V zavislosti na type nadoru (napriklad gliomy vysokého stupna)
mdze byt prinosom chirurgické odstranenie, radioterapia, chemoterapia a ich kombinacie [3]. V ramci
chemoterapie sa stale vyuzivaju klasické cytostatika na baze nitromocoviny (karmustin, lomustin),
platinové derivaty (cisplatina, karboplatina) a alkylaéné ¢inidla (prokarbazin, temozolomid) a ich
kombinécie [3] [14].
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Tabulka 3: NajCastejSie genetické a epigenetické zmeny u gliémov (podla [7] a [12]).

Gén

Funkcia

Zmena/Frekvencia

Signalna draha rastovy receptor/RAS/fosfoinozitol 3-fosfat kinaza / 88%

EGFR Receptor pre EGF Mutacie/amplifikacia 45%

ERBB2 Receptor pre EGF Mutacie 8%

PDGFRA Receptor pre PDGF Mutéacie 13%

NF1 Inhibitor RAS Mutacie/homozygotne delécie 18%

Hypermetylacia

PI3K Protein kinaza, kontrola proliferacie | Mutacie/lhomozygotne delécie 15%
a prezivania buniek

PTEN Protein fosfataza, inhibitor PI3K Mutacie/homozygotne delécie 36%

Signalna draha p53 / 87%

CDKN2A/ARF | Inhibitor MDM2 Homozygodtne delécie/mutacie 49%

MDM2 Inhibitor p53 Amplifikacia 14%

MDM4 Inhibitor p53 Amplifikacia 7%

TP53 Kontrola bunkového cyklu Mutacie/homozygotne delécie 35%
Oprava DNA

Iniciacia apoptozy
Signalna draha RB / 78%

CDKN2A Inhibitor CDK4 Homozygdtne delécie/mutacie 52%

CDKN2B Inhibitor CDK4 Homozygoétne delécie 47%

CDK4 Protein kinaza, prechod z G1 do S fazy | Amplifikacia 11%

RB1 Prechod z G1 do S fazy Homozygoétne delécie/mutacie 11%
Hypermetylacia

Iné drahy

MGMT Oprava DNA/demetylacia guaninov Hypermetylacia/ 21%

NajcastejSim ciefom lieCby GBM su rastové receptory a ich tyrozin kindzové aktivity &i efektorové
bielkoviny [7]. V nedavnej dobe bol FDA schvaleny bevacizumab (monoklonalna protilatka vo¢i VEGF)
na lie€bu GBM [15]. Napriek vyznamnym a &astym genetickym zmenam na urovni EGFR a naslednej
signalnej kaskady su inhibitory tyrozin kinaz zatial len v Stadiu klinickych skudok priCom niektoré z nich
(erlotinib, gefitinib) nevykazali v klinickych skuskach vyznamné vysledky [7]. Podobne je to aj s inym
i latkami, ktoré su zamierené na dalSie ciele hrajuce Ulohu pri kontrole proliferacie a prezivania buniek
[7]. Podobne ako inhibitory tyrozin kinaz aj inhibitory PI3K (sonosilib) & mTOR (temsirolimus, sirolimus
a everolimus) nevykazuju vyznamnu ucinnost v klinickych skuSkach. Zatial najoptimistickejSie vysledky
vykéazal duélny inhibitor PI3K/mTOR (GDCO0084) [16]. Dalsie ciele lie¢by zahfiaju Ras a Raf signalnu
kaskadu, protein kindzu C, p53, RB, TGF- a O(6)-metylguanin-DNA metyltransferazu (MGMT) [7].

Uginnost liecby GBM je v sU&asnosti pomerne nizka, Giastodne prediZzuje Zivot, ale nezvySuje

pravdepodobnost’ vylieCenia. Tato skutocnost je pravdepodobne désledkom vysokej bunkovej diverzity
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a heterogenity nadorov mozgu s ¢im suvisi nutnost’ podrobnejSej genetickej a molekularno-biologickej
analyzy konkrétnych nadorov a vyber optimalnej cielenej lieCby zohladfiujucej individualne
charakteristiky nadorov. Napriklad ucinnost chemoterapie na baze alkylaénych Cinidiel ako aj jej
kombinacie s radioterapiou je vyznamne zvySena v pripade metylacie prométora MGMT [17]. Enzym
MGMT, ktory sa zucastnuje oprav DNA priamou dealkylaciou alkylovaného guaninu, antagonizuje
toxické efekty alkylaénych ¢inidiel. Metylacia MGMT prométora predstavuje klu€ovy mechanizmus
potlacenia transkripcie MGMT génu a je spojena s priaznivou prognézou u pacientov s potvrdenou
diagnozou glioblastomu, ktori su lie€eny chemoterapiou na baze alkylacnych Cinidiel. Hypermetylacia
prométora MGMT bola pozorovana u 74% pacientov s diagnostikovanym glioblastomom, ktori
s uvedenou diagnézou prezili viac ako 3 roky [18]. Metylaciu prométora MGMT mozno pomerne
jednoducho vysetrit' bisulfidovou metédou s vyuzitim PCR [19] avSak sucasné prace upozorfiuju na
nutnost validacie takto ziskanych vysledkov pomocou imunohistochemického vySetrenia tkaniva
s cielom stanovenia hladiny expresie MGMT v nadorovych bunkach [20]. S ohladom na
personalizovanu lieCbu glioblastomov sucasné klinicko-experimentalne vysledky naznacuju
nevyhnutnost testovania minimalne 1p/19g chromozomalnych kodelécii a metylaéného statusu MGMT
promaétora [21]. Napriek skuto€nosti, ze amplifikacia EGFR ako aj nepriaznivé mutacie tohto génu su
najCastejSim genetickym prejavom GBM (tabulka 2) nie je testovanie tychto zmien povazované
v su€asnosti za vyznamné vzhladom na neuspeSnost inhibitorov EGFR v klinickych skuskach [7] a [22].
Cytostaticku lieCbu mozno optimalizovat’ aj priamym in vitro meranim citlivosti nadorovych buniek na
cytostatikd [23]. Aj napriek priaznivym vysledkom dosiahnutym v minulosti [24], v su€asnosti nie su

metddy vySetrovania in vitro citlivosti su€astou rutinnej klinickej praxe.
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Abstrakt

Uginnost lie¢by malignych ochoreni je stale pomerne nizka (30-50%), pri¢om u v&ésiny diagnéz dokaze
sucasna lie¢ba len Giastoéne predizZit Zivot pacientov ale nezvySuje pravdepodobnost ich Uplného
vylieCenia. Z uvedenych faktov vyplyva, Ze su€asny biomedicinsky vyskum musi byt z hladiska
malignych ochoreni orientovany aj na odhalovanie novych ciefovych bielkovin s naslednym vyvojom
novych molekidl na nich namierenych. V tejto praci sa venujeme novym ciefom lieCby malignych

ochoreni z hladiska ich su€asnych moznosti a perspektivy do buducnosti.

Kraéové slova: maligne ochorenia, cielena terapia, metabolizmus, epigenetika, syntéza a spracovanie

bielkovin
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Uvod
Maligne ochorenia patria k druhej najcastejdej pri¢ine smrti fudi v ekonomicky rozvinutych krajinach,
vratane Slovenska. Miera ich incidencie za 20 rokov stupla v Slovenskej republike v priemere o cca 30
%, pricom sa predpoklada stupajuca tendencia do roku 2015. Od polovice 90. rokov minulého storoc€ia
bol v§ak v SR pozorovany pokles umrtnosti na maligne ochorenia, pricom predikéné modely naznacuju
mierny pokles umrtnosti na nadorové ochorenia v slovenskej populacii aj v nasledujucich rokoch [1].
V rokoch 2000-2004 doslo v Slovenskej republike v porovnani s rokmi 1980-1984 k vyznamnému
zvyseniu relativnej miery 5-roCného prezivania pacientov so zhubnymi nadormi hrubého ¢&reva,
konec&nika, prostaty, prsnika a koze avSak relativna miera 5-ro€ného prezivania pacientov so zhubnymi
nadormi zaludka, pankreasu, plic a maternice sa vyznamne nezmenila [2]. Aj napriek dlhodobému
vyskumu a vyvoju novych lie€iv je u€innost lie€by malignych ochoreni pomerne nizka (30-50%), pricom
u vacsiny diagnéz dokaze sudasna liecba len Giastotne predizit Zivot pacientov ale nezvySuje
pravdepodobnost’ ich uUplného vylieCenia. Z uvedenych faktov vyplyva, Zze su€asny biomedicinsky
vyskum musi byt z hladiska malignych ochoreni orientovany dvoma smermi:
1. vyskum a vyvoj novych molekul, postupov a lie€ebnych protokolov, ktoré selektivne nicia
maligne bunky pri€¢om su Setrné k normalnym bunkam
2. vypracovanie novych diagnostickych algoritmov umoznujucich jednak v€asnejSiu diagnostiku

malignych ochoreni v menej agresivnom $tadiu ako aj zohladnenie personalnych individualit

konkrétnych pacientov s hlavnym ciefom vyberu optimalne;j lieCby.
Je nutné podotknut, vyskum a vyvoj novych molekul nezahffia len molekuly namierené na uz zname
ciele protinadorovej lieCby ale aj odhalovanie novych cielovych bielkovin s naslednym vyvojom novych
molekul na nich namierenych. V tejto praci sa venujeme novym ciefom lie€by malignych ochoreni
z hladiska ich su€asnych moznosti a perspektivy do buducnosti. Vzhfadom na znacnu rozmanitost
nadorov sa budeme orientovat najmad na metabolizmus, epigenetiku a syntézu a kontrolu kvality
bielkovin.

Metabolizmus malignych buniek

Warburgov efekt spodivajuci v schopnosti malignych buniek vychytavat a oxidovat glukézu najma
anaerébnou glykolyzou bez ohladu na pritomnost kyslika bol prvou popisanou biochemickou
charakteristikou malignych buniek. Hoci tento efekt nebol doposial na molekulovej urovni spolahlivo
vysvetleny, predpoklada sa, Ze tento efekt nie je pri€inou ale désledkom malignej transformacie buniek
[3] a je vysledkom priameho vplyvu urcitych mutovanych bielkovin, ako napriklad p53, na energeticky
metabolizmus bunky [4]. ZvySené vychytavanie a oxidacia glukdzy koreluje s agresivitou nadoru a zlou
progn6zou ochorenia. Okrem zmien na urovni glykolyzy dochadza v malignych bunkach k r6znym inym
metabolickym zmenam [5] vratane mitochondrii [6]. Z hladiska energetického metabolizmu bolo
zaujimavym zistenim odhalenie mutécii v génoch pre izocitrdt dehydrogenazu v spojeni s akutnou
myeloidnou leukémiou [7] a nadormi mozgu. lzocitrat dehydrogenaza 2 (IDH2), enzym Krebsovho cyklu,
katalyzuje oxidativnu dekarboxylaciu izocitratu na 2-oxoglutarat priom dochadza k redukcii NAD* na
NADH. Jej izoforma (IDH1), lokalizovana v cytoplazme, katalyzuje tu istu reakciu avSak za vzniku
NADPH. Kilinicky vyznamné mutacie tychto enzymov vedu k produkcii onkometabolitu 2-
hydroxyglutaratu (20HG), ktory v jadrach postihnutych buniek spdsobuje epigenetické zmeny
podporujuce rast nadorov [7]. Mutacie IDH a hladiny 20HG v plazme su tiez vyznamnym diagnostickym
a prognostickym markerom [8]. Zatial ¢o u akutnych leukémii su mutacie IDH1 a IDH2 spojené
s agresivnejSou formou ochorenia [7] v pripade glioblastomov vykazuju pacienti s mutovanou IDH1
dvojnasobné celkové prezivanie v porovnani s pacientami s nemutovanou IDH1 [9]. V pripade akutnych
myeloidnych leukémii boli na ich lie€bu u pacientov s dokdzanou mutéciou IDH schvalené ivosidenib,
inhibitor mutovanej IDH1, a enasidenib, inhibitor mutovanej IDH2. MoZnosti lie€by malignych ochoreni
ovplyvnenim energetického metabolizmu sa intenzivne Studuju najma na drovni mitochondrii [10].

Epigenetické ciele

Pocas malignej transformacie nedochadza len k mutaciam genédmovej DNA (gDNA) malignych buniek
aj k akumulacii epigenetickych zmien najma metylacie CpG ostrovov v prométorovych oblastiach
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a imprintingu prislusnych génov [11]. Metylacie gDNA a nasledny imprinting nemusia byt nevyhnutne
klinicky nepriaznivé. Metylacia promotorovej oblasti génu pre O-6-metylguanin metyltransferazu
(MGMT) vedie k imprintingu tohto génu a nasledne k nizkym hladinam MGMT je spojena s lepSou
odpovedou glioblastémov na Standardnu lie€bu vyuzivajucu temozolomid [12]. Okrem epigenetickych
zmien samotnej gDNA dochadza aj z zmenam na urovni histénov. Uz spominany 20HG je inhibitorom
demetylaz histonov zavislych na 2-oxoglutarate [Medeiros]. Z epigenetického hladiska su v su¢asnosti
asi najviac Studované a testované inhibitory deacetylaz histénov, ktoré maju jednak schopnost
indukovat apoptézu malignych buniek ako aj zvySovat ich citlivost na klasicku cytostaticku lieCbu [13].

Syntéza, spracovanie a kontrola kvality bielkovin

Okrem Warburgovho efektu bol v malignych bunkach pozorovany zvySeny obrat bielkovin oproti
normalnym bunkam, €o otvaralo moznosti lie€by malignych ochoreni pomocou inhibitorov syntézy
bielkovin. Cykloheximid, neSpecificky inhibitor translacie, bol v§ak pre svoje vyrazné neziaduce U&inky
vyradeny z medicinskej praxe. Napriek tejto negativnej skusenosti pokracoval vyskum vyvoja
protinadorovej liecby na baze syntézy bielkovin dalej. Ako jeden z cielov bol identifikovany mTOR
systém, ktory na translacnej urovni reguluje syntézu bielkovin nevyhnutnych pre proliferaciu
a prezivanie malignych buniek [14]. Specifické inhibitory mTOR, temsirolimus a everolimus, sa v
suCasnosti vyuzivaju na lie€Cbu nadorov obliCGiek a everolimus bol schvaleny aj na lieCbu
neuroendokrinnych nadorov pankreasu a subependymalnych astrocytomov.

U mnohych typov malignit je vyznamne deregulovany mechanizmus evolu¢ne konzervovanej regulécie
expresie bielkovin na posttranskripnej Urovni za ucasti miRNA. Kedze zmeny v expresii miRNA
vyznamne ovplyvnuju fenotyp nadorov moznosti liecby malignych ochoreni na drovni miRNA su v
sucasnosti predmetom tak predklinického ako aj klinického vyskumu [15]. Okrem miRNA sa v suvislosti
s malignymi ochoreniami Studuju aj iné typy nekddujucich RNA [16].

K regulacii expresie bielkovin dochadza k vyznamnej miere aj na posttranslaénej urovni a drovni
kontroly kvality bielkovin. Dominantnu ulohu v tomto smere hra ubiquitin-proteazomovy systém (UPS),
ktory reguluje hladiny bielkovin nevyhnutnych pre proliferaciu a prezivanie nadorovych buniek [17].
Pocas malignej transformacie dochadza u mnohych typov nadorov v deregulacii tohto systému.
Inhibitor UPS, bortezomib, sa v su€asnosti vyuziva na lie€bu mnohopocéetnych myelémov a lymfomov
plastovych buniek priCom v Stadiu klinickych skuSok je jeho pouzitie aj uinych typov malignit.
S ohfadom na zniZenie neziaducich ucinkov inhibitorov UPS sa vyvijaju ich nové typy.

Zaver

Vyvoj novych diagnostickych a lieCebnych postupov vyZzaduje neustale odhalovanie novych
mechanizmov zvyhodfujucich prezivanie malignych buniek oproti bunkam normalnym ako aj
identifikaciu novych cielov protinadorovej lieCby. V predchadzajiucej Casti tejto prace sme sa zamerali
najmd na metabolizmus, epigenetiku a syntézu bielkovin av8ak v pripade malignych ochoreni sa
intenzivne Studuju aj dalSie ciele. Ako priklady je mozné spomenut vyvoj latok a lieCebnych postupov
cielenych na Ca?*-zavisli protedzu kalpain [18], karboanhydrazu IX [19], Notch receptory [20],
bielkoviny tepelného Soku [21], TGF-B [22] a PTEN [23]. Okrem toho su nové lieCebné postupy
zamerané na kombinacnu synergicku lieCbu vyuzivajucu kombinaciu uz dostupnych a schvalenych
liekov, ktorej hlavnym ciefom je ako zvySenie efektivity lieCby tak aj znizenie davok pouzitych lieciv
s predpokladom znizovania ich neziaducich Uc&inkov. ZvySovanie efektivity protinadorovej lieCby
a zniZzovanie jej neZiaducich u€inkov mozno tiez dosiahnut' personalizaciou lie€by na zaklade analyzy
nadorového tkaniva genotypizaciou a profilovanim expresie génov umozriujucu vyber o najoptimalnejsi
lieCebny postup.
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Abstrakt

Maligna transformacia buniek je spojena s poruchami vnutrobunkovych signalnych drah, ktoré riadia
proliferaciu a diferenciaciu buniek ako aj vnutrobunkovu a tkanivovi homeostazu. Molekularne zmeny
ktoré vedu k vyvoju, prezivaniu a Sireniu malignych buniek su komplexné. Ich identifikacia je ¢asto krat
Zlozita a vyZadujuca pomerne komplikovanu analyzu maligneho tkaniva na urovni expresie génov €i na
genomickej a proteomickej urovni. Aj napriek pokrokom v diagnostickych pristupoch vratane zavedenie
analyzy nadorovej DNA v krvi onkologickych pacientov (liquid biopsy) je cielena terapia malignych
ochoreni stale nedostacujuca. V praci sumarizujeme moznosti cielenej terapie malignych ochoreni
a poukazujeme na vyvoj novych lie€iv vyuzitim najnovsich poznatkov o molekularnych drahach

spojenych s proliferaciou, prezivanim a Sirenim malignych buniek.

Kraéové slova: maligne ochorenia, cielena terapia, bunkova smrt, bunkovy cyklus, signalne drahy
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Uvod

Maligna transformacia buniek ako komplexny mnohostupriovy a progresivny proces vedie v désledku
akumuldcii genetickych a epigenetickych abnormalit k vnatrobunkovym zmenam spojenych s
poruchami signalnych drah, ktoré riadia a kontroluju proliferaciu a diferenciaciu buniek ako aj bunkovu
a tkanivovi homeostazu. Proces malignej transformacie je spojeny s postupnou premenou zdravych
buniek na ich maligne klony. Z hladiska zmien na molekulovej Urovni je kazdy nador tvarovany takym
Specifickym a komplexnym spdsobom, Ze je extrémne zlozité identifikovat ktoré hlavné molekularne
zmeny vedu Kk jeho vyvoju, prezivaniu a Sireniu [1]. Nadory ako polyklonalne utvary s vyrazne
heterogénnou molekularnou architektdrou maju selekénu vyhodu v prezivani a raste oproti normalnym
bunkam. Tato polyklonalnost ale byva zodpovedna aj za neuspesnost lieCby v dosledku postupnej
selekcie rezistentnych klonov prebiehajucou lieCbou [2]. Toto je pri€inou, Ze cielena terapia malignych
ochoreni je stéle nedostatoCne efektivna ato aj napriek vyraznému pokroku tak v objasneni
molekulovych mechanizmov podmieriujucich rast a smrt’ buniek ako aj sucasnych moznosti analyzy
genetickych a epigenetickych zmien na drovni kompletného gendmu ¢&i transkriptomickych
a proteomickych analyz na Urovni expresie génov.

V suc&asnosti znamych viac ako 100 réznych typov a podtypov malignych ochoreni Specifickych
organov sa napriek vyznamnej variabilite malignych buniek ako na urovni génov tak aj na urovni ich
expresie vSeobecne odliSuju od normalnych buniek v Siestich zakladnych vlastnostiach [3]:

- sebestacnost v rastovych signaloch

- necitlivost na inhibi¢né signaly rastu

- vyhnutie sa programovanej smrti bunky

- neobmedzeny replikacny potencial

- udrziavana angiogenéza

- tvorba metastaz.

Tento relativne maly poCet zmien je charakteristicky pre vaé3inu, ak nie pre vSetky typy fudskych
malignych buniek.

V nasledujucej €asti tejto prace sa budeme venovat moznostiam cielenej lie€by malignych ochoreni na
z&klade charakteristickych &t malignych buniek.

Sebesta¢nost’ v rastovych signaloch

Vacésina somatickych buniek v ludskom organizme sa nachadza v stave mimo aktivneho bunkového
cyklu. Prechod normalnych buniek z GO fazy bunkového cyklu do G1 fazy s naslednou proliferaciou
vyzaduje rastové signaly, ktoré su generované extracelularne priom su prenasané do bunky
transmembranovymi receptormi na povrchu buniek.

Tabulka 1: Klinicky pouzivané monoklonalne protilatky

Uginna latka Cielova Diagnoéza Vyrobca
molekula
Bevacizumab VEGF Karcindm hrubého &reva a rekta, Roche
nemalobunkovy karcinédm pfuc
Trastuzumab HER2 Karcindm prsnika Roche
Rituximab CD20 Non-Hodgkinov lymfém Roche
Cetuximab EGFR Karcindm hrubého &reva a rekta, Merck
skvamocelularny karciném hlavy a krku
Panitumumab EGFR Karcindm hrubého &reva a rekta Amgen
Alemtuzumab CD52 Chromicka lymfoidna leukémia Schering
Nivolumab PD-1 Skvamodzny bunkovy karcindm hlavy a krku, Bristol-
nemalobunkovy karcindm pluc, metastaticky Myers
melandm, karcindm renalnych buniek Squibb
Pembrolizumab PD-1 Skvamozny bunkovy karcindm hlavy a krku MSD Corp.
Atezolizumab PD-L1 Nemalobunkovy karcindm pfuc, urotelialny
karciném
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Ligandmi tychto receptorov su rozne typy signalnych molekul (rastové faktory, zlozky extracelularnej
matrix a molekuly zodpovedné za vzajomnu adhéziu a/alebo interakciu buniek). Maligna transformacia
byva Casto spojena s deregulaciou receptorov rastovych faktorov, najma s ich nadprodukciou
v dosledku amplifikacie prislusného génu. Toto zvySuje citlivost malignych buniek na fyziologické
hladiny rastovych faktorov, ktoré by za normalnych okolnosti nespustili proliferaciu buniek. Napriklad
amplifikacia ErbB2 génu vedie k nadprodukcii HER2 rastového receptoru a naslednému rozvoju
karcindbmu prsnika a zaludka [4] & amplifikacia receptora pre epidermalny rastovy faktor (EGFR)
spojena s rozvojom glioblastomov [5]. Niektoré typy nadorov su tiez schopné produkovat vlastné
rastové faktory, ktoré ich zbavuju zavislosti na rastovych faktoroch produkovanych normalnymi bunkami
vnutri tkaniva. Napriklad, glioblastomy produkuju rastovy faktor odvodeny od dosti¢iek (PDGF)
glioblastémami [6]. V su€asnosti sa v lieCbe urcitych typov nadorov vyuzivaju ako monoklonalne
protilatky blokujuce receptory rastovych faktorov, EGFR a HER2, (Tab. 1) tak malé molekuly, ktoré
inhibuju ich kinazovu aktivitu (Tab. 2).

V désledku Strukturnych zmien bielkovin s tyrozin kinazovou aktivitou podmienenych mutaciami
genomovej DNA mébze tiez dochadzat k proliferacnej signalizacii nezavislej na ligande. Vznik réznych
faznych bielkovin v désledku chromozomalnych translokacii ¢asto vedie ku konstitutivne aktivnym
tyrozin kindzam (napr. BCR-ABL kinaza) [7], ktoré su ter€om inhibitorov vyuzivanych na lie¢bu réznych
typov malignit (Tab. 2).

Taburlka 2: Klinicky pouzivané inhibitory tyrozin kinaz

Uginna latka | Cielova Diagnéza Vyrobca
molekula
Imatinib PDGFR, Gastrointestinalny stromalny karciném, Novartis
BCR-ABL Chromicka myeloidna leukémia
Nilotinib BCR-ABL Chromicka myeloidna leukémia Novartis
Sunitinib PDGFR, Gastrointestinalny stromalny karcindm, Pfizer
VEGFR endokrinné tumory pankreasu, nadory
obliCiek
Erlotinib EGFR Nemalobunkovy karciném pluc Roche
Gefitinib EGFR Nemalobunkovy karciném pluc AstraZeneca
Sorafenib RAF, Hepatocelularny karcinédm, nadory obliiek | Bayer
PDGFR,
VEGFR
Vemurafenib | BRAF Metastaticky melanom Roche
Trametinib MEK Metastaticky melaném Novartis
Crizotinib ALK Nemalobunkovy karciném pluc Pfizer
Ruxolitinib JAK Myelofibréza, prava polycytémia Incyte
Corp/Novartis

Dalsie mechanizmy ziskanej autondmie od rastovych signalov st podmienené zmenami na Grovni
efektorovych bielkovin prisluSnej signalnej kaskady, ktoré prijimaju a prenasaju signaly vysielané
aktivnymi receptormi. Centralnu ulohu medzi takymito mechanizmami hra RAS-RAF-MAPK kaskada.
Priblizne 30 % ludskych nadorov vykazuje bielkoviny RAS v kostitutivne aktivnej forme, €o vedie k
prenosu mitotickych signalov do buniek bez prislusnej stimulacie ich normalnych regulatorov spatnej
vazby ako aj k prezivaniu malignych buniek [8]. V 40% pripadoch karcindmu hrubého &reva a rekta sa
vyskytuju mutacie bielkoviny k-RAS veduce ku konstitutivne aktivnej forme [9], o spbsobuje rezistenciu
takychto nadorov na inhibitory EGFR. Inhibitory signalnych drah prezivania sa minoritne vyuzivaju
v klinickej praxi (Tab. 2) avSak su predmetom rozsiahleho zakladného a klinického vyskumu [10].
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Necitlivost’ na inhibi¢né signaly rastu

Okrem Specifickych podnetov k opatovnému vstupu buniek do bunkového cyklu sa na udrziavani buniek
v GO-faze podielaju mnohé antiproliferativne signaly. Tieto zahffiaji mobilné inhibitory rastu alebo
inhibitory imobilizované v extracelularnej matrix &i na povrchu susednych buniek priCom aj inhibi¢né
signaly proliferacie buniek su prenasané do bunky pomocou membranovych receptorov spojenych
s vnutrobunkovymi signalnymi okruhmi. Tiez vstupom do postmitotického stavu, ktory je obycajne
sprevadzany ziskom Specifickych &ft spojenych s diferenciaciou, stracaju normalne bunky proliferacny
potencial. Z molekulovych mechanizmov inhibujucie prechodu buniek cez G1-fazu bunkového cyklu je
vacsina sprostredkovanych retinoblastomovou bielkovinou (Rb), ktord blokuje expresiu bielkovin
nevyhnutnych na prechod do S fazy bunkového cyklu. Deregulovana fosforylacia Rb ako aj jej
pribuznych v malignych bunkach vedie k aktivacii E2F transkripénych faktorov a naslednej syntéze
bielkovin hrajucich ulohu v S-faze bunkového cyklu [11]. Vyvoj protinadorovej lieCby je na tejto urovni
zamerany najma na vyvoj inhibitorov kinaz fosforylujucich Rb [12].

Vyhnutie sa programovej bunkovej smrti

Rézne formy programovej bunkovej smrti predstavuju prirodzeny fyziologicky proces, ktory okrem uGlohy
pri vyvoji organizmu a tkaniv, hra vyznamnu dlohu pri rychlom a u€innom odstraneni nepotrebnych,
poskodenych a nebezpeénych buniek vratané nadorovych. Geneticky program bunkovej smrti je
pritomny v latentnej forme prakticky vo vSetkych bunkach. Maligna transformacia byva Casto krat
spojena s jeho deregulaciou ¢o vedie nielen k prezivaniu malignych buniek ale aj ich rezistencii na
klasicki cytostaticku lieGbu ¢i cielent biologicku lie€bu. Rezistencia nadorovych buniek vo i
programovej smrti je sprostredkovana prostrednictvom réznych molekulovych mechanizmov. Jednym
Z najCastejSich mechanizmov rezistencie je deregulacia apoptézy ako hlavnej formy programovej smrti.
Z molekularnych mechanizmov sa na deregulacii apoptdzy najviac podielaju somatické mutacie génu
TP53 detegované u viac ako 50% vSetkych solidnych nadorov [13]. V ramci konkrétnych foriem
malignych ochoreni je frekvencia mutécii TP53 vysoko variabilna. Klinicky vyznamné mutacie TP53
vedu najma k strate tumor supresorovej aktivity tejto bielkoviny ako kfu€ového vnutrobunkového
mechanizmu odpovede na poSkodenie génomovej DNA. Vacsina mutacii p53 vedie k neschopnosti
postihnutych buniek spustit apoptotickl kaskadu, kedZze p53 spusta apoptdzu ako na transkripnej tak
aj na posttranslaénej urovni [13]. Okrem mutacii p53 dalSie mechanizmy zahffaju najma nadprodukciu
antiapoptotickych bielkovin Bcl-2 rodiny [14], nefunk&nost &i znizenu expresiu proapoptotickych
bielkovin Bcl-2 rodiny [14], nadprodukciu endogénnych inhibitorov apoptdzy ako aj inaktivaciu kaspaz
[15]. V su&asnosti sa v klinickych skuSkach testuje viacero stratégii potladenia nefunkénosti apoptézy v
malignych bunkach [16].

Okrem apoptézy je vyznamnym mechanizmom elimindcie malignych buniek ich usmrtenie
prostrednictvom T buniek imunitného systému [17]. Tento mechanizmus je u nadorov nefunkény kvoli
expresii ligandov receptorov anti-programovej smrti (PD-L) malignymi bunkami. Spominané receptory
a ich ligandy su vyznamnymi cielmi protinadorovej lieCby na baze protilatok (Tab. 1).

Neobmedzeny replikaény potencial

Skratenie telomér na kritickil hodnotu po urcitom pocte deleni (60-70) vedie u normalnych somatickych
buniek k zastaveniu ich rastu a smrti buniek.

Prakticky vSetky maligne bunky vykazuju zmeny, ktoré brania skracovaniu telomér po repliké&cii.
Z molekulovych mechanizmov sa najviac uplatfiuje zvySena expresia telomerazy, ktora sa zistila u viac
ako 85 % néadorov [18]. Okrem toho &ast nadorov udrZiava teloméry prostrednictvom rekombinacie
interchromozomalnych sekvencii [18]. Teloméry malignych buniek su teda udrziavané v dizkach nad
kritickou hranicou, ¢o im zabezpecuje ich neobmedzeny replikacny potencial. Vyvoj G€innej lieCby
cielenej na tuto vlastnost’ malignych buniek je v suCasnosti zatial' len v $tadiu zakladného vyskumu [18].

Udrziavana angiogenéza

Neobmedzeny rast solidnych nadorov vyzaduje kontinualny a dostatoCny prisun ako energetickych
substratov tak aj substratov potrebnych najma na syntézu DNA nakolko nevyhnutnou podmienkou
delenia bunky je syntéza dvoch képii kompletnej gendmovej DNA. Nakolko bez zvySenej vaskularizacie
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nadorov by sa jeho rast zastavil, a bud by bol organizmom eliminovany alebo by ostal neSkodne malym,
musi byt dostatoéné zasobenie nadorov krvou zabezpefené angiogenézou prostrednictvom zmeny
rovnovahy jej induktorov a inhibitorov. V porovnani s normalnym tkanivom vykazuju mnohé typy
nadorov zvy$ené hladiny rastovych faktorov vyvolavajucich angiogenézu, najma vaskularneho
endotelialneho rastového faktoru (VEGF) a/alebo fibroblastového rastového faktoru (FGF). Iné typy
nadorov tiez vykazuju znizenu expresia endogénnych inhibitorov angiogenézy ako trombospondin-1
alebo B-interferéon [19] a u niektorych nadorov boli pozorované aj obe moznosti. V jadre nadorov tiez
dochadza v désledku hypoxie k stabilizacii hypoxiou indukovatelného faktora 1 (HIF-1) a naslednej
transkripcii prislusnych génov vratane génu pre VEGF [20]. Monoklonalne protilatky cielené proti VEGF
sa v suasnosti vyuzivaju na lie€bu nadorov hrubého Ereva, koneénika a prsnika (Tab 1).

Napadnutie tkaniv a metastazy

U vaésiny ludskych malignych ochoreni dochadza ku klinicky obzvlast zavaznému javu ako je rozsev
malignych buniek z primarnych nadorov veduci k ich invazii do inych tkaniv a naslednému vzniku
novych kolénii malignych buniek, metastaz ¢i sekundarnych nadorov, ktoré su pri¢inou 90 % vSetkych
umrti na maligne ochorenia. dochadza. Genetické zmeny a molekularne mechanizmy spojené
sinvaziou malignych buniek atvorbou metastaz nie su stale uplne jasné. U invazivnych ¢i
metastatickych malignych buniek dochadza najma k zmenam bielkovin, ktoré pripajaju bunky
k bielkovinam extracelularnej matrix (integriny) alebo si zodpovedné za interakcie medzi bunkami
(napr. kadheriny) [21]. V dbsledku malignej transformacie dochadza k zmenam najméa E-kadherinu ale
aj k modifikaciam imunoglobulinov a integrinov. Nevyhnutnou podmienkou invazie nadorovych buniek
do inych tkaniv je vSak deStrukcia bielkovin etracelularnej matrix a bazalnej membrany, €o je u nadorov
vyvolané proteazami patriacimi najma do skupiny matrixovych metaloproteinaz [22]. Ako kadheriny [23]
tak aj metaloproteinazy [22] su intenzivne Studované ako mozné ciele protinadorovej lie€by.
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Abstrakt

Molekularne biomarkery v poslednych rokoch zmenili pohlad na klasifikovanie GBM a stali sa
presnejSim nastrojom odhadu prognézy ochorenia. Vysoky pocCet biomarkerov a absencia
Standardizovanych postupov v klinickej praxi vS8ak zhorSuje dostupnost vySetreni v klinickej praxi
a stazuje interpretaciu vysledkov. Praca je sumarom informacii o vybranych biomarkeroch a ich vazbe

k onkogenetickym procesom, progresii ochorenia a jeho prognoze.

Kracové slova: glioblastom, biomarkery, prognéza
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Uvod

Glioblastoma multiforme je najagresivnejSim primarnym tumorom mozgu, je najcastejSim malignym
nadorom mozgu a je spojeny s najvy§Sou mortalitou [1]. Priznaky ochorenia su spociatku nespecifické
a rychlo sa zhorsuju. Rizikové faktory ochorenia su vzacne a vo vacésine pripadov ochorenia nie su
identifikované Ziadne rizikové faktory. Medzi rizikové faktory patria niektoré genetické ochorenia — ako
neurofibromatéza, Li-Fraumeniho syndrom a prekonana radioterapia. Hoci sa predpoklada, ze
glioblastoma multiforme vznika z normalnych glianych buniek mozgu, alebo z low grade astrocytému,
novSie Studie ukazuju, Zze nador pravdepodobne vznika z neurogénnych kmerovych buniek [2].
Diagnostika ochorenia sa opiera o zobrazovacie vySetrenia (CT a MR) a biopsiu. V lie€be sa uplatfiuju
neurochirurgické postupy, chemo, radioterapia a cielend terapia na zaklade molekularnych a
histologickych vlastnosti nadoru (bevacizumab a dalSie). Dovodom nizkej UspesSnosti chirurgickej lieCby
je vysokéa schopnost migracie nadorovych buniek, ktoré st odoIné vodi apoptdze [3]. Uloha nadorovych
buniek, ktoré maju vlastnosti kmefovych buniek pri progresii a recidive ochorenia, nie je uplne
objasnena, je v8ak zrejmé, ze vyskyt takychto buniek je spojeny s vyrazne zhorSenou progndézou.
Intenzivna pozornost sa preto venuje vyvoju terapie cielenej na tuto liniu buniek. Prognézu ochorenia a
odozvu na lie€bu nemozno lahko odhadnut ani na zaklade histologického vySetrenia o ktoré sa tradicna
klasifikacia ochorenia opiera.

Molekularne biomarkery

V snahe lepSie klasifikovat ochorenie mozno vyuzit genomické a molekularne-genetické metody.
Vysledky stadii nie su konzistentné, v literature sa na zaklade molekularnych biomarkerov rozliSovali
spociatku dva subtypy — proneuralny a mezenchymainy [4]. V suCasnosti sa na zaklade molekularnych
biomarkerov rozliSuju az Styri subtypy — proneuralny, proliferativny, mezenchymalny a neuralny subtyp
GBM]5]. Proneuralny subtyp sa vyznacuje vyraznou mierou expresie génov spojenych s neurogenézou
a lepSou progndzou. Oproti tomu mezenchymalny subtyp je spojeny s vysokou uroviiou expresie génov
pre migraciu buniek, schopnost invazie a pluripotenciou. Pri relapse ochorenia sa meni molekularne
geneticky charakter buniek z proneuralneho subtypu na mezenchymalny subtyp — proneural-
mesenchymal transition, €o je spojené s agresivnejSim spravanim tumoru a zlou prognézou. K opaénym
zmenam z mezenchymalneho subtypu na proneuralny prakticky nedochadza. Mieru expresie vybranych
génov mozno povazovat za marker progndzy ochorenia. Vyuzitie markerov je vSak spojené s viacerymi
limitaciami. Sledovanie dynamiky ochorenia pomocou molekularnych biomarkerov je problematické,
nakolko biopsie solidnych tumorov je obtiazne opakovat. Vzorky je obtiazne ziskat u pacientov, ktory
nie su indikovany na chirurgické rieSenie, pripadne je kontraindikovana biopsia. Molekulové markery
nemusia navySe zodpovedat vlastnostiam celého tumoru, nakolko vlastnosti buniek tumoru a
molekuldrne markery, ktoré bunky exprimuji su d&asto znaCne nehomogénne. Stanovenie
molekularnych biomarkerov navysSe vyZzaduje Specificky odber vzorky, jej skladovanie a testovacie
metddy, €o vyrazne komplikuje aplikaciu. Autori Stadii navySe pouZivaju rézne techniky, ¢o komplikuje
posun vySetreni do klinickej praxe. Z tychto dévodov je klinické vyuzitie molekularnych biomarkerov
vyrazne limitované.

Epidermal growth factor receptor

Amplifikacia EGFR je ¢astym nalezom vzoriek z GBM, v normalnom tkanive je pri tom €asto extrémne
nizka. Amplifikacia a mutacie génov pre epidermalny growth factor receptor, spolu s chromozomalnymi
aberaciami 7meho a 10teho chromozému (7+/10-) a mutaciami v oblasti TERT promotéra su €asto
spojené so zlou prognézou a to napriek prognosticky menej zavaznému histologickému nalezu [6].
Strata 10q je asto detekovana u GBM a je spojena s vyrazne zlou prognézou a kratkym overall survival
(OS) a kratkym progression free survival (PFS). Vo vyvoji su cielené terapie zamerané na inhibiciu
EGFR, ¢o in vitro zabrafuje progresii ochorenia. Aplikacia tychto chemoterapeutik v praxi je viak
spojena s mnohymi problémami [7].

80



p53 pathway

Tumor suppressorovy a transkripény faktor p53 je klfucovy pri prevencii vzniku nadorov regulaciou
Sirokej Skaly bune¢nych odpovedi, ktoré zahffiaju apoptdézu poSkodenych buniek, udrzZiavanie stability
gendému, inhibicia angiogenézy a regulacia bunec¢ného metabolizmu. TP53 patri medzi najCastejsie
gény postihnuté poruchou regulacie u réznych druhov rakoviny. Cesta p53-ARF-MDM2 je porusSena u
84% pacientov s GBM a v 94% bunecnych linii GBM. Poruchy regulacie signalnej cesty p53 su
povazZované za viaceré vlastnosti buniek GBM, ktoré predisponuju k zlej progn6ze — bunecnu invazivitu,
schopnost’ migracie, vyhybanie sa apoptéze a charakter kmefiovych buniek. Zlozky tejto signalnej cesty
su regulované aj pomocou réznych mikro RNA a dlhych nekddujucich RNA retazcov. Mutacie TP53
maju najcastejSie charakter bodovych mutacii, ktoré vedu k vysokej expresii onkogénneho variantu —
gain of function (GOF) variantu p53 proteinu. Tento vedie k zvySeniu malignity GBM pravdepodobne
svojim uc¢inkom ako transkripény faktor na sadu génov, ktorych transkripciu za normalnych okolnosti
neovplyvhuje [8]. Expresia takto zmeneného p53 koreluje s horSou prognézou, ¢o ukazuje na jeho vahu
ako prognostického markera ako aj mozny ciel buducej terapie.

Guanylate binding protein-1 (GBP1)

Guanylate binding protein-1 je Uzko spojeny s bune&nou proliferaciou a reguluje rast a invazivne
vlastnosti glioblastdmu. ZvySena expresia génu pre GDP1 je spojené s dalSimi zmenami, najma PETN
deléciou a amplifikaciou EGFR. ZvysSena expresia GDP1 ma za nasledok zvySenu migraciu buniek a
ich zvySeny invazivny potencial a proliferaciu nadorového ochorenia. Miera expresie GBP1 koreluje s
horSou prognézou ochorenia [9].

Isocitrate dehydrogenase 1 (IDH1)

Izocitrat dehydrogenaza 1 je enzym katalyzujuci oxidativhu dekarboxylaciu izocitratu na 2-oxoglutarat.
Vysoky vyskyt mutacii génu pre IDH1 je typicky pre proneuralny typ GBM. Zvy3ena expresia génu vedie
k abnormalnemu deleniu buniek. Mutécia v IDH1 géne je samostatnym prognostickym faktorom pre
dihSie OS a PFS pacientov s primarnym i sekundarnym GBM v porovnani s wild-type IDH1 [10].

Nicotinamide phosphoribosyltransferase (NAMPT)

NAMPT je enzym katalyzujuci klu€ovu reakciu regeneracie nicotinamide adenine dinucleotidu, je
uréujucim enzymom pre rychlost metabolickej drahy. Nadmerna expresia génu pre NAMPT je velmi
Castym javom v bunkadch GBM. Nadmerna expresia vedie k vysokym hladindm NAD a k vysokej
rezistencii buniek tumoru vodi lie€be. NAMPT sa uplatiiuje ako klu¢ovy faktor aj v signalnych drahach
veducich k onkogénnym kmeriovym bunkdm — cancer-initiating cells. Nadmerna expresia NAMPT
znacne koreluje s EGFR pozitivnymi a IDH negativnymi nalezmi na tumoroch, ktoré su spajané so zlou
prognézou ochorenia. V in vitro pokusoch inhibicia expresie NAMPT vedie k zvySeniu citlivosti buniek
k apoptoze a mozno ho teda povazovat za potencialny ciel terapie[11].
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Zaver

Molekularne biomarkery maju vztah ku konkrétnym procesom, ktoré sa podielaju na onkogenéze, no
upIné objasnenie tychto procesov, ich postupnost, navaznost a ulohu konkrétnych zmien biomarkerov
v procese malignej transformacie buniek si vyziada znac¢né Usilie. Je vSak zrejmé, Ze analyza tychto
biomarkerov umozZzfiuje v porovnani s klasickou histolégiou lepSie klasifikovat’ nadorovy proces a lepSie
odhadnut jeho buduce biologické spravanie a prognézu. Siroké klinické uplatnenie takejto analyzy
zostava vSak problematické pre chybajuci konsenzus medzi veducimi pracoviskami, pre pomerne
vysoky pocCet markerov, ktoré podliehaju viacerym typom zmien a potrebe pouzitia SirSej Skaly
metodickych a technickych postupov. Klinicka interpretacia vysledkov stanovenia markerov je
komplikovana a vySetrenia spravidla nemozno pre potrebu tkanivovej vzorky s odstupom ¢asu opakovat
¢o znemoziiuje monitorovat zmeny v tkanive nadoru v priebehu terapie a pri pripadnom relapse.
Napriek tymto problémom je moznost analyzy biomarkerov vyrazny prisfubom do buducna, lebo umozni
navrhnut pacientovi individualnu terapiu “na mieru”.
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Abstrakt

Vdaka vyraznému technickému posunu sa moznosti zobrazovacich vySetrovacich modalit vyrazne
rozsirili o uplne nové aplikacie, Specialne to plati o magnetickej rezonancii, ktorej niektoré moznosti iba
zacinaju prenikat do klinickej praxe. S vyraznym narastom poc¢tu zdravotnickych zariadeni vybavenych
magnetickou rezonanciou a SirSim spektrom vySetreni ktoré ponukaju jednotlivé pracoviska sa vyrazne
Zlepsila dostupnost Specialnych vySetreni. Medzi Specialne vySetrenia patri aj vySetrovanie biomarkerov
glioblastoma multiforme. Praca je sumarom informacii o vybranych biomarkeroch zobrazovacich
vySetreni, ich vazbe k procesom progresie ochorenia, k prognéze ochorenia a k hodnoteniu odpovede

na terapiu.

KFPaéové slova: biomarkery, zobrazovacie, prognéza, gliom
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Biomarkery zobrazovacich vysSetreni

Samostatnou kategériou prognostickych faktorov GBM su biomarkery zobrazovacich vysSetreni. Tieto
sa ziskavaju nov§imi technikami magnetickej rezonancie ako su perfuzne vazené zobrazovanie, difizne
vazené zobrazovanie a magneticko rezonanéna spektroskopia, ako aj technikami pozitrénovej emisnej
tomografie. Samotnymi biomarkermi su relative cerebral blood volume (rCBV), apparent diffusion
coefficient (ADC) a contrast transfer coefficient (Ktrans) a zmeny metabolizmu glukézy a fenylalaninu
[1]. Tieto parametre maju uzky vztah k vaskularnej Struktare , k stavu hematoencefalickej bariéry a
bunkovej hustoty nadoru. Biomarkery zobrazovacich vySetreni su objektivne, kvantitativne parametre,
ktoré mozno vyuzit na detekciu, staging, stanovenie prognézy a posudenie odpovede na terapiu.
Stanovenie biomarkerov zobrazovacich vySetreni je neinvazivne a mozno ho opakovat. Zobrazovacie
vySetrenia zachytavaju heterogenitu nadoru.

Zobrazovanie objemu krvi v mozgu

Na zobrazovanie objemu krvi v mozgu sa pouzivaju techniky dynamic susceptibility contrast MRI (DSC-
MRI), technika zachytadva proces prvej pasaze kontrastnej latky tkanivom mozgu v kratkom ¢asovom
useku. DSC MRI nasledne vypocitava viaceré parametre — cerebral blood flow (CBF), cerebral blood
volume (CBV), mean transit time (MTT) a time to the peak signal change. Relative cerebral blood flow
(rCBF), parameter ziskavany pomocou DSC-MRI , poskytuje fyziologické informacie o neovaskularizacii
a angiogenéze v mozgu in vivo. Mozno ho vyuzit pri gradingu a hodnoteni odpovede na terapiu. Viacero
stadii navrhuje vyuzitie markera na hodnotenie odozvy na antiangiogenicki terapiu (napriklad
Bevacizumab), pri vyraznej korelacii urovne markera a overal survival a progression free survival
parametrov [2,3]. Stanovenie Urovne markera rCBF pred zacatim terapie mozno teda pouzit na
stanovenie prognézy a zhodnotenie pravdepodobnej odpovede na terapiu, €im mozZno upravit
terapeuticky postup. Na hodnotenie objemu krvi v mozgu mozZno pouZit aj metddy arterial spin labeling
technique, ktora pouziva pokrocilé techniky magnetickej rezonancie - 3D fast spin echo (FSE)
pseudocontinuous artery spin labeling (pcASL). Pouzitie objemu krvi v mozgu ako markera ma aj svoje
limitacie — ziskané hodnoty su relativne, nie absolttne ¢o stazuje Standardizaciu referenénych hodnét
naprie¢ pracoviskami. NavySe niektoré pracoviska nepodporili vyuzitie CBF a odvodenych
fyziologickych parametrov ako markerov odpovede na terapiu, pre ¢asty vyskyt faloSne pozitivnych a
faloSne negativnych nalezov, ktoré mézu viest' k nespravnym klinickym rozhodnutiam [4].

Zobrazovanie vaskularnej architektury

Fyziologické parametre ziskané pomocou DSC-MRI a DCE-MRI mozno pouzit na hodnotenie
vaskularnych Struktar. DCE-MRI sa pouziva na hodnotenie hematoencefalickej bariéry. Technika
vyzaduje ziskanie T1 vazenych obrazov z DCE-MRI pred, po¢as a po podani bolusu kontrastnej latky.
Kontrastna latka prenika cievnou stenou a hromadi sa v mimobunkovom priestore v pripade, ze je
porusena hematoencefalicka bariéra alebo zvySena permeabilita steny ciev. Tymto postupom sa daju
ziskat nasledovné parametre — Ktans, objem extravaskularneho, extracellularneho priestoru v danom
objeme tkaniva (Ve), objem krvnej plazmy v danom objeme tkaniva (Vp), a pomer medzi
extravaskularnym, extracellularnym priestorom a objemom krvnej plazmy (Kep).

Ktrans

Ktans yyjadruje mieru permeability ciev, povrch steny kapilarnej siete a prietoku krvi a pouziva sa na
hodnotenie efektu anti-angiogenickej terapie u réznych nadorov. Viacero $tudii dokazalo vztah medzi
hladinou Ktans pred zagatim anti-angiogenickej terapie a dizkou PFS a OS. V 2016 $tudia O'Neill et al.
zistila, ze parameter Ktans je efektivnejSi ako FDG-PET a DW-MRI v predpovedani odpovede GBM na
anti-angiogenicku liecbu [5].
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Vascular normalization index

V roku 2009 Jain et al. pouzili na lie¢bu 31 pacientov s recidivou GMB cediranib a analyzovali Ktrans
mapy pomocou DCE-MRI. Pomocou DSC-MRI bol merany rCBV a pomocou enzymovo viazanej
immunosorbent assay bola merana hladina kolagénu IV v periférnej krvi. Autori zistili, Ze zmeny v Ktrans,
rCBV a hladine kolagénu IV po dokoné&eni jedného cyklu terapie cediranibom vyrazne korelovali s OS a
PFS. Autori navrhli na vypocet vaskularneho normalizaéného indexu nasledujuci vzorec:

VNI =-[(a x Akta"s) + (b x ACBV) + (c x Acoll V)]

Statisticka analyza ukazala Zze hodnoty VNI po jednom cykle terapie cediranibom boli signifikantne
spojené s PFS a OS a ze vy3Sie hodnoty VNI boli spojené s dlh§im PFS a OS [6]. Normalizacia
vaskularizacie podla hypotézy vedie k zlepSeniu perflzie tumoru, ¢o zvySuje oxygenaciu a predlzuje
OS u pacientov s GBM. Anti-angiogenicka terapia teda pomaha len pacientom s pozorovatelnou
normalizaciou vaskularizacie. Autori za dlh§im OS videli niekolko faktorov — vy$$iu oxygenaciu tkaniva
tumoru, lepsi dosah chemoterapeutik k tkanivu tumoru, mozny efekt cediranibu (inhibitor tyrozin kinazy)
s indukciou programovanej bunecnej smrti a s uvedenymi procesmi spojenu imunitnd odpoved.

Arterio-venous overlap AVOL

AVOL sa meria pomocou DSC-MRI pomocou binarnych MELODIC-odvodenych artériovych a
venoznych map. Vo vzorke tumoru je podiel arterialneho rieCiska niz8i oproti normalnemu tkanivu a
percentualny podiel AVOL signifikantne vy$§i oproti normalnemu tkanivu. Priemerny OS bol
signifikantne vy$Si u pacientov s recidivou high-grade GBM pokial mali redukovany AVOL po liecbe
bevacizumabom v porovnani s pacientmi, ktory mali AVOL po liecbe zvySeny [7].

Zobrazovanie koeficientu diftizie

DWI je pokrocila MRI technika, ktora vyuziva Brownov pohyb molekul vody. Biologické makromolekuly
zabranuju difuzii vodnych molekul. Pomocou aplikacie silnych magnetickych gradientov v zobrazovace;j
sekvencii (napr. echo planar imaging) mozno hodnotit transverzalnu difuziu, o umozrfuje hodnotit
integritu tkaniva. NajCastejSie vyuzivanym kvantitativnym parametrom je ADC. ADC odraza mieru
difuzie vodnych molekul a je nepriamo umerny buneénej hustote tkaniva. Marker sa vyuZiva pri detekcii
recidivy tumoru, monitorovani terapeutickej odpovede na radio a chemoterapiu [8]. Viaceré Studie nasli
korelaciu medzi uroviiou ADC a PFS, OS pacientov s novodiagnostikovanym GBM aj u pacientov s
recidivou GBM [1]. Pre posudenie dynamiky ochorenia mozZno pouZit kombinaciu funkénych difuznych
map a ADC charakteristiky. Pacienti s va¢Sim objemom tkaniva s redukciou ADC mali krat8i OS ako
pacienti s menSim objemom tkaniva s redukciou ADC. Rovnako rychly narast redukcie ADC bol spojeny
so skorou recidivou GBM [8].

Zobrazovanie restrikéného spektra

ADC mézZe byt pozmeneny signdlom difuzie z edému a nekrézy, €o vyrazne zniZuje presnost
nameranych udajov a limituje hodnotenie. Restriction spectrum imaging (RSI) je novym typom DWI
techniky, ktory umoZiuje posudenie mikroskopickej architektdry tkaniva na zaklade anizotropného
pohybu vodnych molekul v rdznych tkanivach. RSI je priamo umerné bunec¢nej hustote nadoru. RSl je
menej zatazené faloSnymi nalezmi v porovnani s ADC a je presnejSie ako ADC pri hodnoteni odpovede
tumoru na anti-angiogenicku terapiu u pacientov s rGBM. V 2016 Stidia Macdonald et al. posudzovala
prognosticku hodnotu RSI v porovnani s kombinaciou ADC, T1 vazeného postkontrastného MRI a T2
vazeného FLAIR zobrazenia u pacientov lieCenych bevacizumabom. Autori nasli korelaciu medzi
narastom RSI a poklesom ADC v oblastiach s vysokym signalom na T2 vazenych FLAIR sekvenciach
a horSou prognézou OS. Autori prisli k zaveru, ze RSI zlepSuje presnost odhadu prognézy PFS a OS v
porovnani s Standardnym DWI, T1 vazenymi postkontrastnymi sekvenciami a T2 vazenymi FLAIR
sekvenciami [9].
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Zobrazovanie metabolizmu

Zmeny metabolizmu su jednou z hlavnych charakteristik rakoviny, zmeny sa tykaju metabolizmu
glukézy, aminokyselin a lipidov v nadore. Zmeny metabolizmu mozno zobrazit dvomi spésobmi: PET
zobrazovanie pomocou znackovania radionuklidmi ("'C a '8F), tento postup je velmi citlivy (10-' az 10
2 mol/l) a pomocou spektroskopie magnetickej rezonancie, ktora dokaze odliSit chemické a
molekularne zlozky tumoru od zloZenia okolitého tkaniva na zaklade vyzarovanych frekvencii, ktoré
generuje spin rezonujucich jadier (H,3'P alebo 13C).

Zobrazovanie metabolizmu glukézy

Rozdiel v metabolizme glukdzy v nadorovom a zdravom tkanive bol objaveny uz v polovici dvadsiateho
storocia. V roku 2012 bola na studiu recidivy high-grade GBM pouzita (FDG)-PET, Colavolpe et al. zistili
Ze pomer maximalnych hodnét Standardizovaného uptake nadoru a normalneho tkaniva kontralateralne
priamo Umerne koreluje s OS a PFS [10] Predmetom vyskumu je aj pomer '3C laktatu a 3C bikarbonatu.

Zobrazovanie metabolizmu aminokyselin

V nadorovom tkanive dochadza k zmenam metabolizmu glutaminu, glutamatu, methionin, aspartat a
tyrozin. 'TH-MRS moZno pouzit na zobrazenie zmien metabolizmu cestou N-acetylaspartat ktory vznika
z aspartatu a acetyl-CoA a ktory je markerom poskodenia neurénov. Zmeny pomeru N-
acetylaspartat/cholin pred lieCbou a po lie¢be predpovedaju OS pacientov. Podobne mozno na
odhadnutie prognézy pouzit pomer cholin/creatinin [11]. Pomocou PET 3,4-dihydroxy-6-['8F]-fluoro-I-
phenylalanine ('®F-FDOPA) a ['8F]-fluoro-3-deoxy-3-L-fluorothymidine ('®F-FLT) moZno posudit
metabolizmus phenylalaninu, zmeny velkosti signalnej oblasti ako aj zmeny absolutnych hodnét mozno
pouzit ako markery progndzy ochorenia. ZniZenie objemu tumoru o 35% alebo viac dva tyZzdne po zacati
terapie (vCitane anti-angiogenickej terapie) je spojené s so signifikantne dih§im PFS a OS [12].

Zaver

Biomarkery zobrazovacich vySetreni sa ziskavaju pomocou pokro€ilych postupov magnetickej
rezonancie a pozitrénovej emisnej tomografie, zobrazovacich modalit, ktorych dostupnost sa rychlo
Zlepsuje. VySetrenie a jeho vyhodnotenie si vyzaduje skiseného Specialistu. VySetrenie nie je invazivne
a mozno ho opakovat, v pripade vySetreni magnetickou rezonanciou bez rizika spojeného s radiacnou
z&taZzou. Mimoriadne sfubnou sa zda byt moZnost monitorovania odpovede na terapiu a stratifikacia
pacientov na responderov a nonresponderov. Napriek pomerne sludnej dostupnosti vybavenia pre
vykonavanie takychto vySetreni v beZnej klinickej praxi ich aplikaciu staZzuje absencia
Standardizovanych odporu&anych postupov.
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Abstrakt

V priebehu poslednych desatroc¢i sa podarilo odhalit zmeny v tvare mitochondrii a ich regulatorov, ktori
sa stali hlavnymi hraémi v mnozstve fyziologickych bunkovych procesov. Mitochondrie su extrémne
dynamické organely, ktorych vysoko kontrolované morfologické zmeny odpovedaju na Specifické
arozmanité patofyziologické potreby. Preto je ich kontrola kvality rozhodujica pre uréenie funkcie
aosudu buniek. NavySe, stale nové metabolické zmeny, ktoré mozno pripisat mitochondridlnym
(dys) funkciam, su pevne spojené s rakovinou a jej mikroprostredim. Z tohto dévodu su rézne aspekty
kontroly aktivity a stavu mitochondrii v centre pozornosti onkolégie. V tomto prehfadovom prispevku
objasfiujeme najzaujimavejSie objavy suvisiace s dvomi zjavne nezavislymi, ale prisne prepojenymi
procesmi, ktoré su kfu€ové pre funk&nost organel a ich daldi osud - mitochondridlna dynamiku
a mitofagiu. Navyse ich vzajomné metabolické prepojenia a regulacia méZu nahodne podporit nadorovy
kontext.

Kracové slova: dynamika mitochondrii, kontrola kvality mitochondrii, autofagia, mitofagia
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Uvod

Takmer kazda bunka v fudskom tele, od buniek bijuceho srdca az po baktérie-pohlcujuce bunky
imunitného systému, je pohanand chemickou energiou produkovanou S$pecializovanymi
vnutrobunkovymi organelami - mitochondriami. Mitochondria su zakladnymi aktérmi v rozmanitych
bunkovych aktivitach, medzi ktoré patri bunkova signalizacia, tvorba a regulacia hladin reaktivnych
foriem kyslika (ROS), homeostaza hladiny vapnika v cytosole a regulacia apoptdzy prostrednictvom
mitochondrialneho permeability tranzitného péru [1]. Mitochondrialna dysfunkcia sa podiela na rozvoji
metabolickych a neurodegenerativnych ochoreni, vratane rakoviny a starnutia [2,3]. Proces tvorby
energie so sebou prinasa aj produkciu odpadovych produktov, ktoré mézu byt vysoko toxicke, takze
ako skuto¢né elektrarne, mitochondrie vyzaduju prisnu kontrolu kvality a funk&nej inegrity. Toto zaistuje
prezitie bunky, a tym aj samotného organizmu [4]. Nedavno vedci vyvinuli novu technoldgiu, ktora
analyzuje v neuveritelnom detaile, ako bunky iniciuju odstranenie poSkodenych mitochondrii s vyuzitim
digitalnych snimok. Takymto sposobom je mozné odhalit’ proteinovi mapu kontroly mitochondrialnej
kvality [5].

Pre spravne fungovanie buniek musi existovat vzajomna komunikacia medzi mitochondriami a jadrom,
ktora sa oznacuje ako antegradno-retrogradna signalizacia [6]. Jadrové gény kontroluju mitochondrialnu
biogenézu cez dosyntetizovanie mitochondrii, aby bol naplneny zvySeny metabolicky dopyt. Oproti
procesu biogenézy je dalSia uroven kontroly v jadre sprostredkovana génmi regulujucimi autofagiu
a mitofagiu. Nedostatocna akumulacia patogénnych mutacii mitochondrialnych génov u nadorovych
ochoreni naznaluje zapojenie aktivnych mechanizmov kontroly mitochondridlnej kvality, ktoré
zabrariuju akumulacii chybnych mitochondrii. Mitofagia je Specializovany typ autofagie, ktora selektivne
degraduje a eliminuje nadbyto¢né alebo poSkodené mitochondrie [7]. Biogenéza a mitofagia pracuju
subezne na procesoch regulacie mitochondrialnej masy, funkcie a kvality. Na druhej strane defektné
mitochondrie odosielaju signal priamo do procesu mitofagie prostrednictvom depolarizacie membran,
a cez kaskadu fosforylacie a ubikvitacie mitochondrialnych proteinov, zatial €o znizena produkcia
energie v bunke (ak je celkovy pocet mitochondrii nedostatoény) spusta biogenézu mitochondrii cez
energeticky senzor - AMP kinazu a iné mechanizmy.

Autofagia a kontrola kvality mitochondrii

KedZe hlavnou ulohou autofagie je kontrola kvality mitochondrii (mitoQ) a pravdepodobne aj
poskytovanie substratov pre mitochondrialny metabolizmus, pricom autofagia méze podporit
tumorigenézu a malignitu aj cez tieto mechanizmy. AvSak doposial chybaju priame dbkazy o identite
Specifickych substratov ziskanych autofagiou-sprostredkovanou recyklaciou ako i metabolické cesty,
ktoré podporuju, zatial nie su zname. NedostatoCnd autofagia v nadorovych bunkach spdsobuje
zavislost od glutaminu, o naznaduje, Ze glutamin méZe byt jeden zo substratov potrebnych pre
autofagiu [8]. Nie je tiez znadme, &i autofagia eliminuje mitochondrie s patogénnymi mutaciami
mitochondridlneho gendmu v nadorovych bunkach aby ochranila a zachovala fungujice zasoby
mitochondrii alebo &i pozorované od autofagie-nezavisé defekty oxidacnej respiracie su vysledkom
poSkodenia proteinov a/alebo nedostatku substratov [9].

Systém molekularneho “poplachu“ kontroly kvality mitochondrii zahffia dva hlavné enzymy: proteinovu
kinazu PINK1, ktora chemicky modifikuje proteiny s fosfatom a E3 ligazu PARKIN, ktora oznacuje
cielové proteiny molekulou nazyvanou ubikvitin [10]. Za normalnych podmienok maju zdravé
mitochondrie na svojom vonkajSom povrchu malé mnoZstvo PINK1. Po poskodeni sa v mitochondrii
nahromadi PINK1, ktory prenaSa fosfat na PARKIN, aby ho aktivoval. Nasledne aktivovany PARKIN
ubikvitinuje mitochondrialne proteiny, ktoré spustia proces autofagie aby zachytil, pohltil a nasledne
odstranil tieto Specifické mitochondrie v lyzozémoch. Niektoré iné PARKIN-nezavislé mitofagické
receptory zahffiaju BNIP3 [11], NIX [12], FUNDC1 [13] a BCL2L13 [14]. Hoci PINK1-PARKIN-zavisla
mitofagia je najlepSie charakterizovana a vacsinou spajana s nadormi, nedavno boli popisané dalSie
alternativne drahy, priCom senzitivity individualnych typov buniek sa ukazuje vyznamnym faktorom
determinujucim spustenie typickej drahy mitofagie. Hoci je logické Spekulovat o uUlohe mitofagie
u rakoviny, avSak stale chyba priamy dékaz o zapojeni mitofagia do tumorigenézy. NavySe uloha
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kontroly kvality mitochondrii pri rakovine vaésinou zahffia informéacie ziskané pomocou genetickych
modelov a s manipulaciou dobre overenych autofagickych génov [15].

Hodnotenie Hodnotenie Hodnotenie
autofagie a mitofagie bioenergetiky mitochondrii metabolizmu
Morfologia « Imaging Respiracia, ROS, glykolyza: Metabolomika
mitochondrii fragmentéacie napr. Oxygraph (OROBOROS) a hmotnostna
| Seahorse XF analyzator (Agilent) spektrometria
. v v
A * Imaging MT/LT
Mitofagia — okalizacie - Intaktné bunky « TCA cyklus
| » Permeabilizované bunky » Glykolyza

* Glutaminolyza
Autofagia —» LC3-1l western blot

| « LC3 imaging
+ Hladiny bielkovin
N?twork .. —» -+ Pocet képii mtDNA
mitochondrii « Poskodenie mtDNA

Obrazok 1: Metddy hodnotenia mechanizmov kontroly kvality mitochondrii (upravené podla [16])
ROS-reaktivne formy kyslika, MT- MitoTracker, LT- LysoTracker

Velkou vyzvou sucasnosti je snaha o zavedenie workflow konceptu monitorujuceho ¢o najkomplexnejsi
obraz zahfiajuci detekciu procesov autofagie a mitofagie, bioenergetiku a kontrolu kvality mitochondrii.
Vacésina studii sa zameriava na sledovanie individualnych procesov, avSak zatial nebol navrhnuty
integrovany metodologicky pristup, ktory by poskytol komplexny pohlad na bunkové a tkanivovo
Specifické reakcie na fyziologické, farmakologické a patologické poruchy. Toto je ddleZité, nakolko
hodnotenie kvality mitochondrii si vyzaduje Standardizované protokoly, ktoré by umoznili testovanie
klfu€ovych prvkov tohto zlozitého procesu pomocou Sirokého spektra biologickych tdajov. Nedavno bola
publikovana ucelena komplexna stratégia (Obr. 1), ktora spaja hodnotenie autofagie s poskodenim
mitochondrii, mitochondrialnou dynamikou a funkciou ako aj bunkovym metabolizmom s vyuzitim
bunkovych kultdr [16]. Funkcia mitochondrii méze byt takto testovana v redlnom Case, aby bolo mozné
posudit désledky expozicie toxinom €i farmakologickym agensom. Je vysoky predpoklad, Ze tento
pristup bude vyznamny pre vyskumnikov v Sirokej oblasti biomedicinskeho vyskumu.

Dynamika mitochondrii a tvorba metastaz

Dynamika mitochondrii je regulovana na Urovni dvoch hlavnych procesov — flzie a Stiepenia (Obr. 2).
Stiepenie je sprostredkovana rodinou dynamin-related proteinov (Drp). Aktivovany Drp1 sa translokuje
z cytosolu do mitochondrialnej membrany kde interaguje s Drpl receptormi (Mid 49, Mid51, Mff) a Fis1
aby vytvoril Stiepny komplex. Drp1 oligoméry zuzuju a nasledne delia mitochondrie [17]. Proces fuzie je
sprostredkovany prostrednictvom mitofusinov (Mfn1/2) a Opal. Mitofusiny pdsobia na vonkajsej
membrane mitochondrii, zatial o o Opa1 sa predpoklada jeho pdsobenie na vnutornej membrane
mitochondrii. Mitofusiny navzajom interaguju a vytvaraju hemifiznu stopku, ktord postupne rastie do
lipidového otvoru a nakoniec obnovi integritu membrany. Opal vdaka svojej kardiolipin-viazice;j
doméne formuje fuzny pér vo vnutornej mitochondridlnej membrane [18,19].

Aktivacia Opa1-MFN1/2-sprostredkovanej mitochondridlnej fuzie spusta oxidaénu fosforylaciu na ukor
anaerobnej glykolyzy, ¢o vedie k zvySeniu hladin ROS a nasledne k zhorSeniu migracie rakovinovych
buniek.
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Obrazok 2: Dynamika mitochondrii a tvorba metastaz [17]

Na druhej strane Drpl-zavislé Stiepne procesy inhibuju oxidaény metabolizmus zvySenim energetického
vytazku glykolyzy a znizuju produkciu ROS, ¢im sa ulahCuje tvorba metastaz. NavySe, Stiepenie je
rozhodujucim procesom pre spravnu aktivaciu mitofagie, hoci zostava stale nejednoznacné, ako moéze
byt mitofagia spojena s migraciou nadoru.

Nedavne publikacie identifikovali linearny vztah medzi osudom mitochondrii a rakovinou [20-23].
V skutognosti mitochondrie méZu byt spojené s tvorbou a progresiou rakoviny, priom ich prispevok ma
silny vplyv na invazivnost a metastaticky profil rakoviny [21]. Rastuci poget dékazov naznaduje, Ze
mnohé nadorové bunkové linie a solidne nadory podliehaju drastickému metabolickému
reprogramovaniu; obmedzuju Krebsov cyklus a oxidaénu fosforylaciu ako dbsledok mutacii, ktoré
ovplyvAuju aktivitu kla€ovych enzymov tychto procesov [20]. Av8ak spojenie medzi dysfunkciou
mitochondrii a rakovinou nie je zviazané iba s metabolizmom. V skuto€nosti ¢innost’ mitochondrii moze
priamo Ci nepriamo ovplyvnit expresiu nDNA alebo mtDNA, mutacie [22], epigenetické zmeny ako je
metylacia [20], migracia a smrt buniek [23],

Metabolizmus mitochondrii a onkogenéza

Ako uZ bolo spominané, mitochondrie majua velky vplyv na prakticky vSetky procesy spojené
s onkogenézou, zahffiajuc malignu transformaciu, progresiu nadoru, odpoved na lieCbu
a protirakovinové imunologické odpovede [24]. Mitochondrie pritiahli znaénu pozornost ako ciele pre
vyvoj novych protirakovinovych latok, a to nielen preto, Ze zohravaju uUstrednu ulohu v rezistencii
malignych buniek na indukciu RCD (regulovanej bunkovej smrti) lieCby, ale aj preto, ze podliehaju ich
fenotypovej a metabolickej plasticite (Obr. 3). Pripad venetoklaxu, molekuly, ktora spusta RCD
napodobenim aktivity proapoptotickych ¢lenov rodiny BCL2 proteinov, dobre ilustruje vysoky potencial
agensov zameranych na mitochondriu v lie€be Specifickych malignit [25].
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Obrazok 3: Mitochondria a proces onkogenézy [24]
C-nadorova bunka, D-neprezivajuce nadorové bunky, L-lymfocyt, M-metastazujice nadorové bunky, N-normalne
bunky, R- rezistentné nadorové bunky, TME-mikroprostredie nadoru

Avsak neSpecifické zameranie na mitochondrialne funkcie v mikroprostredi nadorov méze mat
vyznamné a zarovefn aj zavazné prave neopodstatnené ucinky. Napriklad inhibicia protinadorovej
imunitnej odpovede, €o je situacia, ktora pripomina pouzitie farmakologickych inhibitorov autofagie [26].
Preto sa v najbliz8ej buducnosti budud musiet’ navrhnut rafinované stratégie, ktoré umoznia Specificku
modulaciu mitochondridlnych funkcii vo vybranych bunkovych populaciach, aby terapeuticky potencial
agensov zameranych na mitochondriu bolo mozné plne vyuZit' v klinickej praxi. AvSak, velky pocet
predklinickych a klinickych prac je stale potrebny na to, aby sa tento ambiciézny ciel stal realitou
v klinickej praxi.

Zaver

Napriek znacnému pokroku, pochopenie ulohy mitochondrialnej dynamiky a mitofagie pri kontrole
pbvodu a progresie nadoru zostava vela klu€ovych otazok nevyrieSenych. NavySe situaciu komplikuje
vzajomna interakcia spominanych procesov. V sucasnosti je na PubMede dstupnych priblizne 4407
odbornych prac diskutujucich rézne aspekty autofagie a mitochodrii. Z tychto, 1438 prac sa zaobera
bioenergetikou mitochondrii, zatial o 478 diskutuje o kontrole kvality mitochondrii. AvSak iba niekolko
dbkazov naznacuje, Ze je Uplne nerozumné urobit’ vSeobecné vyhlasenie o tom, ako mbdze autofagia
a mitofagia ovplyvnit nador. Podobne, na zaklade objavujucich sa zisteni, sa zd4, Ze regulacia tvaru
mitochondrii hra rozhodujucu ulohu v prvych krokoch tvorby nadoru a schopnosti migracie/invazie
rakoviny. NavySe zostava objasnit aj to, ako rézne aspekty mitochondrialneho metabolizmu a dynamiky
mdZu ovplyvnit protinadorovd imunitnd odpoved a aké su ich relativne prinosy k progresii nadoru alebo
klirensu. Tento novy koncept pomaha rozsirit nasSe vedomosti a perspektivy v oblasti lie€by nadorov,
¢o umoznuje identifikovat nové kandidatske ciele na lieCbu. V neposlednom rade treba spomenut
individualny pristup k jednotlivym pacientom vzhladom na znamy klinicko-molekularno-biochemicky
profil.
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Abstrakt

Krv je tekutina obmyvajuca vsetky telesné organy a nesie so sebou molekuly z réznych tkaniv. Preto je
dolezitym a navySe aj fahko dostupnym biologickym materialom v klinickej diagnostike. Pri objavovani
novych proteinovych biomarkerov v krvnom sére pre rézne ochorenia ale ¢elime problému v podobe
pritomnosti vysoko abundantnych proteinov (VAP), najma albuminu. Biomarkery sa zvyCajne v Krvi
nachadzaju v nizkych koncentraciach a VAP ich prekryvaju a interferuju s ich signalom. V su¢asnosti
existuje niekolko bezne pouzivanych technik na odstranenie albuminu aj dalSich VAP z krvného séra
od imunoafinitnych koldn, cez komeréné kity az po metédy zaloZzené na rozlinej rozpustnosti
jednotlivych proteinov v organickych rozpustadlach.

Cielom predkladanej prace bolo porovnat dva pristupy odstranenia albuminu, tzv. dealbuminizacie,
zo vzoriek ludského séra, ktoré su kompatibilné s metddou dvojdimenzionalnej elektroforézy a
identifikacie proteinov hmotnostnou spektrometriou. Prvou testovanou metédou bol komerény kit
ProteoPrep Blue Albumin and IgG Depletion kit, ktory je finanéne naro¢nejsi a dovoluje spracovat iba
ur€ité mnozstvo vzorky. Druhym pristupom bola finanéne nenaroCna dealbuminizacia zrazanim
proteinov acetonitriiom a metanolom (AMV protokol). Podla nasSich vysledkov je efektivnejSia metéda
dealbuminizacie AMV protokolom, ktory signifikantne zvySil pocet proteinovych spotov a zlepsil
identifikaciu proteinov na hmotnostnom spektrometri.

Kracéové slova: albumin, biomarker, krvné serum, dvojdimenzionalna elektroforéza
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Uvod

Krvné vzorky sa rutinné vyuZzivaju v klinickej praxi na Siroké spektrum diagnostickych ucelov. Proteiny
v krvnom obehu odrazaju zdravotny stav pacienta. Zmeny v koncentracii a pripadné posttranslec¢né
modifikacie proteinov reprezentuju urcité ochorenie a mézu sluzit ako potencidlne diagnostické
biomarkery. NavyS$e, krv je lahko dostupny biologicky material s moznostou opakovaného odberu, ¢o
umoznuje dlhodobé sledovanie stavu [1].

Na hladanie novych biomarkerov sa pouziva necielena ,shotgun“ proteomika a zmeny v expresii
proteinov korelujice so Studovanou chorobou sa vyjadruju relativnou kvantifikacnou metédou [2].
Jednou z tradi€nych metdd ,shotgun proteomiky je aj dvojdimenzionalna elektroforéza (2-DE) spojena
s identifikaciou proteinou pomocou hmotnostnej spektrometrie. Tento postup bol UspeSne pouzity
napriklad pri Studiach krvnych biomarkerov cervikalneho, hepatocelularneho alebo kolorektalneho
karcinému [3; 4; 5].

Avsak hfadanie novych biomarkerov Celi problému v podobe vysoko abundantych proteinov (VAP),
ktoré tvoria az 95 % z celkového objemu proteinov v krvi [6]. VAP produkuju vyrazné signaly, ktoré
prekryvaju a interferuju s detekciou biomarkerov, ktoré sa zvaésa vyskytuju v nizkych koncentraciach
[7]. Najvyraznejsim VAP je albumin, ktory tvori 50 % celkovej proteinovej hmoty a proteinové
biomarkery byvaju v koncentracii o desiatky radov nizsej (>>10 ng/ml). Albumin je navySe znamy
transportér fyziologicky vyznamnych proteinov a peptidov, takze je doélezité mat na pamati, ze
odstranenie albuminu zo vzorky mdze spbsobit’ stratu potencialnych biomarkerov [8].

Odstranenie albuminu a dalSich VAP z krvnej plazmy alebo séra je nevyhnutnym krokom pred analyzou
vzorky proteomickymi metdédami. Medzi najviac pouzivané pristupy patri imunoafinitna proteomicka
separacia, odstrediva ultrafiltracia, komercné kity zalozené na farbe Cibacron blue a precipitacia
oranickymi rozpustadlami [19; 10; 11]. Imunoafinitné zariadenia su zalozené na interakcii antigén-
protilatka a su velmi Specifické, no maju relativne nizku kapacitu. NavySe su velmi drahé a vyzaduju
spojenie so Specifickymi pristrojmi ako je vysokovykonna kvapalinova chromatografia [12].

V tejto praci sme porovnali dve metédy odstranenia albuminu zo vzorky fudského séra - komerény kit
ProteoPrep Blue Albumin and IgG Depletion Kit (Sigma-Aldrich) zaloZzeny na vazbe albuminu na
Cibacron Blue farbu a zrazanie proteinov pomocou organickych rozpustadiel acetonitrilu (ACN) a
metanolu. U&innost tychto metdd bola porovnana na zéklade proteomickych profilov vytvorenych 2-DE
a nahodne vybrané proteiny boli identifikované pomocou MALDI (matricou asistovana laserova
desorpcial/ionizacia) hmotnostnej spektrometrie. Nasim cielom bolo zistit, ¢i protokol na odstranenie
albuminu zalozeny na bezne dostupnych a finanéne nenaronych organickych rozpustadlach je
porovnatelne ucinny s komerénym kitom a moze byt pouzity na gélové proteomické metddy.

Material a metédy

Vzorky

Na Stadiu sme pouzili kontrolné vzorky zdravych jedincov (n=4) zo Studie ,Molekularne Studium
vybranych porich CNS, ktora bola schvélena Etickou komisiou JLF v Martine, UK v Bratislave, kéd
certifikacie IRB00005636. Krv kontrolnych jedincov sa ziskala v rdmci dobrovolného darcovského
odberu na Narodnej transfuznej stanici Martin. Venézna periférna krv sa odobrala do skumaviek
Vacutest® s gélovym aktivatorom krvného zraZania o objeme 5 ml na ziskanie krvného séra. Skumavky
sme scentrifugovali (4°C, 7000 rpm, 5 min) a sérum uskladnili na - 80°C.

Odstranenie albuminu pomocou ProteoPrep Blue Albumin and IgG Depletion Kit

ProteoPrep Blue Albumin and IgG Depletion Kit (Sigma-Aldrich) sme pouzili presne podla
odporuc¢aného manualu (sucast kitu) s nanaskou 50 ul séra. Dealbuminizované vzorky (ProteoPrep kit
sérum) sme hlboko zamrazili na -80°C.

Odstranenie albuminu s acetonitril-metanol-voda (AMV) protokolom
Pri tejto metdde sme postupovali podla mierne upraveného protokolu publikovaného v praci Tucholskej
et al. [13]. 25 pl krvného séra sme zmieSali s 125 pl 100% ACN a nechali inkubovat 15 min na lade.
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Centrifugaciou (13 000 rpm, 15 min) sme oddelili pelet od supernatantu. Pelet sme néasledne
rozsuspendovali v 50 pl roztoku AMV (12,5 ul 100% ACN, 12,5 pl 100% metanolu, 50 ul deionizovane;
vody) a znova inkubovali 15 min na lade. Centrifugaciou (13 000 rpm, 15 min) sme ziskali pelet
proteinov, ktory sme nechali vysuSit na vzduchu pri izbovej teplote a rozpustili v 1% kyselina mravcej
(rozpustanie na trepacke, 20°C, 750 rpm, 2 h). Vzorky (AMV protokol sérum) sme uskladnili na -80°C.

Meranie koncentréacie proteinov
U vzoriek séra sme stanovili koncentraciu proteinov pomocou komeréného kitu DCTM Protein Assay
(Bio-Rad) podla manualu vyrobcu.

Dvojdimenzionalna gélova elektroforéza

Nanasku s 200 ug proteinov sme vyzrazali ladovym aceténom a pelet proteinov ziskali centrifugaciou
(13 000 rpm, 10 min). Pelet sme rozpustili v rehydratacnom timivom roztoku (Rehydratation/Sample
buffer, Bio-Rad), rehydratovali na 7 cm stripoch (ReadyStrip IPG, Bio-Rad) s linearnym imobilizovanym
pH 3-10 gradientom. Izoelektricka fokusacia (IEF) prebehla v pristroji Protean IEF system (Bio-Rad) v
trojkrokovom protokole (250 V na 20 min, 4000 V na 2 h a 4000 V pokial celkové napatie nedosiahlo
10,000 Vh). Pred separaciou v druhej dimenzii sme stripy ekvilibrovali 15 min v ekvilibraénom timivom
roztoku | (Equilibration Buffer I, Bio-Rad) a 15 min v ekvilibraénom timivom roztoku Il (Equilibration buffer
I, Bio-Rad) s pridavkom 0,03 g/ml jodoacetamidu. Druha dimenzia prebehla v 12% polyakrylamidovom
géle pri konstantnom elektrickom prude 15 mA/gél. Gély sme ofarbili Bio-safe Coomassie G-250 farbou
(Bio-Rad), zosnimali pomocou denzitometru GS-800 (Bio-Rad) a analyzovali v programe PDQuest 8
software (Bio-Rad).

Identifikacia proteinov hmotnostnou spektrometriou

Vybrané proteinové spoty sme vyrezali z gélu, Coomasie farbu sme odstranili premyvanim s 50% ACN
a spoty dehydratovali v 100% ACN. Nasledovala inkubacia s 10 mM ditiotreitolom (56°C, 45 min) a
potom s 55 mM jodoacetamidom (izbova teplota, 30 min, tma). Nakoniec sa spoty dvakrat premyli v 25
mM bikarbonate aménnom a 100% ACN. Na digesciu proteinov sme pouzili 3 ul trypsinového
roztoku/spot (20 ng/ul) (Promega) s inkubaciou cez noc na trepacke (37°C, 1000 rpm). Peptidy boli
extrahované 10% Kkyselinou trifluoroctovou a zakoncentrované vo vakuovom vysokorychlostnom
koncentratore (Vacufuge plus vacuum Concentrator, Eppendorf) na objem priblizne 10 pl. Proteiny sme
naniesli na MALDI ter€ik (AnchorChip target, Bruker Daltonics) s matricou (kyselina a-kyano-4-
hydroxySkoricova, 1 mg/ml) a analyzovali s pomocou UltrafleXtreme MALDI-TOF (MALDI — analyzator
doby letu) hmotnostného spektrometra (Bruker Daltonics). Ziskané hmotnostné spektra peptidov sme
porovnali s databazou SwissProt s pouZitim MASCOT vyhladavacieho programu (Matrix Science).

Vysledky

Koncentracia proteinov

Koncentracia proteinov v krvnom sére bola 72,5 + 8,7 mg/ml. Po pouziti ProteoPrep kitu aj AMV
protokolu sa koncentracia proteinov vo vzorke znizila priblizne na jednu tretinu pévodnej koncentracie.
Namerana koncentracia v sére po odstraneni albuminu je zhrnuta v Tab. 1.

Tabulka 1: Koncentracia proteinov v sére po dealbuminizacii.

ProteoPrep kit

Metéda sérum AMYV protokol sérum
i +
Frakcia (mg/ml £SD) (mg/ml £SD)
Precistena frakcia 224 +1.7 21,1+£3,2
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Dvojdimenzionalna elektroforéza

Krvné sérum sme pred aj po dealbuminizacii analyzovali metédou 2-DE. V sére sme zdetegovali 134 +
5 proteinovych spotov (Obr. 1A). Po precisteni kitom ProteoPrep sme zdetegovali na proteinovej mape
153 + 4 spotov (Obr. 1B) a po dealbuminizacii AMV protokolom 168 + 6 spotov (Obr. 1C). Pomocou
dealbuminizacie boli z proteinovej mapy odstranené proteinové zhluky nachadzajuce v regione s
vysokym vyskytom albuminu (rozmedzie 50 — 75 kD a pH 5 7).

Mw Mw
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150~ 150
100~ 3 100 3
750 - o e > 75 - o* 0]
- e
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g - 2
37 5 © 37w 5 @ - e
0 O
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pl 3 10 pl 3 10
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5 ©]
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Obrazok 1: Reprezentativne 2-DE mapy porovnavajuce dealbuminizaciu ProtePrep kitom a AMV
protokolom: A — sérum, B — ProteoPrep kit sérum, C — AMV protokol sérum. Zobrazené su
reprezentativne gély zo Styroch nezavislych experimentov a predstavuju rovnaku vzorku séra po
rozliénych dealbuminizagnych zasahoch. Cisla spotov sa zhoduiju s &islami v Tab. 2.

Na 2-DE mapach sme nahodne vybrali 5 proteinovych spotov na rovnakych miestach pre kazdu skupinu
— neupravené sérum, ProteoPrep kit sérum a AMV protokol sérum. Proteiny sme identifikovali MALDI-
TOF hmotnostnou spektrometriou. Identifikované proteiny st zhrnuté v Tab. 2. Uspe$nost proteinove;
identifikacie je urena pomocou Mascot (MS) skére, ktoré posudzuje signifikanciu vysledku. Vo
vSeobecnosti, MS skore vacsie ako 67 sa nachadza v hladine vyznamnosti (p<0.05) [14].

Identifikované proteiny v spotoch 1 a 2 boli rovnaké pre vSetky tri skupiny a to apolipoprotein A1
(APOA1_HUMAN) v 1 a zmes transferinu (TRFE_HUMAN) a albuminu (ALBU_HUMAN) v 2. V spote 3
sme v neupravenom sére a ProteoPrep kit sére identifikovali TRFE_HUMAN v zmesi s ALBU_HUMAN,
no v AMV protokol sére sme identifikovali iba TRFE_HUMAN s vysokym MS skore. Alfa-1B-glykoprotein
(AMBG_HUMAN) bol identifikovany ako spot 4 v sére precistenom AMV protokolom s dostatoéne
vysokym MS skére a taktieZ v neupravenom sére, no s nedostatocnou signifikanciou. V 2-DE mape séra
predisteného ProteoPrep kitom sa nam nepodarilo spot 4 identifikovat. Dalej sa nam nepodarilo stanovit
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protein v spote 5 v neupravenom sére. V pripade ProteoPrep kit séra bol v spote 5 identifikovany
albumin, pricom ale nesedi jeho molekulova velkost (71,32 kDa) s polohou na 2-DE mape (okolo 40
kDa). Po precisteni AMV protokolom sme v spote 5 identifikovali vitamin D viazuci protein
(VTDB_HUMAN) s dostacujiucim MS skore.

Tabulka 2: Identifikované proteiny z proteinovych map. Cislo spotu sa zhoduje s &islom na Obr. 1.
UniProt ID - UniProt identifikator, Mw — relativna molekulova hmotnost, pl — izoelektricky bod

Sérum - bez preéistenia ProteoPrep Kit sérum AMV protokol sérum
. Mw MS ; Mw MS ; Mw MS
Spot UniProt ID (kDa) pl - UniProt ID (kDa) pl O UniProt ID (kDa) pl O
APOA1_ APOA1_ APOA1_
1 " HUMAN 30,76 | 5,56 274 " HUMAN 30,76 | 5,56 177 _HUMAN 30,76 | 5,56 247
Zmes Zmes Zmes
2 TRFE_HUMAN 79,29 | 6,81 231 TRFE_HUMAN | 79,29 | 6,81 357 TRFE_HUMAN 79,29 | 6,81 82

ALBU_HUMAN 71,32 | 5,92 57 ALBU_HUMAN | 71,32 | 5,92 118 ALBU_HUMAN 71,32 | 5,92 49

Zmes Zmes
3 TRFE_HUMAN 79,29 | 6,81 327 TRFE_HUMAN | 79,29 | 6,81 277 TRFE_HUMAN 79,29 | 6,81 369
ALBU_HUMAN 71,32 | 592 110 ALBU_HUMAN | 71,32 | 5,92 98

4 A1BG_HUMAN 54,79 5,56 59 - - - - A1BG_HUMAN 54,79 5,56 125
5 - - - - ALBU_HUMAN 71,32 592 109 VTDB_HUMAN 54,53 5,4 71
Diskusia

Pouzitie séra na 2-DE vedie k presyteniu proteinovej mapy albuminom a inymi VAP, €o znizuje
schopnost rozliSenia jednotlivych proteinovych spotov a ich prekryv zhlukmi VAP. Preto je odstranenie
albuminu a pripadne dalSich VAP dbleZitym krokom v proteomickom skumani krvného séra [15]. V
predkladanej praci sme testovali dve r6zne metddy odstranenia albuminu, ktoré sme vybrali pre ich
kompatibilitu s 2-DE a jednoduchu pripravu. Taktiez bolo nasim ciefom porovnat, &i finanéne nenaro¢na
AMV metdda precistovania proteinov organickymi rozpustadlami dokaze konkurovat komerénému kitu.
Testovany komerény ProteoPrep Blue Albumin and IgG depletion Kit bol uspesne pouzity pri skimani
biomarkerov u nadoru vaje¢nikov [16]. Tento kit je zalozeny na stacionarnej faze tvorenej Cibacron
farbou, ktora sluzi ako polycyklicky anidnovy ligand viazuci albumin [17].

Obidve metdédy zvySili po€et proteinovych spotov na 2-DE mape a odstranili albuminové zhluky
koncentrované v oblasti 50 — 75 kDa. Ked' porovname vysledky z identifikacie proteinovych spotov
neupraveného séra a po precisteni AMV protokolom, mézeme povedat, Ze sa nam podarilo odstranit
albumin zo spotu 3, zvysit skére na uroven signifikantnosti u A1BG_HUMAN a identifikovat protein
VTDB_HUMAN v spote 5. Naopak, pri pouZiti ProteoPrep kitu sme identifikovali albumin aj v spote 5 a
spot 4 sa nam nepodarilo identifikova vobec.

Inkubacia séra s ACN v objeme aspofi 20 % naru$a vazbu proteinov s albuminom, a tim znizuje
pravdepodobnost straty potencialne délezitych proteinov [12; 8] . Taktiez bolo dokazané, ze pri zrazani
metanolom zostane znacna Cast albuminu v supernatante [13]. NavySe, organické rozpustadla
odstrafuju nepolarne kontaminanty ako lipidy ktoré interferuju s IEF [18].

Zaver

Podla nasich vysledkov dokazala metdda zalozena na zrazani proteinov acetonitrilom a metanolom
(AMV protokol) odstranit albumin efektivnejSie ako ProteoPrep Blue Albumin and IgG Depletion Kit.
Proteinové spoty boli po predisteni séra AMV protokolom dobre separované a pocet proteinovych
spotov sa signifikantne zvySil. NavySe, AMV protokol zlepSil identifikadciu proteinov na MALDI-TOF
hmotnostnom spektrometri.
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Abstrakt

Pokroky v genomike ndm umoznili popisanie charakteristickych &ft karcinébmu prsnika (KP), veduce ku
klasifikacii ochorenia na rézne typy [1]. Vyuzitim real-time gqPCR mdzeme pomocou analyzy génovej
expresie definovat tzv. génové profily a odhalit pocetné gény, ktoré moézu ovplyvnit rozvoj ochorenia,
prognozu Ci uspesnost’ lieCby [2, 3]. Kedze studii, ktoré by sa zameriavali na génovy profil histologicky
normalneho tkaniva (HNT) z okolia KP je zatial obmedzené mnoZstvo, zvolili sme si za ciel tento génovy
profil sledovat. V Studii sme spracovali tkanivo KP a tkanivo z okolia karcindmu, odobraté pacientkam
s KP s gradingom 3. Expresiu génov sme analyzovali pomocou real-time qRT-PCR reakcie na
komercnych 96-jamkovych platnickam s panelom primerov pre gény asociované s KP. Pre vSetky
sledované gény bol stanoveny parameter zmeny expresie (RQ) ako parameter miery génovej expresie.
Ukazalo sa, Zze z 84 sledovanych génov bolo v tkanive z okolia karcinébmu 14 up-regulovanych a 10
down-regulovanych génov. Z toho v8ak len 3 signifikantne up-regulované: KRT5, CCNAl1 a SFRP1
(p<0.05, p<0.05, p<0.01). Statisticky vyznamne bol down-regulovany iba gén NME1 (p<0.05). Uvedené
gény sa podielaju na riadeni bunkového cyklu, cez WNT-signalizaciu mé2u ovplyviiovat apoptozu a tiez
predikovat typ vznikajuceho karcindmu ¢&i metastaticky potenciél tkaniva.

Profilacia vybranych génov medzi Studovanymi biologickymi materialmi karcindbmu predstavuje iba
zlomok pohladu na ulohu mikroprostredia pri tumorovej progresii, no v kombinacii s dalSimi
molekulovymi charakteristikami, sa mdze v koneénom désledku podielat na vyvoji novych lieCebnych

stratégii.

Kracové slova: karcindm prsnika, mikroprostredie, génova array
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Uvod

Vdaka vyuzitiu genomickych metéd akymi su microarraye &i real-time qRT-PCR dnes vieme, Ze
karcindm prsnika nie je jedno ochorenie prejavujuce sa odliSnymi histopatologickymi a prognostickymi
vlastnostami, ale prave naopak je to subor ochoreni jedného organu, ktoré sa okrem spominanych
histopatologickych a prognostickych vlastnosti liSia aj na genetickej a molekularnej urovni. Zakladné
(klinické, histopatologické) rozdelenie je podla pritomnosti = pozitivita (+), resp. nepritomnosti =
negativita (-): estrogénového receptora (ER), progesterénového receptora (PR) a receptora 2 pre ludsky
epidermalny rastovy faktor (HER2). Vdaka multigénovej profilacii vS§ak karcindmy prsnika delime na
zaklade ich rozdielneho genetického profilu na typy: luminal A, luminal B, basal-like, normal breast-like
a human epidermal growth factor receptor 2 (HER2)-positive [4].

Génové arraye zalozené na qRT-PCR predstavuju tzv. high-throughput technolégiu, ktora kombinuje
senzitivitu real-time PCR reakcie a vysoku profilovaciu schopnost microarrayi. Dokazeme tak
komplexne a cielene hodnotit gény celej génovej rodiny, gény jednej signalnej drahy &i gény vSeobecne
asociované s urcitym ochorenim. Pri real-time PCR sledujeme mnozstvo amplikonu tvoreného pocas
reakcie monitorovanim mnozstva fluorescenie prislusnej farbicky. Ma Siroky dynamicky rozsah (az 6
stupfiov), ¢im dokaze kvantifikovat nizko aj vysoko exprimované gény sucasne, Cize tie, ktoré maju
nizku aktivitu aj tie, ktoré ju maju zvysenu [3].

Jednou z prvych aplikacii génového profilovania zaloZzeného na microarrayi v ramci karcindmu prsnika
bolo potvrdenie rozdielnosti KP na molekularnej urovni. Ukazalo sa, ze ER+ a ER- karcindomy maju
zasadne liSiaci sa profil génovej expresie. Nasledovali dalSie Studie, ktorych vysledky viedli k su¢asnej
klasifikacii karcinomu prsnika. Iné sa zamerali na predpoved odpovede pacienta na lieCbu a na celkovu
prognozu ochorenia. Hoci nedokazali nahradit tradi€né spdsoby hodnotenia a klasifikacie karcinomu
prsnika, komeréné microarraye a qRT-PCR arraye ponukaju paralelnd prognostickd informaciu
a v oblastiach, ako je napr. vyskum nadorového mikroprostredia mézu byt Sikovnym nastrojom na
komplexné génové skenovanie [4].

Do na$ej Studie boli zaradené vzorky karcindmu prsnika luminalneho typu, teda s dobrou prognézou a
k nemu prisluchajuce vzorky histologicky normalneho okolia tkaniva. Ukazalo sa totiz, Ze aj v
histologicky norméalnom tkanive su pritomné podobné molekularne abnormality ako v tkanive karcindmu

[5].

Material a metédy

Subor pacientov

Jednalo sa o prospektivnu Studiu s 80 zenami s histologicky potvrdenym karcindmom prsnika, ktorym
bol vykonany chirurgicky zakrok na Gynekologicko-pdrodnickej klinike JLF UK a UNM. Po ziskani
informovaného suhlasu boli pri chirurgickom zakroku pacientkam odobraté nasledujuce vzorky: tkanivo
karcinébmu prsnika (3-5 x 5 x 3-5 mm) a v rovhakom rozsahu aj histologicky normalne tkanivo z okolia
karcindbmu prsnika (€2 cm od okraja karcindmu). Material bol odobraty a uskladneny pri -80°C na
multigénovi analyzu. Zo vSetkych pacientok, ktoré spinali kritéria vyberu (primarny unilateralny
invazivny duktalny karcindm (n=71/80), iba pripady s biologickymi charakteristikami luminalneho
A a luminalneho B karcindmu (n=34) a z nich dalej tie s gradingom 3 (n=16) boli zvolené na multigénovu
analyzu. Z nich sa iba v siedmych pripadoch podarilo vyizolovat’ dostato€né mnoZzstvo mRNA z tkaniva
karcindbmu prsnika a zaroven aj z histologicky normalneho tkaniva.

Tabulka 1. Charakteristika stuboru pacientov, ktori boli finalne zacleneni do Studie, n=7.

Typ karcinému DIK, Gr. 3, HER2 negat.
Vek 57,3+ 13,4 (priemer + sd)
BMI 27,17+ 4,94 (priemer * sd)

DIK - duktalny invazivny karciném; Gr. — grading; HER2 — receptor 2 pre fudsky endotelialny faktor; sd
— smerodajna odchylka; BMI — z angl. body mass index.
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Izolacia RNA

Vzorky tkaniva o velkosti 5 x 5 x 3 mm ziskané pri chirurgickom zakroku boli okamzite umiestnené do
plastovych ependorfovych skimaviek s RNA stabilizujacim roztokom (RNAlater; Applied
Biosystems/Ambion, USA) a zmrazené na -80 °C pre izolaciu RNA. RNA bola izolovana pomocou kitu
RNeasy Lipid Tissue (Qiagen Inc., USA). Koncentracia RNA bola odmerana spektrofotometricky na
pristroji NanoPhotometer™ (Implen GmBH, Germany), od&itanim absorbancie na vinovej dizke 260 nm
a jej Cistota bola uréena pomocou

s, ) ;*.‘% T absorbanéného indexu Al=A260
- - o nm/A280 nm. Vzorky s Al>1.8 boli
bty l vybraté pre dalsie analyzy. Kvalita

kazdej RNA vzorky bola
skontrolovana na mikroCipovej
elektroforéze (MCE_-202 MultiNA,
Shimadzu Biotech, Germany).

lzolacia RNA zo skimanych vzoriek:
bunky, tkaniva, FFPE a/alebo krv

- ——

A RN

| | Skonvertuj celkovi RMNA w
W do cDMA pomocou "RT2
First Strand Kit"

Kontrola Vzorka

Pridaj cDMA do "RT2 SYBR
Green gPCR Mastemixu™;
rozalikvotu] do "RT2 Profiler
PCR Arraye"

I'. g

Vygeneruj data

pomocou real time
l PCR pristroja l

o
Defa Fn

=

T

| Analyza dat |

i

i I 2

. -

DOMIET BTy axpneshe (logs) Karcihhdm prenika L, , .
l | Obrazok 1. Schéma pracovného
postupu od spracovania vzorky az
k jej analyze. Upravené podla
Interpretacia dat a publikovanie wsledkov schémy z webstranky QIAGEN

(https://www. giagen.com/us/resources/download.aspx?id=cdd2f728-1aca-4013-b043-4f9a69cfda78&amp;lang=en).
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Syntéza cDNA a real-time qPCR

Syntéza komplementarnej DNA (cDNA) potrebnej pre PCR amplifikaciu bola ziskana pomocou Maxima
First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR (ThermoScientific, USA). Mix reagencii pozostaval
z nasledujucich zloziek: 5x reakény mix (4 pl); Maxima Enzyme Mix (2ul); RNA templat (5 ug) a sterilna
voda bez nukleaz (vysledny objem 20 ul). Zmes sme jemne premiesali a inkubovali 10 min pri 25 °C,
nasledovalo 15min pri 50 °C. Reakcia bola ukonéena zahriatim 5 min na 85 °C. Nasyntetizovani cDNA
sme nariedili a pripravili na multigénovu analyzu pouZitim RT2 Profiler PCR Array (Qiagen, USA)
v kombinacii s RT? SYBR® Green qPCR Mastermixom (Qiagen, USA).

Tabulka 2. Prehlad analyzovanych génov. Zoradené su podla svojej funkcie.

Funkéna skupina génov Funkéna podskupina génov  Analyzované gény
Markery klasifikacie Luminalny A-C ESR1 (ERa), FOXA1, GATAS3, KRT8, KRT18, SLC39A6,
tumoru TFF3, XBP1

Basal-like / Trojito negativny BIRC5, EGFR, KRT5, NOTCH1

HER2-like ERBB2 (HER2), GRB7

Metastazujuci do pluc ID1, MMP2 (Gelatinase A), PTGS2 (COX2)
Prenos signalov Sprostredkovany receptorom AR, BRCA1, CCNE1, CTNNB1, ESR1 (ERa), ESR2 (ERR),

pre steroidy IGF1, KRT19, PGR, RB1

,Hedgehog" signalizacia BCL2, CCND1, GLI1, SNAI2

Glukokortikoidova draha IGFBP3, NME1 (NM23A), NR3C1 (GRL)

Klasickd WNT signalizcia APC, CCND1, CTNNB1, SFRP1

PI3K/AKT signalizacia AKT1, ERBB2 (HER2), IGF1, IGF1R, PTEN

NOTCH signalizacia BIRC5, NOTCH1

MAPK signalizacia MAPK1 (ERK2), MAPK3 (ERK1), MAPK8 (JNK1), TP73
Epitelialno- CTNNB1, NOTCH1, SRC, TGFB1, TWIST1
mezenchymalny prechod
Angiogenéza CDH13, CTNNB1, EGF, ERBB2 (HER2), ID1, IL6, JUN,

NOTCH1, PLAU (uPA), PTEN, SERPINEL (PAI-1), SLIT2,
THBS1, VEGFA

Adhézia ADAM23, APC, BCL2, CDH1 (E-Cadherin), CDH13,
CDKN2A (p16INK4), CSF1 (MCSF), CTNNB1, EGFR,
ERBB2 (HER2), PTEN, TGFB1, THBS1

Proteolyza ADAM23, CST6, CTSD, MMP2 (Gelatinase A), MMP9
(Gelatinase B), PLAU (uPA), PYCARD (ASC)

Apoptéza AKT1, APC, BAD, BCL2, CDH1 (E-CADHERIN), CDH1 (E-
CADHERIN)3, CDKN1A (P21CIPL/WAF1), CDKN2A
(p16INK4), GSTPL, IGF1, IL6, JUN, MUC1, NME1 (NM23A),
RARB, SFN (14-3-3s), SFRP1, TP53, TP73, TWIST1

Bunkovy cyklus APC, BCL2, CCNA1, CCND1, CCND2, CCNE1, CDK2,
CDKN1A (p21CIP1/WAF1), CDKN1C (p57KIP2), CDKN2A
(p16INK4), JUN, MKI67, MYC, PTEN, RASSF1, RB1, SFN
(14-3-3s), TP53

Poskodenie DNA APC, ATM, BRCA1, BRCA2, CCND1, CDKN1A
(p21CIPL/WAF1), MAPK1 (ERK2), MGMT (AGT), MLH1,
SFN (14-3-3s), TP53, TP73

Transport xenobiotik ABCB1 (MDR-1), ABCG2 (BCRP)

Transkripéné faktory AR, CTNNB1, ESR1 (ERa), ESR2 (ERR), FOXA1, GATAS,
HIC1, JUN, MYC, NOTCH1, NR3C1 (GRL), PGR, PRDM2
(RI1Z1), RARB, RB1, TP53, TP73, XBP1

Analyza génovej expresie

Na sledovanie génovej expresie sme pouZili RT2 Profiler PCR Array, ktorej konfiguracia bola
nasledovna: 5 endogénnych kontrol (actin beta (ACTB), beta-2-microglobulin (B2 M), glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), hypoxanthine phospho ribosyl transferase (HPRT1), and
ribosomal protein, large, PO (RPLPO0)), 3 gény na kontrolu kvality cDNA, 3 gény na kontrolu kvality
priebehu PCR reakcie, 1 na detekciu pritomnosti gDNA a 84 génov, ktoré zohravaju ulohu
v karcinogenéze prsnika (Tab.2). Ako housekeepingovy gén uréeny na normalizaciu vysledkov bol
pouzity gén pre endogénnu kontrolu RPLPO, nakolko vykazoval najstabilnejSie hodnoty teplotnych
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kriviek. Relativnu kvantifikaciu (RQ) génovej expresie sme vypocitali pouzitim on-line analyzacného
centra dat na Qiagen web portale a bola vyjadrena ako ,zmena expresie“. Zmena expresie (2* (- Delta
Delta CT)) je podiel normalizovaného priemeru génovej expresie (2*(- Delta CTkr)) v skupine vzoriek
KP a normalizovaného priemeru génovej expresie (2*(- Delta CThnT)) vV skupine vzoriek HNT. Hodnota
zmeny expresie vacSia ako 1 znamena pozitivnu, zvySenu expresiu, hodnota zmeny expresie mensia
ako 1 znamena negativnu, znizenu expresiu. P-hodnota bola uréena Studentovym t-testom pre replikaty
hodndt 2* (- Delta CT) pre kazdy gén v skupine vzoriek HNT a KP.

Vysledky

Celkovo sme na kazdej arrayi stanovili mieru expresie 96 génov, z toho 7 génov ako vnutornu kontrolu
kvality cDNA, kontrolu kvality priebehu PCR reakcie a na detekciu pritomnosti gDNA. Dal$ich 5 génov
boli ozna¢ené ako ,housekeeping gény”. Sledovanych génov asociovanych s KP bolo 84. Pri analyze
sme porovnavali mieru génovej expresie v tkanive z okolia KP vo i tkanivu karcinomu. Ukazalo sa, ze
z 84 sledovanych génov bolo v tkanive z okolia karcinbmu 14 up-regulovanych (na obr. 2
predstavujucich modré trojuholniky) a 10 down-regulovanych génov (Cervené kosos$tvorce). Popisny
prehlad tychto deregulovanych génov je v tabulke 3.
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Z nich v8ak boli len 3 signifikantne up-regulované: KRT5, CCNA1 a SFRP1 (p<0.05, p<0.05,
p<0.01). Signifikantne down-regulovany (p<0.05) bol 1 gén, a to gén NME1. Uvedené gény sa podielaju
na riadeni bunkového cyklu, cez WNT-signalizaciu mézu ovplyvhovat apoptézu a tiez predikovat' typ
vznikajuceho karcindmu ¢i metastaticky potencial tkaniva. Prehlad deregulovanych génov s uvedenim
ich funkcie je v tabufke 4.
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Tabulka 3. Prehlad vSetkych deregulovanych génov (zmeny expresie
>2) vo vySetrovanom subore HNT oproti KP.

Gén | regulacia  p-hodnota Gén 1 regulacia p-hodnota
<0,05 <0,05
MMP9 -3.73 SFRP1 13.39 0.001
MKI167 -2.78 KRT5 9.42 0.027
BIRC5 -2.70 TFF3 6.61
NME1 -2.49 0.035 IGF1 5.39
KRT8 -2.48 PGR 4.10
THBS1 -2.35 ABCB1 3.66
KRT19 -2.34 SLIT2 3.41
SERPINE1 -2.22 CDKN1C 3.25
CCNE1 -2.18 EGFR 2.92
PLAU -2.08 ABCG2 2.83
PTGS2 2.82
CCNA1 2.71 0.013
EGF 2.46
BCL2 242

Tabulka 4. Prehlad deregulovanych génov v HNT v nadvéaznosti na ich funkciu v bunkovych
procesoch. Tmavou farbou su oznacené gény, ktoré su signifikantne deregulované s p< 0,05.

Funkcia génu v signalnych drahach

| Regulacia v histologicky

normalnom tkanive KP

1 Regulacia v histologicky
normalnom tkanive KP

,Notch” signalizacia

Glukokortikoidova signalizacia

Steroidovym receptorom
sprostredkovana signalizacia

SWNT" signalizcia
,PIBK/AKT" signalizacia

,Hedgehog* signalizacia

Funkcia génu v rozvoji typu karcinému

Typ ,Basal-like*
Typ ,Luminal A-C*

Potencial metastazovania do pluc

Funkcia génu v bunkovych procesoch

Proteolyza

Bunkovy cyklus
Apoptédza
Angiogenéza
Adhézia

Proteolyza
Transkripéné faktory

Tranport xenobiotik

BIRC5
NME1

KRT19, CCNE1

BIRC5
KRT8

MMP9
MKI67, CCNE1
NME1
THBS1, SERPINE1, PLAU
THBS1
PLAU

IGF1, PGR

SFRP1
IGF1
BCL2

KRTS5, EGFR
TFF3
PTGS2

CDKN1C, CCNAL1, BCL2
SFRP1, IGF1, BCL2
SLIT2, EGF
EGFR, BCL2

PGR
ABCB1, ABCG2
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Zaver

V tejto Studii sme hodnotili génovu expresiu v tkanive prifahlom k tumoru, ktoré sa histologicky javilo
ako normalne, od pacientov s HER2 negativnym duktalnym invazivnym karcinbmom. Primarnym
cielom bolo stanovit génovy profil asociovany s karcindmom v histologicky normalnom tkanive prsnika
a identifikovat bunkové signalne drahy, ktoré su najvaéSmi ovplyvnené. Stanoveny profil génovej
expresie moze byt vyuzity na predikciu fenotypu karcinomu.

V histologicky normalnom tkanive odobratom z okolia karcindmu prsnika sme detegovali deregulované
gény, ktoré by mohli uréovat charakter rozvijajuceho sa KP. Celkovo bolo deregulovanych 24 génov
v HNT oproti KP. Najviac ovplyvnené boli gény pre ,Secreted frizzled-related protein 1” (SFRP1),
Keratin 5 (KRT5), , Trefoil factor 3“ (TFF3) a ,Insulin-like growth factor 1“ (IGF1). Spolu s ostatnymi
génmi, ktoré boli deregulované +2, resp. -2 nasobné, predstavovali zapojenie do kontroly bunkového
cyklu, apoptdzy, angiogenézy, viacerych signalnych drah, transportu xenobiotik &i predikcie typu
vznikajuceho karcindmu. Zaujimava moze byt korelacia ziskanych dat s génovym profilom prsnikového
tkaniva pacientov bez KP.

Nase uréenie Ulohy mikroprostredia pri vyvoji nadorového bujnenia pomocou transkriptomickej profilacie
moze spolu s kombinaciou genomiky a proteomiky prispiet k determinovaniu molekulovej podstaty
vzniku malignity ako aj individualizovanému pristupu k pacientovi pocas lieCby.
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Abstrakt

Poc¢as malignej transformacie spojenej s rozvojom glioblastémov dochadza k naruseniu regulacie
viacerych vnutrobunkovych signalnych drah, o potom vedie k odolnosti malignych buniek vo i
apoptdze, zvySenej schopnosti proliferacie buniek ako aj k rezistencii gliomov na radio- a chemoterapiu.
Na tychto z hladiska rozvoja a lie€by malignych ochoreni neziaducich javoch sa vyrazne podielaju
signalne najma drahy PI3K/Akt a MEK/ERK. Tieto drahy ¢asto pracuju komplexne ¢o znamena, ze sa
navzajom ovplyviuju a reguluju réznymi spatnymi vazbami a ich komplexnost sa tiez prejavuje

spoloénym pésobenim na rovnaké substraty.

Kraéové slova: PI3K/Akt, Ras/Raf/MEK/ERK, glioblastom
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Uvod

Jednou zo zakladnych &ft nadorovych buniek je ich schopnost rast a prezivat spdsobom, ktory porusuje
normalnu homeostazu bunkového prostredia [1]. Signalne drahy, regulujace proliferaciu a rast buniek
ako aj ich odolnost voéi apoptéze oznacujeme ako signalne drahy prezivania [1]. Rezistencia vodi
apoptoze je vysledkom zmien na genémovej, transkriplnej a postranskripénej urovni, ¢o ovplyviiuje
funkciu  bielkovin,  bielkovinovych kinaz a substratov ich  transkripénych  faktorov.
PTEN/PI3K/Akt/mTOR/NF-kappaB a Ras/Raf/MEK/ERK drahy su signalnymi drahami prezivania, ktoré
zohravaju délezitu ulohu v onkogenéze. Komponenty tychto drah byvaju pri onkologickych ochoreniach
vratane glioblastomov ¢asto mutované &i nespravne exprimované [3]. Napriklad strata funkcie tumor
supresorového génu PTEN ¢asto prispieva k zvySenej regulacii PI3K/Akt drahy. Obidve drahy su pri
glioblastémoch v zvySenej miere aktivované aj vd'aka signalizacii na Ras [4]. Ras sice nebyva mutovany,
k jeho zvySenej regulacii v8ak dochadza prostrednictvom stimulacie receptorov rastovych faktorov
(geneticka zmena EGFR v 37%) alebo inaktivaciou NF-1, negativneho regulatora Ras (bodovymi
mutaciami v 15%) [5].

PTEN/PI3K/Akt/mTOR/NF-kappaB

PI3K

Fosfoinozitol 3- kinazy (PI3K) su charakteristické svojou schopnostou fosforylovat 3-OH skupinu
v inozitolovych lipidoch. Na zaklade sekvenénej homologie a substratovej Specificity ich delime do troch
skupin: trieda I, Il alll, v ktorych sa nachadza 8 enzymov. Su to heterodimerické enzymy zlozené
z regulacnej a katalytickej jednotky, ktora su pre kazdu triedu rozdielne [6]. K aktivacii dochadza
fosforylaciou prostrednictvom RTK, G-proteinovych receptorov alebo Ras. Prebieha na plazmatickej
membrane. Aktivované PI3K fosforyluju lipid fosfatidyl-inozitol bisfosfat (PIP2) na fosfatidyl-inozitol
trisfosfat (PIP3). Vzniknuté produkty sluzZia ako druhy poslovia v bunkovej signalizécii. PIP3 pritahuje
k bunkovej membrane bielkoviny obsahujuce PH (pleckstrin homology) doménu, akymi su napr. aj
kindzy Akt a PDK1 [7]. Aktivita PI3K je kontrolovana a negativne regulovana fosfatdazami — PTEN, SHIP-
1 a SHIP-2. PTEN je duélne Specificka lipid/bielkovinova fosfataza, ktora odstrariuje 3"-fosfat z PIP3 ale
aj PIP2. SHIP-1 a SHIP-2 odstranuju 5-fosfat z PIP3. Vlastny, od toho v cytoplazme nezavisly
metabolizmus inozitolovych lipidov prebieha aj v jadre [8].

Akt

Akt, tiez oznaCovana ako bielkovinova kindza B (PKB) je 57 kDa serin-treoninova kinaza. Pozname tri
izoformy Akt: Akt1 (a), Akt2 (B), Akt3 (y), ktoré obsahuju PH- doménu na N-konci, centralnu katalyticku
(kindzovu) doménu aregulacnu oblast na C-konci. Akt1 je vysoko exprimovana takmer v3ade
s vynimkou obli€iek, peCene a sleziny. Hladina expresie Akt2 je medzi organmi rozdielna. Vy&Siu hladinu
najdeme v kostrovom svale, organoch traviaceho traktu a v reprodukénych tkanivach. Akt3 najdeme
vysoko exprimované najma v mozgu a semennikoch [9].

Aktivacia Akt je viacstupnovy proces, ktory zahffia jednak presun Akt k cytoplazmatickej membrane
a dalej dvojnasobnu fosforylaciu retazca Akt. Membranové PIP3 lipidy pritiahnu Akt a dochadza k ich
interakcii s PH doménou Akt. Toto spojenie spdsobuje konformaénu zmenu, na zaklade ktorej je Akt
pristupna fosforylacii. Prvé fosforylaéné miesto je pre Akt1 na treonine 308 (Thr 308), na kinazovej
doméne, a je fosforylované PDK1 kinazou. Druhé miesto lezi na C-konci — serin 473 (Ser 473) aje
fosforylované kindzou oznagovanou ako PDK2, ktorej identita ale nie je celkom objasnenda. Zda sa, Ze
tuto funkciu plni hned niekolko kinaz v zavislosti od konkrétnych podmienok. Najviac spominany je
mTOR komplex 2 (mTORC?2), ktory fosforyluje Ser4d73 najma pri raste alebo stimulacii mitogénom [11].
Rovnako ako v cytoplazme aj v jadre je aktivacia Akt bielkoviny viacstupriovy proces, ktory v prvom
kroku zabezpeluju PIP3 lipidy. Nasledujucu fosforylaciu na Thr308 zabezpeluje aj v jadre sa
nachadzajuca PDK1. Ako PDK2 kinaza pre fosforylaciu na Ser473 sluzi DNA-zavisla protein kinaza
(DNA-PK), ktora podla Bozulicza a Heminngsa, ale aj dalSich, pésobi v stresovych situaciach akymi su
poskodenie DNA alebo pritomnost CpG DNA [11].
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Ras/Raf/MEK/ERK

Ras

Extracelularne stimuly ako rastové faktory, cytokiny, mitogény, hormény, oxida¢ny a tepelny stres [12]
spustaju signalizaciu interakciou tyrozin kinazovych receptorov, G-proteinovych receptorov alebo
receptorov epidermalneho rastového faktora. Signal prenasany z tychto receptorov potom stimuluje
GTP k vazbe na Ras. Tato premena aktivuje Ras a umoZiuje jeho interakciu so Sirokym spektrom
efektorovych bielkovin. Nasledna stimulacia cytoplazmatickych bielkovin Raf, MEK a ERK (komplexne
nazyvané MAPK kinazy) vyusti do regulécie transkripcie génov [13].

Raf

Raf je oznacenie pre rodinu serin-treoninovych bielkovinovych kinaz pozostavajucu z A-Raf, B-Raf, Raf-
1 (C-Raf). Raf bielkovina je aktivovana oby€ajne malym G-proteinom (Ras). K aktivacii dochadza na
plazmatickej membrane. Je to viacstupfiovy proces, ktory zacina presunutim sa Raf ku plazmatickej
membrane na zaklade signalu z Ras [14]. Raf bielkovina dalej dimerizuje [15] a fosforyluje sa na
viacerych miestach vo svojich doménach [16]. Raf aktivita je eSte modulovana aj Bag1, 14-3-3
bielkovinou [17] a bielkovinou tepelného Soku 90 (Hsp90). Hsp90 sluzi na stabilizaciu aktivovaného Raf
[18]. Na molekule Raf-1 je najmenej 13 regulacnych fosforylaCnych miest [9]. Akt a bielkovinova kinaza
A (PKA) fosforyluju S259 na Raf-1, a tym inhibuju jeho aktivitu. Takto, na serine fosforylované Raf sa
spajaju so 14-3-3 bielkovinou a ostavaju neaktivne [19].

MEK

Rodina mitogénom aktivovanych bielkovinovych kinaz (MEK) obsahuje u cicavcov 3 izoformy: MEK1,
MEK1b a MEK2. Mitogénom aktivovana bielkovinova kinaza/ERK kinaza (MEK) je tyrozin
a serin/treonin 3pecificka bielkovinova kinaza. Studie na MEK1 a MEK2 deficientnych mutovanych
my38acich liniach ukazuju, Ze MEK1 dokaZe svojou funkciou nahradit MEK2 ale naopak to nefunguje
[20].

Aktivita MEK je pozitivne regulovana fosforylaciou prostrednictvom Raf na serinovych zvySkoch
katalytickej domény (Ser218, Ser222 pre MEK1) [21]. Fosforylovat a aktivovat MEK dokaze kazdy z
troch ¢lenov Raf rodiny. Okrem spomenutych dvoch fosforylatnych miest si na MEK aj dalSie (na
Ser386 a Thr292, kde prebieha fosforylacia pomocou ERK a na Ser298 pomocou p21 aktivacnej
bielkoviny. MEK fosforylovana na tychto miestach potom v zavislosti od dalSich podmienok bud
pozitivne alebo negativne ovplyviiuje €innost ERK. Deaktivacia MEK sa deje defosforylaciou Ser218
a Ser222 najma ucinkom fosfatazy PP2A, ale do Uvahy prichadzaju aj dalSie fosfatazy [23].

ERK

Extracelularnym signalom regulované kinazy 1 a 2 (ERK) su serin-treoninové kinazy, ktoré obsahuju
katalytickid doménu okolo ktorej su regulacné useky [24]. ERK1 (44 kDa) a ERK2 (42 kDa) su
homoldgne izoformy, ktoré zdielaju Sirokd substratovu Specificitu. Ich substraty sa nachadzaju
v cytoplazme, jadre, membranach a aj v cytoskelete [23]. ERK &asto vykazuju nielen rozdielne ale aj
protichodné funkcie v tych istych bunkach. Cinnost ERK2 je spéajana s proliferaciou, zatial o ERK1
doké&ze inhibovat' ug€inok ERK2 v ur€itych bunkach [25]. Vysledky réznych Studii naznacuju, Ze rozdiely
vo funkciach ERK1 a ERK2 mézu suvisiet viac s hladinou ich expresie ako so samotnymi substratmi na
ktoré vplyvaju. ERK1 sa na signalizacii podiela viacej po€as G2/M fazy, zatial €¢o ERK2 viacej po&as G1
fazy bunkového cyklu [26].

Za normalnych podmienok je ERK ukotvena v cytoplazme a napojena na MEK [27], siet mikrotubul [28]
alebo fosfatazy [29]. ERK su aktivované dualnou fosforylaciou prostrednictvom MEK1/MEK2 na
regulaénych Tyr a Thr zvySkoch [30], pri¢om dochadza ich disociacii od MEK1/2. ERK je jedinym
fyziologickym ciefom MEK. Deaktivacia ERK prebieha u€inkom fosfataz na jednom alebo obidvoch
regulaénych Thr a Tyr zvySkoch [31]. Fosfatazami, ktoré defosforyluju ERK s PP2A (Ser/Thr fosfataza)
[32], PTP-SL (Tyr fosfataza) [33] a dualna MAPK fosfataza (MKP) [34]. Aj samotné ERK dokazu
pomocou viacerych spatnych vazieb kontrolovat svoju aktivitu, najmd po uritom Case pbsobenia
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stimulu. Medzi takéto spatné vazby vykonavané ERK patria inhibi¢né fosforylacie Sos [35], Raf [36]
a MEK [22].

Vplyv PI3K/Akt a MEK/ERK na apoptézu, bunkovy cyklus a syntézu bielkovin

Pri aktivovanej PI3K/Akt drahe je to prostrednictvom fosforylacie proapoptotickej bielkoviny Bad, ktora
nasledne homodimerizuje a tym nie je schopna vytvarat heterodimér s antiapoptotickou bielkovinou Bcl-
XL inhibujucou apoptoticku bielkovinu Bax. Zaroven tiez dochadza k zvy3eniu aktivity MDM2 ubikvitin
ligazy, ktorej najvyznamnejSim substratom je tumorsupresorova bielkovina p53. Ubikvitinizacia p53
prostrednictvom MDM2 ligazy vedie k degradacii p53 proteasomalnym systémom [37]. Pomocou
fosforylacie bielkovin Foxo rodiny vplyva Akt negativne na expresiu bielkoviny Bim a zabrariuje
transkripcii génov pre bielkoviny blokujuce bunkovy cyklus (p27Cip1, p21Cip1) [38]. Zaroven je vSak
Akt schopna prostrednictvom aktivacie NF-kB indukovat expresiu antiapoptotickych bielkovin Bcl-2, Bcl-
XL [39] a bunkovych inhibitorov apoptézy clAP-1, -2 [40]. Akt podporuje napredovanie bunkového cyklu
jednak uz spomenutym zablokovanim Foxo faktorov, ale aj priamou deaktivacnou fosforylaciou
inhibitora cyklin-zavislej kinazy 2 p27Kip1 [41]. Bunkovu proliferaciu podporuje Akt inhibiciou glykogén
syntazy kinazy-3. Vysledkom je akumulacia cyklinu D1, prométera bunkového cyklu [42]. Na translaciu
bielkovin vplyva Akt najma prostrednictvom mTORC1. K jeho aktivacii dochddza pomocou malej
bielkoviny Rheb. Akt umozhuje tato aktivaciu tym, Ze inhibuje TSC2, ktorého ulohou je inhibovat Rheb
[43].

Aktivovana MEK/ERK sa okrem iného prejavuje foforylaciou proapoptotickej bielkoviny Bim, ¢o vedie
k zvySenej ubikvitinizacii spominanej bielkoviny a jej naslednej degradacii proteasomalnym systémom.
Okrem toho prostrednictvom $pecifickej regulacie translacie dochadza k zvySeniu hladiny
antiapoptotickej bielkoviny Mcl-1, Bcl-2 ¢€i Bcl-XL [37]. ERK tiez prispieva k inhibicii apoptozy
deaktivaénou fosforylaciou iniciatorovej kaspazy 9 [44]. Napredovanie bunkového cyklu a proliferaciu
ovplyviiuje ERK priamou fosforylaciou transkripénych faktorov alebo prostrednictvom RSK, ktoré
aktivuje. Aktivované RSK sa presuvaju do jadra bunky, kde fosforyluju transkripéné faktory akymi su
SRF a CREB, ktoré spdsobia zvySenu produkciu skorych génov (c-Fos, c-Jun, Nur77) [45]. Aktivitu
skorych génov dokazu potom regulovat' aj samotné ERK [46]. Okrem toho aktivuje regulator bunkového
cyklu cyklin D1 a negativne reguluje anti-proliferativne bielkoviny Tob1, Foxo3a a p21 [27], [28].

Zaver

Terapia malignych gliomov predstavuje v neurochirurgii a onkolégii stale velka vyzvu. Nielen Ze sa na
vzniku malignych glidmov podiela viacero signalnych drah so zmenenou signalizaciou, ale naviac
hematoencefalickd bariéra obmedzuje privod mnoZstva chemoterapeutik k nadoru. Efektivhost
doterajSich pokusov zacielit' terapiu na signalne drahy preZivania pri tychto typoch nadorov je velmi
nizka. Kombinacia Specifickych inhibitorov viacerych signalnych, pripadne viacerych cielov v ramci
jednej drahy mdze dosiahnut synergicky efekt a predchadzat’ vzniku liekovej rezistencie [47].
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