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UVODEM
Vézeni piételé,

véfime, Ze jste prozili hezké léto a nacerpali nové sily
na zvladnuti mnoha ukold, které Vas cekaji ve druhé
poloviné letosniho roku. Byli bychom velmi radi, kdy-
by Vam mezi mnoha tkoly a osobnimi problémy, kte-
ré musite zvladat, zbylo trochu ¢asu i na Biotechnolo-
gickou spole¢nost. Ceké nas pfiprava novych voleb do
Rady Biotechnologické spolecnosti a byli bychom velmi
radi, kdyby do Rady kandidovali novi mladsi ¢lenové
z raznych krajd republiky, zastupuijici nejr&znéjéi bio-
technologicka pracovisté. Bohuzel v soucasné dobé
nemame zadného zéastupce ve hlavnich organech nasi
stie$ni organizace Ceského svazu védeckotechnickych
spole¢nosti (www.csvts.cz). Do komise pro vzdélava-
ni a inovace byl vsak zvolen zastupce nasi spole¢nosti
p- RNDr. Mgr. Tomas Vanék, CSc. Doporu¢ujeme Vam
cist nebo si obcas prohlédnout ,Zpravodaj ¢svTs”,
ktery vychazi 2 x ro¢né a je k disposici na uvedenych
strankach CSVTS nebo pfimo na http://zpravodaj.csvts.
cz. Na téchto webovych schrankach se dozvite infor-
mace o nejriznéjsich akcich pofadanych nasi stiesni
organizaci ¢i jednotlivymi cleny svazu, ale také napi.
ze v blizkosti Karlova mostu v hostinskych pokojich
svazu muzZete laciné pfespat a v restauraci technik( se
dobie najist za pfijatelné ceny. Za velmi pfijatelné ceny
miZete pod hlavickou nasi spolecnosti uspofadat rizne
seminafe v Kytlicich lokalizovanych na okraji narodniho
parku Ceské Svycarsko.

V Gvodniku minulého ¢isla Bioprospectu jsme Vas
jiz informovali o tom, Ze v pfistim roce budeme opét
pofddat mezindrodni symposium Biotech 2020 ve
dnech 17. — 20. 6. 2020 (www.biotech2020.cz). Radi
bychom Vas pozadali o Vasi Gcast nebo alespori pro-
pagaci u nas doma i v zahranic¢i. Na konani této akce
laskavé upozornéte sve zahrani¢ni piatele, ptipadne
vystavovatele a sponzory. Doufdme, ze vyuzijeme této
akce té7 k propagaci vyzkumu na VSCHT, ukézce vy-
znamnych rekonstrukci vnéjsich i vnitinich ¢asti jejich
budov, modernich laboratofi, pivovaru, Uspécht ab-
solvent VSCHT v zahrani&i i 20 let spoluprace se 3vy-
carskymi biotechnology.

V minulém uvodniku jsme se dotkli velice aktualni
problematiky lidského mikrobiomu a velmi diskutova-
né ,genetické editace”, ktera do jisté miry zastinila stale
nedofesenou otazku genetickych modifikaci zalozenou
na vnaseni cizich gend do jinych organismG. Oddéle-
ni védeckych prognéz (RTOA) Evropského parlamentu
(Autofi: Christian Kurrer a James Tarlton) vypracovalo
zpravu ,Deset dalSich technologii, které by mohly zménit
nase Zivoty” (http://www.europarl.europa.eu/RegData/
/etudes/lDAN/2017/598626/EPRS _IDA(2017)598626 _

_CS.pdf). V této zpravé jsou uvedeny dvé kapitoly, kte-
ré se tykaji blotechnologu a to Organoidy (Kapitola 9)
a Uprava genom (Kapitola 10).

Organoidy jsou malé shluky (lidskych) bunék, které
se kultivuji v laboratornim prostiedi s cilem napodobit
funkce organd, jako jsou jatra, srdce, plice, mozek aj.
Mohou byt vytvofeny z internich kmenovych bunék
dospélych organd, z embryonélnich kmenovych bunék
¢i indukovanych pluripotentnich bunék. Jsou kultivova-
ny za podminek umoznujicich uspotadani jako in vivo.
Maji genetické vlastnosti ¢lovéka, z jehoz téla byly buriky
odebrany, a tudiz reaguiji stejné jako organ, ze kterého
byly buriky odebrany. Mohou byt skladovany v bioban-
kach a vyuzity v fadé oblasti jako napf. testovani léciv,

pribéhu riznych onemocnéni, vzniku nemoci pfi zéro-
de¢ném vyvoji a snad i nahradit organy pfi transplanta-
cich.

Jako druha nejperspektivnéjsi biotechnologicka ob-
last se jevi Uprava genomd, kterd naznacuje Uzasné
perspektivy, ale také velmi zéavazna rizika. Z tohoto hle-
diska je dulezité zvolit proziravou pravni regulaci, ktera
by piili$ nebrzdila vyzkum, ale zéroven eliminovala ha-
zardni konani. V soucasnosti je znamo nékolik techno-
logii upravy genll TALENs (transcription activator-linke
effector nucleases), ZFN (zinc-finger nucleases) a sys-
témy CRISPR-Cas. Jako nejspolehlivéjsi, nejrychlejsi,
nejlevnéjsi a nejperspektivnéjsi se v soucasnosti jevi
systém CRISPR-Cas9. CRISPR-Cas9 Ize pouzit k pomér-
né piesné Upravé gent riznych organismu a tak vytvo-
fit zviteci modely pro zakladni vyzkum. Perspektivni je
oprava téch casti genomu, které jsou spojeny s urcitym
onemocnénim, napi. rakovinou. Naproti tomu jsou
velkym rizikem dédiné zmény lidskeho genomu.
Provedena zména muize mit i jiné disledky nez Zada-
na zména. Piikladem mize byt zasah Cinského védce
Che Tien- kchuej, ktery se pokusil dodat nékolika détem
imunitu vaci HIV viru, ale zarovei snizil perspektivu je-
jich doziti bézného véku.

Vétsina odbornik( pokusy s ipravou DNA u lidi dnes
nedoporucuje, protoze dosud nesou nezndma rizika.
Vlyznamni genetici vydali vyzvu, aby bylo alespon pro
nékolik pfistich let vyhlaSeno moratorium na genetic-
kou editaci DNA u embryi pfed porodem. V soucasnosti
si nem@zeme byt jisti, jaké nasledky mGze tprava genu
pfinést. Piikladem je jiz zminénd Uprava genomu ¢in-
skym védcem. Zda se byt evidentni, Ze zména genomu
kromé zmény cilené vlastnosti mize ovlivnit i vlastnos-
ti jiné. Néktefi védci vSak zastavaji nazor, ze v pfipadé
odstranéni zévazného zdravotniho problému by bylo
mozno toto riziko podstoupit. Zastancem takového
nazoru je napi. rusky védec Denis Rebrikov. Jednak
zkritizoval pfistup cinského védce a navrhl jiny zplsob
ochrany potomka pie virem HIV od matky, nositelky viru
(Nature 570, 145 — 146, 29019) a dale navrhl projekt
ochrany novorozencli od pfenosu dédi¢né hluchoty,
nemoci, kterd se casto vyskytuje v urcité oblasti Sibi-
fe. Vzhledem k tomu, Ze v Rusku neni zakon zakazuijici
genetické upravy plodu, jako v EU, bylo by asi mozné
ziskat souhlas k provedeni experimentu, nez budou
i v Rusku podobna pravidla jako v EU schvélena.

Techniky transplantace organt byly velmi dobfte zvlad-
nuty, ale neustalym problémem je nedostatek vhodnych
organt pro transplantace. Jednou z cest je pfiprava orga-
n vhodnych pro transplantace. Mozna cesta feseni to-
hoto problému je pfiprava chimér (napf. chiméra ¢lovék-
-prase). Nedéavno byla publikovana zprava, Ze $panélsko-
-americky team vedeny americkym profesorem Juanem
Carlosem Izpisua Belmontem pfipravil v Ciné chiméru
¢lovék-opice. Tento team navazal na predchozi zkuse-
nosti s pfipravou lidskych bunék a tkani ve veprovych
a hovézich embryich ¢i krysiho pankreatu, srdce a oci
v mysich. Chiméry ¢lovék — opice otviraji cestu ke stu-
diu mozkovych nemoci, napi. Alzheimera a demence.
Tak rozsahlé mozZnosti otevira technika CRISPR/Cas9.

Tésime se, Ze si radi prectete c¢lanky, které jsme pro
Vas vybrali a piejeme Vam pohodu a radost v praci
i soukromi.

Srdecné Vas zdravi Vasi
Jan K&s a Petra Lipovova
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CESKE ZASTOUPENI EVROPSKE BIOTECHNOLOGICKE
FEDERACE MA ZA SEBOU RUSNE OBDOBI

Martina Saradinova
martina.saradinova@upol.cz

Nové trendy v oblasti rostlinnych biotechnologii, genetiky, genomiky ¢i biochemie rostlin predstavova-
li ucastnici mezinarodni konference Plant Biotechnology: Green for Good V. Ve dnech 10. ai 13. cervna
ji v Olomouci poiadala ceska pobocka Evropské biotechnologické federace (EFB), ktera puisobi v Centru
regionu Hana pro biotechnologicky a zemédélsky vyzkum (CRH). Bezprostiedné po ukonceni vrcholné
udalosti letoSniho roku se clenové regionadlniho zastoupeni pustili do pfipravy Evropského biotechno-
logického kongresu 2020 a v cervenci feditel CRH Ivo Frébort utuzoval spolupraci s asijskymi partnery
na Asijském biotechnologickém kongresu na Tchaj-wanu.

Konference Plant Biotechnology: Green for Good se
kona vzdy jednou za dva roky. Letos se ji zucastnilo na
150 védcid a studentd z 20 zemi, v programu rozdéle-
ném do deseti sekci zaznélo 36 prednasek, v posterové
sekci bylo 86 posteri. Odbornici se vénovali biotech-
nologiim zemédélskych plodin, vztahu mezi rostlina-
mi a mikroorganismy, genetice a genomice rostlin,
molekularnimu farmateni a genetickému inzenyrstvi,
moznostem zlepSovani kvality potravin a krmiv nebo
vztah@im mezi rostlinami a Zivotnim prostfedim.

K nejvyznamnéjsim hostlm patfil odbornik na sekve-
novani genomu obilovin Nils Stein z IPK Gatersleben
a Univerzity v Gottingenu, ktery se postaral o tvodni
pfednasku s nazvem ,From genome to pan-genome
in barley and wheat”. A¢koliv s védci z CRH, respektive
olomouckého pracovisté Ustavu experimentalni bota-
niky AV CR dlouhodobé spolupracuje, konferenci i vé-
decké centrum v holickém arealu navstivil poprvé. Jak
uved| védecky feditel CRH Jaroslav Dolezel, jim vedené
pracovisté se s tymem Nilse Steina podilelo na prestiz-
nich projektech vcetné sekvenovéni genomu je¢mene
¢i genomu Zita. Navstéva mize byt motivaci k jesté in-
tenzivnéjsi spolupraci.

Plenérni pfednasku na téma ,Morphogenetic regula-
tory networks” pronesl dalsi z kli¢covych Géastnik( kon-

Obr. 1: Miltos Tsinatis patfil ke klicovym pfednasejicim.

ference — Miltos Tsiantis, jeden z fediteld Ustavu Maxe
Plancka pro vyzkum Slechtitelstvi rostlin v Koliné nad
Rynem. K pfednim osobnostem patfil rovnéz Kyle Lan-
caster z prestizni Cornell University v USA, jehoZ ucast
na konferenci finan¢né podpofilo Velvyslanectvi USA
v Ceské republice. Mlady a velmi perspektivni védec
se vénuje problematice fixace dusiku v ptdé, takzvané
nitrifikaci. Ve své prednasce zdUraznil nutnost porozu-
méni pfirodnim procestim. Jen tak budou moci vznikat
technologie, které tyto procesy budou mit uréitym zpQ-
sobem pod kontrolou.

Velmi podnétnou prednasku pronesl mimo jiné
Sunghwa Choe z Seoul National University v Jizni
Koreji, ktery svij odborny zajem soustiedi zejména
na editovani genomu metodou CRISPR. Na konfe-
renci zastupoval Asijskou biotechnologickou federaci,
jez uzce spolupracuje s EFB.

Propojeni nano- a biotechnologii

Vibec poprvé byla soucasti konference sekce
Udrzitelné technologie pro Zivotni prostiedi, kterou fidil
zastupce feditele Regionélniho centra pokrocilych
technologii a materiald (RCPTM) Univerzity Palackého
v Olomouci Michal Otyepka. Kli¢covym fe¢nikem sekce
byl chemik Rajender S. Varma, ktery
kromé RCPTM pracuje v Agentufe pro
ochranu 7zivotniho prostiedi v USA.
Zatimco profesor Varma pirednasel
na téma wvyuziti uhlikatych odpadu
v technologiich pro Zivotni prostie-
di (Carbonaceous waste: sustainable
applications in chemical transforma-
tions and environmental remediation),
jeho kolega Jan Filip hovofil o vyuZiti
materidlG na bazi sloucenin zZeleza pfi
¢isténi vod (Iron-based (nano)mate-
rials: an advanced tool for water). Ten
oznacil konferenci G4G za velmi zaji-
mavé a hlavné profesné piinosné fo-
rum, které propojilo zdanlivé pfilis
nesouvisejici  oblasti rostlinnych bio-
technologii s udrzitelnymi environmen-
talnimi (nano)technologiemi.

Dalsi novinkou letosniho progra-
mu byl Grantovy a publikaéni work-
shop vedeny viceprezidentem EFB
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ANT BIOTECHNOLOGY: GREEN FOR GO

Obr. 2: Ivo Frébort zahajuje konferenci G4G.

Jeffem Colem. Zastupkyné pobocky vydavatelstvi od-
borné literatury Elsevier v Bostonu Lynn Sherrer pro-
mluvila o etice védecké prace pii publikac¢ni ¢innosti
a zatim jediny drzitel ERC grantu na Univerzité Palac-
kého Michal Otyepka se podélil o zkuSenosti s jeho zis-
kanim a feSenim. Nada Konickova z Technologického
centra Akademie véd CR predstavila moznosti podpory
biotechnologického vyzkumu z prostfedkd Horizon
2020.

Konferenci predchazelo otevieni
sekvenacni laboratore

Podle hlavniho organizatora konference Ivo Frébor-
ta se kvalita pfednéasek oproti pfedchozimu ro¢niku
opét zvysila, coz je velmi potésitelné. Témata vzbudila
velky zéjem a podnitila diskuzi. Jako spravna se uka-
zala i snaha oteviit nova témata v ramci novych
programovych sekci. Pfiznivou odezvu méla i prohlidka
védeckého centra. Spokojenost s programem i organi-
zaci vyjadfil i viceprezident EFB Jeff Cole, ktery podé-
koval vsem ucastnikdm i tém, ktefi konferenci pfipra-
vovali. Konference se konala pod zastitou Olomouc-
kého kraje a s podporou Univerzity Palackého.

Setkéni biotechnologll ptfedchazelo otevieni v tu-
zemsku ojedinélé laboratofe pro sekvenovani DNA,
kterou CRH vybudovalo. Vévodi ji vysokokapacitni DNA
sekvenator NovaSeq 6000 za 29 miliond korun, ktery
CRH nedévno pofidilo diky projektu Rostliny jako pro-
stredek udrZitelného globélniho rozvoje z Operacniho
programu Véda, vyzkum a vzdélavani. Kromé toho se
v laboratofi nachazeji dalsi tfi sekvenatory s riiznou
kapacitou, vykonnosti i systémy sekvenovani.

Vykonny vybor EFB jednal v Barceloné

Konference Green for Good V a ¢innost ¢eského re-
gionalniho zastoupeni byly i soucasti jednani vykonné-
ho vyboru EFB, které se uskutecnilo 15. ¢ervna v Bar-
celoné. Olomoucti organizatofi sklidili za konferenci
pochvalu. Jednim z pfinost odborného féra je i po-
sun v piipravé nové sekce EFB vénované rostlinnym
biotechnologiim. Podle Michaely Holecové z CRH se
o vzniku této sekce diskutuje delsi dobu, na konferenci
v Olomouci se viak podafilo dat dohromady skupinu
védcl, ktefi by jeji ¢innost fidili. Byl tak uc¢inén dalsi
krok pro to, aby sekce byla oficidlné zfizena a mohla
fungovat.

Hlavnim bodem programu vykonného vyboru EFB,
jehoz se zGcastnil rovnéz profesor Frébort, vSak byla
pfiprava pfistiho Evropského biotechnologického kon-
gresu v Maastrichtu. Oteviena je uz i vyzva pro uspo-
fadani kongrest v letech 2022 a 2024, zdjemci o pofa-
dani jiz mohou podévat nabidky. Clenové Vykonného
vyboru si vyslechli i zpravu prezidenta EFB Mathiase
Uhléna, zpravu o hospodafeni nebo zhodnoceni
aktudlnich parametrd casopisu New Biotechnology,
ktery vydava nakladatelstvi Elsevier.

Spoluprace s asijskymi kolegy
se prohlubuje

Evropska biotechnologickad federace jiz v minulosti
deklarovala zajem navézat Gzkou spolupraci s Asijskou
biotechnologickou federaci. V roce 2014 podepsali
zastupci obou instituci memorandum o spolupraci,
které v dalsich letech naplnili konkrétnimi kroky. Patfi
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k nim i vzajemna ucast na biotechnologickych kongre-
sech pofadanych obéma federacemi. Letos na pocat-
ku cervence na Asijském biotechnologickém kongresu
na Tchaj-wanu EFB poprvé zastupoval i prezident
Mathias Uhlén a tfi viceprezidenti.

Velmi aktivni je v této oblasti i profesor Frébort, ktery
se Asijského biotechnologického kongresu jako zastup-
ce EFB zucastnil potieti. Propojeni obou svétd v ob-
lasti biotechnologii povazuje za velmi zasadni. Asijska
véda totiz velmi pokrocila a v tomto regionu pisobi
celd fada mladych zacinajicich védc, jejichz kvalita vy-
razné stoupa. Je potieba na tuto situaci zareagovat,
sdilet informace a spole¢né hledat nova feseni global-
nich problémd. V. mnohém se v Asii miZzeme inspiro-
vat, napiiklad systém pfenosu vysledk( védy do praxe

vrwr

Obr. 3: Konference G4G se zudastnilo na 150 védct a student.

Jednim z konkrétnich vysledkd jeho tcasti na kongre-
su je dohodnuta navstéva prezidenta Asijské biotechno-
logické federace v Ceské republice — Praze a Olomouci.
Profesor Wen-Chien Lee zavitd do CRH i na Univerzitu
Palackého letos v zafi.

EFB se pfipojilo k vyzvé o zménu evropské legislativy

Evropskéa biotechnologicka federace podpofila i ne-
déavnou iniciativu pfednich svétovych biologli a dalSich
védeckych pracovnikd, ktefi vyzvali Evropsky parlament
i Evropskou komisi ke zméné legislativy tykajici se mo-
dernich metod editovani genomu véetné CRISPR. Pro-
hlaseni bylo zvefejnéno pfesné rok poté, co Evropsky
soudni dvir (ESD) rozhodl, Ze rostliny upravené me-
todami presného Slechténi jsou geneticky modifikova-
né organismy a podléhaji pfisnym evropskym regula-
cim. EFB na prohlaseni reagovala mimo jiné vydanim
Position Paper zvefejnéném v Newsletteru EFB.
Na jeho pfipravé se podilel rovnéz feditel CRH Ivo
Frébort, jenz na negativni disledky stavajici evropské
legislativy upozorfioval i v minulosti. Jiz vloni v prosin-
ci se spole¢né s védeckym feditelem CRH Jaroslavem

Dolezelem obratil na ¢eského premiéra a ministry Zi-
votniho prostiedi a zemédélstvi s vyzvou, aby se 0 zmé-
nu evropské legislativy zasadili.

Pravni predpisy EU o GMO neodrézeji souasny stav
védeckych poznatk(. Organismy ziskané cilenym edi-
tovanim genomu neobsahuiji cizi geny, proto by mély
podléhat stejnym legislativnim pravidl&im jako rostliny
ziskané tradi¢nimi metodami Slechténi. Bez aplikace
novych technik Slechténi nebude mozné ziskat odrd-
dy zemédélskych plodin pfizpGsobenych podminkam
méniciho se klimatu, odolnych vG¢i chorobam a skad-
ciim, s vy$S$im vynosem a zlepSenou kvalitou. Bez
takovych odrdd pak nelze v budoucnu zajistit dosta-
tek potravin pro rostouci svétovou populaci, aniz by
bylo Zivotni prostiedi extrémné poskozovéno pesti-
cidy a vysokymi davkami umélych hnojiv s nasled-
nym ohroZenim zdravi obyvatel
planety. Zastaralé pravni pied-
pisy mohou nendvratné posko-
dit evropské zemédélstvi i Zivotni
prostiedi a zpUsobit odliv inovaci
mimo EU.

Clenstvi v Platformé
pro bioekonomiku CR

Univerzita Palackého se pro-
stfednictvim CRH stala ¢lenem
Platformy pro bioekonomiku CR,
ktera sdruzuje predevsim insti-
tuce z oblasti vzdélavani, vyzkumu
a jeho aplikaci. Za cil si platforma
stanovila soustavné prohlubovat
znalosti v jednotlivych oblastech
bioekonomiky a podporovat jejich
vyuZiti v praxi na Urovni podni-
kd i vefejné spravy pii dodriova-
ni principl udrzitelného rozvoje.
CRH by svym ¢lenstvim rado zpro-
stiedkovalo intenzivnéjsi  spo-
lupréci platformy a EFB, kde se
problematice bioekonomiky cile-
né vénuje Task Force on Bioeconomy. Tim by byl
posilen kontakt aktivit platformy s dénim v evropském
vyzkumném prostoru.
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ODBORNE PRISPEVKY

PARAZITARNI CYSTEINOVE PROTEASY A JEJICH FUNKCE

V LIDSKYCH PATOLOGIICH

Jakub Benysek

Ustav organické chemie a biochemie AV CR; benysek@uochb.cas.cz

Uvod

Parazitarni onemocnéni maji na svédomi kazdoroc-
né miliony lidskych Zivot( po celém svété a predstavuiji
obrovskou socialni a ekonomickou zatéz. Vizhledem
k jejich dopadu a rozsiieni jsou parazité jednim z nej-
ni, tak veterinarni mediciné. Hlavni parazitarni choro-
by, jakymi jsou malérie, schistosomdza, leishmanidza
a trypanozomazy, postihuji pfedevsim chudé obyvatel-
stvo v oblastech rozvojovych stat(i. Jsou vaznym pro-
blémem v tropickych a subtropickych oblastech, ale
muzZeme se s nimi setkat i v mirném podnebném pas-
mu. Pocet onemocnéni zplsobenych parazity stoupa
a zaroven dochézi k rozsifeni oblasti s vyskytem téchto
onemocnéni a hrozi nebezpec¢i pandemie.

Na Zadné lidské parazitarni onemocnéni neexistuje
uc¢inna vakcina a pouzivané antiparazitarni Iéky se stale
Castéji stavaji neucinnymi v disledku rezistence. Vétsi-
na téchto chorob se fadi mezi tzv. opomijena tropicka
onemocnéni, protoZe pro velké farmaceutické spolec-
nosti nepfedstavovaly ekonomicky atraktivni oblast za-
jmu. Az v tomto desetileti bylo zahajeno spolecné usili
farmaceutického sektoru, soukromych sponzord, aka-
demickych instituci a Svétové zdravotnické organizace
v boji proti ttmto onemocnénim, zahrnujici také vyvoj
a distribuci novych léciv.

Pro ucinny terapeuticky zasah proti parazittim je kli¢o-
vym krokem vyhledani vhodnych molekulérnich cilt. Za
vysoce zajimavé jsou povazovany proteolytické enzymy
(proteasy, peptidasy) parazit(. Uloha proteas zahrnuje,
kromé zachovani zakladni homeostéze parazita, dilezi-
té plsobeni na rozhrani hostitel-parazit. Patfi sem inva-
ze do téla hostitele a nasledna migrace v jeho tkénich,
Stépeni krevnich proteind jako zdroje Zivin a potlaceni
imunitni reakce ¢i modulace fyziologie hostitele'. Tento
referat shrnuje dosavadni poznatky o cysteinovych pro-
teasach medicinalné vyznamnych parazitickych prvok
a ¢ervl a o biologické roli téchto enzym(.

Cysteinové proteasy parazitii:
patobiochemie a terapeuticky potencial

Trida cysteinovych proteas se nazyva podle katalytic-
kého zbytku cysteinu v aktivnim misté enzymu. Thiolo-
va skupina cysteinu plsobi jako nukleofil v pocéatecnich
krocich stépeni peptidové vazby. V genomech parazitt
byly doposud identifikovany a funkéné charakterizova-
ny predevsim cysteinové proteasy katepsinového typu,
kalpainy, GPI ukotvené transamidasy a metakaspasy.
Cysteinové katepsiny (dle databaze MEROPS klan
CA, rodina C1) jsou nezbytnou soucasti proteolytické
vybavy parazitli, zejména byly charakterizovany katep-
siny typu B, L, F a C. Kalpainy (klan CA, rodina C2),
kédované v genomech parazitd, ale na rozdil od vyssich

organisml nemusi vidy obsahovat doménu vazajici
vapenaty iont, a tudiz jejich aktivace nemusi byt fize-
na koncentraci vapniku? 3. GPI ukotvené transami-
dasy (klan CD, rodina C13) se vyskytuji na plazmatické
membrané eukaryotickych bunék, kde jsou ukotveny
prostiednictvim glykosylfosfatidylinositolové (GPI) kot-
vy na C-konci proteinu. Od lidskych se liSi v substratové
specifité (rozeznéava Sirsi Usek w sekvence pro pfipo-
jeni GPI kotvy k proteinu), urcitych krocich biosyntézy
a déle v modifikaci nékterych cukernych zbytkl v gly-
kolipidovém motivu.* Metakaspasy (klan CD, rodina
C14) byly identifikovany u prvokd, kde plni pravdépo-
dobné podobnou funkci jako kaspasy u savcd.

Nejvice informaci je v sou¢asné dobé o proteasach
katepsinového typu a jejich regulaci pomoci specific-
kych inhibitor(. Tyto proteasy jsou atraktivnim moleku-
larnim cilem pro supresi parazitd a navrhovani nové
generace antiparazitarnich léciv*.

Malarie

Malarie je hore¢naté tropické onemocnéni pfenasené
sami¢kami komard (napf. rodu Anopheles). Plvodcem
tohoto onemocnéni jsou zimnicky, prvoci rodu Plasmo-
dium. Nejcastéjsim je Plasmodium falciparum a daéle
P, vivax, P. malariae a P, ovale. Kazdoro¢né na tuto cho-
robu zemfe vice nez milion lidi, pfevazné déti do véku
péti let. Lé¢ba spociva v podani antimalarik (napf. chi-
ninu a chlorochinu), nicméné dochazi k nardstu rezis-
tence vGci témto léciviim, a tak se hledaji nové zpuso-
by medikace®. Proteolytické enzymy se jevi jako slib-
ny molekulérni cil pro terapii malarie. U P. falciparum
byly identifikovany tfi cysteinové peptidasy z rodiny
C1 oznacované jako falcipainy. Za nejdulezitéjsi jsou
povazované falcipainy 2 a 3, které jsou zodpovédné
za degradaci hemoglobinu v potravni vakuole mero-
zoith (stadium prvoka napadajici erytrocyty)®. Pfedsta-
vuji slibny cil pro vyvoj inhibi¢nich Ié¢iv, protoze regula-
ci jejich aktivity je zastaveno traveni hemoglobinu, ktery
slouzi jako hlavni zdroj aminokyselin ve vyzivé parazita.
Falcipainy fragmentuji hemoglobin na oligopeptidy,
které jsou nasledné degradovany od N-konce po dvou
aminokyselinovych zbytcich plsobenim exopeptidas.
Ty jsou oznacovany jako dipeptidyl aminopeptidasy
(DPAPs), z nichZ DPAP | a Il se tastni traveni hemo-
globinu, zatimco DPAP Il ma ziejmé i tlohu pfi migra-
ci z ¢ervenych krvinek hostitele®”. Dale bylo v genomu
plasmodia popséano devét gen(, kodujicich tzv. antige-
ny s opakujicim se serinovym motivem (,serine-repeat
antigens”, SERA), které obsahuji proteasovou doménu
z rodiny C1. SERAG6 je dileZitd pro naruseni bunécné
membrany ¢ervenych krvinek, ¢imz pfispiva k uvolnéni
parazita do krevniho fecisté a opétovné infekci®. Genom
P. falciparum obsahuje gen kdduijici proteasu kalpain
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(Pf-kalpain), ktera je aktivovana vapenatymi ionty. Tyto
ionty se akumuluji v cytosolu parazita u dospélych je-
dincd a zvySena aktivita kalpainG pfispiva k porusenim
bunécné stény cervenych krvinek hostitele>°.

Toxoplazméza

Toxoplazméza je parazitarni onemocnéni clovéka
a teplokrevnych Zivocichl. Jeho plvodcem je prvok
Toxoplasma gondii. U zdravych jedincG probiha in-
fekce téméf bez pfiznakd, pfedstavuje oviem zavaziny
problém pro gravidni matky a pro jedince se sniZzenou
imunitou. Toxoplasma napada v3echny bunky hostitele,
nicméné pievazuje vyrazna afinita k nervovym bunkam.
Zdrojem infekce jsou oocysty v trusu koc¢ek domacich
nebo oocysty v tkani infikovanych zvitat, ktera je kon-
zumovana. Po nakaze pronikaji vyvojova infeké¢ni sta-
dia sporozoitli a bradyzoitl do stfevni sliznice. Zde se
pfeméni na tachyzoity, pomnoZi se a dostavaji se dale
do ostatnich ¢asti téla, kde mohou zplsobit zénét.
Pi latentni formé onemocnéni vytvéfi parazit cysty,
které zlstavaji pfedevsim v nervové tkani po cely Zivot
hostitele. U imunodeficientnich jedinct se vyskytuji
komplikace v podobé zanétu mozku a michy. Pro gra-
vidni matky tato infekce ptedstavuje zvySené riziko po-
tratu a vyvojovych vad plodu? ™.

Genom toxoplasmy kéduje jednu proteasu typu ka-
tepsinu B (TgCPB), jednu katepsinu typu L (TgCPL)
a tfi typu katepsinu C (TgCPC 1 - 3). Jsou lokalizovany
v potravni vakuole parazita, kde travi cytosolické pro-
teiny hostitele. TgCPL s TgCPB jsou spojovany s invazi
do bunék hostitele a TgCPL je rovnéz duleZity pro Zi-
votaschopnost cyst. TgCPC jsou exopeptidasy odlis-
nych stadii parazita, které stépi peptidy vzniklé ¢innosti
TgCPL a TgCPB dale na dipeptidy® ". VSechny uvedené
proteasy piedstavuiji slibné cilové molekuly pro terapii
toxoplazmozy, jak ukazuji studie na mysim modelu.
Vypnutim gend je parazitovi znemoznén vstup do bu-
nék hostitele ¢i jeho vnitrobunécny rdist a vyvoj. Proble-
matické je zatim poutZiti inhibitor téchto proteas jako
|é¢iv, protoZe u nich neni vyfesen prinik pfes hemato-
encefalickou bariéru'.

Chagasova choroba a spava nemoc

Chagasova choroba je tropické onemocnéni vyskytu-
jici se pfevaziné ve Stiedni a Jizni Americe. Plvodcem
je prvok Trypanosoma cruzi, jehoi pfenase¢em jsou
krevsajici plostice z podceledi Triatominae; k pfenosu
nicméné muze dojit i pfi transfuzi krve. Nemoc posti-
huje zejména srdce, mozek a stfeva. V akutni fazi do-
chazi k otoku miznich uzlin, hore¢ce a zbytnéni srde¢ni
tkané. Buriky ve stievni tkani odumiraji a dochazi k po-
ruse peristaltiky, napadené gangliové buriky odumiraji
a objevuiji se pfiznaky demence. Nelé¢ené onemocnéni
ma pak casto fatélni nasledky?® . Lé¢ba se provadi an-
tiparazitickym lé¢ivem benznidazolem, jehoz mechani-
smus Gcinku spociva v tvorbé radikald, které poskozuji
DNA parazita. Pro ¢lovéka mdze mit vedlejsi Gcinky ve
formé alergické vyrazky a fotosenzitivity kdize'. Slibnym
terapeutickym cilem se jevi proteasa typu katepsinu L
cruzipain (cruzain). Vyskytuje se u vSech vyvojovych sta-
dii T cruzi, ale s rGznou lokalizaci napf. v lysosomech

nebo na povrchu bunky?. Inhibice cruzipainu zamezuje
invazi bunék hostitele a zabranuje metamorféze mezi
vyvojovymi stadii. Mezi nejslibnéjsi inhibitory patfi
vinylsulfonové slouceniny jako je napf. K11777. Jeho
podavani po dobu 20 dni odvrétilo smrtelny pra-
béh infekce u mysi a za pouhych 7 dni byl zastaven
rozvoje kardiomyopatie u psd™ . Inhibitor K11777 je
v soucasné dobé ve stavu predklinickych studii. U zvi-
fecich modeld, konkrétné u opic byla pozorovana
(po 28 dnech podavani ve vyssich davkach 500 mg/kg)
nevolnost. To bylo ovsem vyfeseno neutralizaci roztoku
inhibitoru, kdy v pdvodnich testech vykazoval hodno-
tu pH 3 — 4 z dlvodu jeho pfiparavy ve formé hydro-
chloridu?.

Spava nemoc je zplisobena dvéma poddruhy prvoka
Trypanosoma bruceii (T. bruceii gambienese a T. bru-
ceii rhodesiense), ktery je pfenasen krevsajicic mou-
chou tse-tse. Vyskytuje se v subsaharské oblasti Afriky
a aZ 80% nakazenych pochézi z Demokratické repub-
liky Kongo. Mezi prvotni symptomy patfi horecka a bo-
lesti kloubd, nasledné pak zmatenost, strnulost a poti-
ze se spankem. Nejlépe charakterizovéany jsou proteasy
typu katepsinu L (TbCatL neboli brucipain a rhodesain)
a typu katepsinu B (TbCatB)3. Obé jsou zodpovédné
za virulenci a jsou prvokem vyuzivany pfi pfechodu
hematoencefalickou barierou. TbCatL rovnéz chrani
prvoka pfed opsonizaci Stépenim protilatek hostite-
le. Podobné jako v pfipadé T cruzi byla i u T bruceii
Uspésné testovana antiparazitarni aktivita inhibitor(
katepsinovych proteas; Gi¢inné bylo napf. kombinované
pusobeni inhibitoru K11777 s lé¢ivem eflonithinem?.

Leishmanioza

Leishmanidza je nazev pro onemocnéni zplsobené
prvoky rodu nicivka (Leishmania). Vektorem je komar
z rodu Phlebotomus. Onemocnéni se vyskytuje v oblas-
tech tropického a subtropického pésu, ale jsou hlaseny
i pfipady z jihovychodni Evropy. Projevy se daji rozdé-
lit do tfi typl: kozni, mukokutanni a visceralni. Kozni
forma je charakterizovana vyrazkou, obdobné je tomu
i u mukokutanni formy, kde se vyskytuji az hluboké
rany a destrukce tkané. Posledni formou jsou napade-
ny jaterni a slezinné bunky. Lécba je obtizna, zdlouhava
a nékdy i neucinng, s fadou vedlejSich ucinkd. Podavaji
se |é¢iva na bazi derivatll antimonu (Pentostam, Glu-
cantime)™. Proteasy leishmanii byly prokazany jako
faktory virulence a nejvice informaci je o cysteinovych
proteasach rodiny C1. Patii sem dvé skupiny katepsin(
typu L a déle katepsiny typu B. Byla popséna jejich tlo-
ha pfi interakci parazita s hostitelem, zejména pfi mo-
dulaci jeho Th1 imunitni odpovédi hostitele na trovni
regulace cytokin(®.

Améboza

Améboza je onemocnéni vyvolané prvokem mé-
navkou uplavi¢énou (Entamoeba histolytica), ktery je
jednim z nejrozsitenéjsich parazitd u ¢lovéka. Nejvys-
Si vyskyt je v rozvojovych zemich. Napadenim stievni
sliznice zpUsobuje stievni amébozu, ktera se projevuje
tézkymi prdjmy. U extraintestinalni formy je napadena
jaterni tkan. Nejvice exprimovany jsou cysteinové pro-

Bioprospect ¢. 3/2019

Ro¢nik 29



teasy rodiny C1 s oznacenim EhCP1, EhCP2, EhCP5
a EhCP7. Jsou zodpovédné za prechod parazita pies he-
matoencefalitickou bariéru a degradaci protein( extra-
celularniho matrix. Sekretované formy téchto proteas
jsou schopny stépit mukézu stievni vystelky, degrado-
vat protilatky a prekonat slizni¢ni obranu hostitele. Dale
moduluji bunéénou imunitu a procesy zanétu?. Vinyl-
sulfonové inhibitory katepsinovych proteas jako K11777
byly testovany jako potencialni terapeuticka c¢inidla
proti améboze™.

Trichomoniaza

Trichomoniaza je sexualné pfenosné onemocnéni, je-
hoz ptivodcem je prvok bicenka posevni (Trichomonas
vaginalis). Ta Zije v pochvé ¢i mocové trubici a zpUso-
buje zénét. U muzl byva ¢asto onemocnéni bez pfizna-
kd. Pro kolonizaci cilové tkané jsou bicenky vybaveny
sadou cysteinovych proteas. Byla identifikovana sada
asi desitek proteas, které patfi jednak do rodiny C1
a jsou piibuzné katepsinu L a jednak do rodiny C13,
pfibuzné legumainGim. Rada z nich byla prokézana jako
dulezité faktory virulence?. Jsou schopné $tépit systém
komplementu a tak modulovat imunitni reakci hostite-
le ¢i Stépit proteiny extracelularniho matrix jako kola-
gen typu IV ¢i fibronektin. Jsou sekretovény a pfispiva-
ji ke zvysené cytoadherenci parazita k burikam slizni-
ce?. Krom vySe popsané formy onemocnéni je i forma
plicni a dentélni, zpGsobena bi¢enkou T. tenax. U toho-
to druhu byly identifikovany proteasy katepsinu typu B
s kolagenolytickou aktivitou, namifené proti kolagenu

typu 12
Giardidza

Giardioza je onemocnéni zaZivaciho traktu, zpGsobe-
ném prvokem lamblie stfevni (Giardia intestinalis). Nej-
vice je rozsitené v Africe, Asii a latinské ¢asti Ameriky.
Projevuje se prijmy a bolestmi bficha, nechutenstvim
a poruchou pfijmu potravy. K ndkaze dojde pozienim
kontaminované vody ¢i potravy, obsahujici parazita
ve formé odolnych cyst. Katepsiny typu B (GICP1 az
3) se Ucastni procesu excystace? a z experimentalnich
dajl na zvifecich modelech plyne, Ze po podani inhibi-
tord cysteinovych proteas dochazi k potlaceni infekce?*.

Schistosomoza

Schistosomoéza je oznacovana téz jako bilharidza,
podle némeckého lékafe Theodora Bilharze, jenz v roce
1851 jako prvni identifikoval ptvodce, kterymi jsou pa-
razitické motolice rodu Schistosoma (druhy krevni¢-
ka stfevni S. mansoni, krevnicka jaterni S. japonicum
a krevni¢ka mocova S. hematobium). Schistosomozou
je nakazeno pies 240 mil lidi pfevainé v tropickych
a subtropickych oblastech. K infekci dochazi kontami-
novanou vodou pii kontaktu s pokozkou, pfes kterou
pronikaji cerkarie (larvy) parazita. Patogennim agens
nejsou samotné motolice, nybrz jejich vajicka. Ta pfi
své migraci tkanémi hostitele vyvolavaji imunitni reakci
a zplsobuji ¢etné zanétlivé procesy. Létba se provadi
praziquantelem, ktery pravdépodobné otevird vapni-
kové kanély bunéénych membran, coz vede u parazita
ke svalové kontrakci a poskozeni povrchu téla (tzv.

tegumentu). VGci tomuto lécivu je hlasena nardstajici
rezistence.

Cysteinové proteasy hraji zasadni roli pfi traveni krev-
nich proteind (zejména hemoglobinu) hostitele jako
hlavniho zdroje Zivin a také pfi priniku do téla hostite-
le a migraci jeho tkanémi. Travici systém schistosom je
tvofen predevsim katepsiny B, L, C a déle legumainem.
Z nich nejvyssi proteolytickou aktivitu vykazuje katep-
sin B, ktery Gc¢inné Stépi krevni proteiny hostitele jako
endopeptidasa i exopeptidasa. Legumain (asparagyl-
endopeptidasa) se ucastni stépeni hemoglobinu, ale
funguje také jako aktivacni proteasa zejména pro ka-
tepsin B. Mezi nejslibné;jsi inhibitory katepsinu B patii
vinylsulfonovy inhibitor K11777 a jeho odvozené deri-
vaty.2s 26

Fascioloza

Plvodcem fasciolézy jsou motolice jaterni (Fasciola
hepatica) a motolice obrovska (Fasciola gigantica) pa-
razitujici v jatrech, pfesnéji ve zlu¢ovodech. F. hepatica
se vyskytuje po celém svété, zatimco F. gigantica pouze
v tropickém pasu Afriky a Asie. Dospéléd motolice dosa-
huje velikosti kolem 3 cm a kromé ¢lovéka parazituje
na ovcich a skotu, kde zplsobuje velké hospodaiské
Skody. K nakaze dochazi pozienim metacerkarii (larev
motolic), které se nachazeji na neomyté listové zeleni-
né, u zvifat pak na vegetaci. Pfi migraci motolic do jater
dochézi k mechanickému poskozeni tkani s nastupem
horecky, nevolnosti, bolesti bficha a nahromadéni te-
kutin v dutiné bfisni. K 1é¢bé se pouzivaji antiparazitika
ze skupiny benzimidazold, ke kterym v3ak vznika rezis-
tence a je proto nutné hledat jiné typy chemoterapie?”.
Nejslibnéjsimi cilovymi molekulami pro novou generaci
Ié¢iv nebo vakcin jsou katepsiny typu L (FhCL) a typu B
(FhCB), které jsou sekretovany parazitem a hraji kli¢o-
vou Ulohu v procesu infekce a pfi a vyzivé. V ¢asnych
stadiich vyvoje, kdy parazit pronikad tkanémi hostitele
a degraduje extracelularniho matrix, se uplatfiuji pre-
devsim FhCB a FhCL3. U dospélcti jsou produkovany
zejména FhCL1 a FhCL2 a jsou téZ hlavnimi antigeny
pii fascioloze, proti kterym se tvofi vysoky titr protila-
tek28-30.

Nematodozy

Nematoddzy jsou onemocnéni zplsobend cizopas-
nymi hlisticemi. Tato kapitola se zaméfuje na parazity
fadu méchovcl (Strongylida), u kterych byly identifi-
kovény cysteinové proteasy jako moziné terapeutické
cilové molekuly pro lé¢bu. Jedna se konkrétné o dru-
hy Ancylostoma ceylanicum, A. duodenale, A. canium,
Angiostrongylus cantonensis, Necator americanus
a Haemonchus contortus. Odhaduje se, Ze nakazeno
je az 7% populace a to zejména v oblastech subsa-
harské Afriky, jizni Ameriky a jihovychodni Asie. Zivot-
ni cyklus zahrnuje nékolik larvalnich stadii. Dospélci
se zivi hemoglobinem a samictka je schopna naklast
az tisice vajicek denné. Hemoglobin je degradovan
za pomoci série cysteinovych a aspartatovych proteas.
Postizeni trpi podvyzivou, anemii v dlisledku nedostat-
ku Zeleza a pro gravidni matky pfedstavuje nakaza ri-
ziko zhorseného vyvinu plodu ¢&i pfedéasného potratu.
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Lécba spociva v podani benzimidazolu, na ktery ovsem
vzrlsta rezistence. V. genomu A. caninum byly naleze-
ny dvé proteasy typu katepsinu B (AcCP1 a AcCP2)3'%2
Genom N. americanus je svym uspofadanim podob-
ny genomu hlistice Haemonchus a je tvofen klastrem
po ctyfech genech kodujicich katepsiny B (Na-CP-2 az
5)%. Genom A. cantonensis kdduje dvé proteasy typu
katepsinu B (Ac-CathB1 a Ac-CathB1) a dale proteasu
AC-hem, ktera je homologicka s legumainem z H. con-
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Benysek J.: Parazitarni cysteinové proteasy a jejich funkce v lidskych patologiich

Parazitarni onemocnéni pfedstavuji problém globélniho vyznamu s dopady na hospodafstvi a vefejné zdravi, zejména v rozvojovych
zemich. Cysteinové proteasy patii mezi klicové molekuly produkované parazity. Jsou duleZité pro homeostazu parazitl a jejich interakci
s hostitelem: umoznuji zejména pronikéni do hostitelskych bunék a tkani, migraci v tkanich, vyZivu parazitt a pfekonéani imunitni obrany
hostitele. To v3e je Cini atraktivnim cilem pro vyvoj novych chemoterapeutik ¢i vakcin. Tento piehled shrnuje sou¢asné poznatky o cys-
teinovych proteasach parazit( a jejich roli v biologii parazitl a parazitarnich onemocnénich.

Klicova slova: parazit, parazitarni onemocnéni, cysteinové proteasy, lé¢ivo

Summary

Benysek J.: Parasite cysteine proteases and their involvement in human pathology

Parasitic diseases represent a problem of global importance with economic and public health impacts, especially in developing count-
ries. Cysteine proteases belong among key molecules produced by parasites. They are important for parasite homeostasis and parasite-
-host interactions: in particular, they play a role in penetration of host cells and tissues, migration through tissues, parasite nutrition,
and evasion of host immune defenses. Therefore, cysteine proteases are attractive chemotherapeutic and vaccination targets. This review
provides current knowledge on cysteine proteases of parasites and their role in parasite biology and parasitic diseases.

Keywords: parasite, parasitic disease, cysteine proteases, drug, pathology
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ROLE NIKOTINAMIDFOSFORIBOSYLTRANSFERASY

V RAKOVINNEM BUJENI

Diana Rayova, Jarmila Zidkova, Petr Svoboda

Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha; rayovadi@vscht.cz

Uvod

V dnesni dobé je rakovina celosvétové vzristaji-
cim problémem. Jen v roce 2012 bylo zaznamenano
14,1 milionu novych pfipadd a 8,2 milionu amrti s ra-
kovinou souvisejicich. Pocet novych pfipadd rakoviny
roste spolu s rozrlistanim populace a zvySovanim stied-
ni délky doZziti a to jak v rozvinutych, tak v rozvojovych
zemich. Také je dnesni populace stale vice vystavena
rizikovym faktor@im (znecisténé Zivotni prostiedi vlivem
nadmérné industrializace) a nevhodnému Zivotnimu
stylu (nadmérny kaloricky pfisun, koufeni, stres atd.)'.

V posledni dobé se vyzkum a léc¢ba rakoviny zamé-
fuji na metabolismus rakovinnych bunék a nadoru
samotného. Nadorové buriky maji totiz oproti zdravé
tkani charakteristické zmény v metabolismu a pfede-
v3im vysoké pozadavky na energeticky pfisun. V této
souvislosti je v hledacku védcl i enzym nikotinamid-
fosforibosyltransferasa (Nampt, EC 2.4.2.12), ktery pU-
sobi jako enzym v biosyntéze Zivotné dulezZitého koen-
zymu NAD?®. Kromé intracelularni funkce Nampt, kde
vystupuje jako enzym, byly popsany jeji extracelularni
role — funkce cytokinu a adipokinu. Tyto funkce byly po-
psany nezavisle, a proto se Nampt v literatufe vyskytuje
také pod nazvy Faktor dozravani pre-B lymfocytti (PBEF,
pre-B cell colony-enhancing factor) a Visfatin (visceral
fat adipokin)® 7. Uloha Nampt jako adipokinu a cyto-
kinu v3ak byvéa ¢asto zpochybriovéna, a to z nékolika
ddvoda. Nebyl identifikovan receptor, ani signaliza¢ni
kaskada, kterou by Nampt aktivovala. Neni zndm zpu-
sob aktivace ¢i regulace sekrece Nampt, respektive ani
samotny mechanismus sekrece. V neposledni fadé
nebyly od objevu Nampt blize uréeny buriky, které ji
aktivné sekretuji. Nejcastéji jsou viak uvadény buriky
imunitniho systému, tukové bunky nebo rakovinné

buriky3®. Z téchto divodd se predpoklada, ze ucinky
Nampt v extracelularnim prostoru jsou vysledkem jeji
enzymové aktivity ° 1.

Struktura Nampt a mechanismus katalyzy

Nampt je enzym s molekulovou hmotnosti 52 kDa®.
Jedna se o evolu¢né konzervovany protein, vyznamné
se podobajici mezi eukaryoty a prokaryoty".

Rentgenokrystalografickd analyza prokazala pfislus-
nost Nampt k tiidé fosforibosyltransferas Il. typu. Tato
tfida enzymi katalyzuje pfenos fosforibosylové jed-
notky z 5'-fosforibosyl-1'-difosfatu (PRPP) na specific-
ké substraty — nikotinamid, kyselinu nikotinovou a ky-
selinu chinolinovou a kromé Nampt sem patii dalsi
2 enzymy - fosforibosyltransferasa kyseliny nikotinové
(EC 2.4.2.11) a fosforibosyltransferasa kyseliny chinoli-
nové (EC 2.4.2.19)"5,

Nampt se Gcastni dvoukrokové syntézy NAD z ni-
kotinamidu (Obr. 1)™. V prvnim kroku této syntézy je
fosforibosylova jednotka z PRPP za pomoci Nampt
pfenesena na nikotinamid (Nam). Touto reakci
vznikd nikotinamidmononukleotid (NMN). V synté-
ze NAD piedstavuje Nampt klicovy, rychlost-limitujici
enzym. Druhy krok syntézy NAD spociva v pienosu
AMP z ATP na NMN za vzniku NAD. Tato reakce je ka-
talyzovana nikotinamidmononukleotidadenyltransfera-
sou (Nmnat, EC 2.7.7.1) '+,

Nampt je homodimer s rozsahlym intramolekulovym
rozhranim. Kazdy z monomerd je sloZzen ze 491 amino-
kyselin, které vytvafi 13 a-helixi a 19 B-listd. Rozhrani
obou podjednotek obsahuje dvé aktivni mista, kazdé
je tvofeno aminokyselinami z obou monomerd. Proto
je pro enzymovou aktivitu Nampt nutnd dimerizace®.
Za stabilizaci NMN v aktivnim misté odpovidaji m-n

NMN
Z CONH, NH, _ CONH,
| NZ N\ NAD |
Nikotinamid X l\ > X
N \N N N
CONH 1 @ 9
T oo
e OH OH OH
N 7T 7T
HO OH HO OH HO OH
PRPP PP; ATP PP;
NH,
% o 0
1 I} Il N7
HO—P—0 —P—0—P~OH Ny %
OH OH OH NN o B @
I Il Ii
o O o ko=r=an
OH OH OH OH oH
HO OH
Obr. 1: Dvoukrokova syntéza NAD z nikotinamidu.
Rocnik 29 65 Bioprospect ¢. 3/2019



vazebné interakce mezi nikotinamidem z NMN, fenyl-
alaninem 193 z prvniho monomeru a tyrosinem 18
z monomeru druhého. Vodikovéa vazba mezi asparago-
vou 219 kyselinou a amidovou skupinou Nam je speci-
ficka pro Nampt v ohledu znemoznéni vazby substratt
jinych fosforibosyltransferas II. typu — kyseliny chinoli-
nové a kyseliny nikotinové. Dal3i aminokyselinou zajis-
tujici substratovou specifitu Nampt vodikovou vazbou
na amidovou skupinu Nam je arginin 311 z téZe pod-
aminokyseliny obou podjednotek — napf. serin 280,
histidin 247 nebo asparagova kyselina 313'2 1317,

NAD

NAD je koenzym, ktery v organismu plni nezastupi-
telnou ulohu pfenasece elektronl ve velkém mnozstvi
oxida¢né-redukénich reakci. Avsak bylo zjisténo, Ze se
NAD ucastni i mnoha neredoxnich reakci — regulacnich
procest véetné kovalentnich modifikaci proteind, repli-
kace a transkripce DNA, oprav DNA a fizeni buné¢ného
cyklu a apoptozy. Dvé tiidy enzyma vyuzivaji NAD jako
substrat. Jedna se o poly-(ADP-ribosyl)-polymerasy
(PARPs; EC 2.4.2.30) a NAD-dependentni protein
deacetylasy neboli sirtuiny (SIRTs; EC 3.5.1.-)'820,

Enzymy PARPs zahrnuji 17 rlznych isoenzymd, kte-
ré se ucastni rozpoznavani, znaceni a oprav poskozené
DNA. V piipadé poskozeni DNA jsou schopny béhem
nékolika sekund zvysit svou aktivitu az 500x a tim do
15 minut vycerpat téméf 90% intracelularni zasoby
NAD' 1223 Enzymova funkce PARPs spociva v katalyze
pfenosu ADP-ribosy z NAD na molekuly protein(, histo-
nd a transkrip¢nich faktord, které jsou timto aktivovany.
Nejlépe je prozkoumana a popsana funkce isoenzymu
PARP1, ktery hleda zlomy (jednovléknové i dvouvlakno-
vé) v DNA a poté se podili na jejich opravé'™ 2! 22.24,

Enzymy SIRTs zahrnuji 7 isoenzymd, které se uplat-
nuji predevsim pfi deacetylaci histond a proteind.
Pii téchto reakcich je NAD hydrolyzovdan na Nam
a O-acetyl-ADP-ribosu?2. Zéroven se SIRTs podili na
regulaci metabolismu glukosy a lipidG v zavislosti
na mnoistvi NAD a energetické homeostaze buriky.
Také modifikuji nékteré transkripéni faktory spojova-
né s replikaci DNA a utlumem rdstu rakovinnych bu-
nék'™ 2224V rakovinnych burikach byl zjistén radikalni
nardst koncentrace obou tfid enzymu?.

Béhem neredoxnich procest je NAD rozlozen za vzni-
ku nikotinamidu. De novo syntéza NAD probiha pou-
ze v hepatocytech a v CNS z chinolinové kyseliny s po-
¢atkem v tryptofanu. Pro ostatni buriky je nezbytna
existence takzvanych ,drah Setficich NAD". Tyto drahy
existuji tfi a vyuZivaji jako prekurzor bud nikotinamid,
kyselinu nikotinovou, nebo nikotinamidribonukleo-
sid'®?. Primarni drdhou pro syntézu NAD vétSinou
sav¢ich bunék je draha vychazejici z nikotinamidu, kde
v prvnim kroku zastdva Nampt tlohu enzymu.

Nampt a rakovinné bujeni

Metabolismus rakovinnych bunék je oproti meta-
bolismu normalnich bunék tkani odlisny. Zvysena bu-
nécna proliferace klade dlraz na vys$si rychlost syntézy
biomolekul jako DNA, proteind, lipidG a s tim souvisi
vyssi energetické pozadavky rakovinnych bunék. Pro
metabolismus rakovinnych bunék je také specificky
tzv. Warburgtv efekt, ktery popisuje, Ze rakovinné buii-
ky pfi zpracovani prebytku glukosy preferuji anaerobni
glykolyzu. To zpisobuje, Ze z nddorovych bunék je vy-

lucovan laktat, ktery je pro zdravou tkan toxicky. Ten-
to jev je vysvétlovan nedostatecnym pfisunem kysliku
a Castou piitomnosti mitochondrialnich poruch v nado-
rovych burikach® 2627,

NAD je v rakovinném bujeni substratem nebo kofak-
torem mnoha buné¢nych procesti od bunécného ristu
a déleni, pfes energeticky metabolismus aZz po opravy
DNA. Pfitom jsou mnohé z téchto procest v rakovin-
nych burnkéach dysregulovény®. Rakovinné buriky tak
maji zvysené naroky na NAD, které nasledné slouzi
ve vy3si mife i pro enzymy SIRTs a PARPs? 22 28, Ve vy-
sledku jsou tak rakovinné buriky zranitelnéjsi inhibici
syntézy NAD, nez buriky zdravé?.

V rakovinnych burikach probiha biosyntéza NAD pie-
devsim biosyntetickou drahou z nikotinamidu s Nampt
jako rychlost limitujicim enzymem. Farmakologicka in-
hibice této drahy plsobi na rakovinné bunky cytotoxic-
ky>. Nékteré nadorové bunky dokonce ztraceji schop-
nost de novo syntézy NAD z tryptofanu a jsou proto
zcela zavislé na drahéch Setticich NAD. Pro tyto buriky
je pak Nampt nezbytny*® 3'. V pfipadé nékterych dru-
hi rakovinnych onemocnéni byl také pozorovan nardst
produkce Nampt (melanom, glyoblastom, myelom,
karcinom prsu, kolorektalni karcinom, karcinom prosta-
ty, karcinom jater)? #. Vly3si produkce Nampt je rovnéz
spojovand s agresivitou a progresi naddoru® *. Buné¢na
lokalizace Nampt se také méni v pribéhu buné¢ného
cyklu. Po dokonceni mitosy se Nampt nachazi v cyto-
plasmé a az do pocatku dalsi mitosy dochazi k postup-
nému presunu Nampt do jadra bunky.2.

V pfipadé mnoha nador(i byla také zjisténa extrace-
lulérni forma Nampt, avsak jeji pGvod zatim nebyl do-
state¢né objasnén. Predpoklada se, ze je produkovana
nadorovymi buiikami jako odpovéd na stres (nedosta-
tek glukosy, oxidativni stres, hypoxie). Podle nedavné
studie podporuje extracelularni Nampt proliferaci rako-
vinnych bunék a poskytuje jim zvy3enou ochranu proti
apoptdze. Zaroven pravdépodobné inhibuje imunitni
reakci organismu na nador® 4. ZvySena genova exprese
Nampt mize pfinaset i problémy pfi tradi¢ni chemo-
terapii. Napfiklad doxorubicinova terapie rakoviny prsu
byla méné tspésna v piipadé nadorl se zvySenou ge-
novou expresi Nampt®.

Tyto poznatky naznacuji, Ze inhibice enzymové akti-
vity Nampt mdze/mohla by poskytovat dalsi cil v 1é¢bé
rakovinnych onemocnéni? 3. Vétsina zatim znamych niz-
komolekularnich inhibitord enzymové aktivity Nampt je
strukturné podobna nikotinamidu. Obsahuji pyridinovy
kruh, diky kterému se vazi do aktivniho mista Nampt
a tim funguji jako kompetitivni inhibitory a jejich tcin-
tory z prvni generace — GMX1778/CHS828 a APO866
/FK866 byly plivodné zkoumaény pro inhibi¢ni Gcinek
na bunécnou proliferaci, pfitom ale byly popsany je-
jich protirakovinné ucinky?> . Po podani inhibitort
enzymové aktivity doslo v in vitro kultivovanych rako-
vinnych bunkach béhem nékolika hodin k vyraznému
snizeni intracelularniho mnozstvi NAD. Jiz 24 hodin
po podani se projevovaly sekundarni metabolické po-
ruchy — inhibice glykolyzy, Krebsova cyklu, syntézy ATP
i syntézy nukleotid(i. Po 36 — 48 hodinach od podani
inhibitoru se pak mnozstvi ATP v buiice sniZilo o 90 %,
coz iniciovalo buné¢nou smrt. Poruchy glykolyzy a syn-
tézy nukleotidi pak byly popséany také in vivo s pouzitim
mysich model3* . Pokud byla rakovinnym burikam
podana davka inhibitoru zpUsobujici snizeni mnoz-
stvi intracelularniho NAD o 80 %, byly bunky schopné
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do 48 hodin zasobu NAD obnovit na ptvodni hladinu.
Pokud snizeni pfesahlo 90 %, nastavala bunéc¢na smrt®.
Jiz koncentrace pouhy 1 nmol-I" APO866/FK866 ptiso-
bila jako 1C,, u bunék HepG2 in vitro*. APO866/FK866
ma navic velmi nizké G¢inné koncentrace pro mnoho
druhd lymfom( a leukemickych bunék, zatimco zdravé
krevni buriky k nému tolik citlivé nejsou®’. Pfesto byly
v pozdéjsich klinickych studiich popsany silné toxické
vedlejsi Ucinky obou latek vcetné trombocytopénie,
déle lymfocytopénie a anémie®. Kromé toho se pa-
cienti potykali s nevolnosti, zvracenim, zacpou, pruj-
mem, ale i zanétem jicnu3® 3,

Jako feSeni bylo navrieno kombinované podavani
inhibitord enzymové aktivity Nampt spolu s cytostatiky.
Pii kombinované lé¢bé byly v kombinaci s cytostatikem
pouzity nizké, samostatné subletélni, koncentrace inhi-
bitoru Nampt?* 3440, Tato kombinovana lécba je zatim
ve stadiu testovani in vitro, kde poskytuje slibné vysled-
ky, klinické studie zatim zahajeny nebyly* 2.
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Zaver
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Souhrn

Rayova D., Zidkova J., Svoboda P.: Role nikotinamidfosforibosyltransferasy v rakovinném bujeni

Rakovinna onemocnéni jsou velkym problémem dnesni doby. Ve srovnani se zdravymi se rakovinné buiiky vyznauji pozménénym
metabolismem s vysokymi poZadavky na energeticky pfisun. V energetickém metabolismu (nejen) rakovinnych bunék hraje podstatnou
roli NAD jako pienasec elektron(i v oxida¢né-redukénich reakcich, ale i jako substrat enzym@ SIRTs a PARPs. Tyto enzymy se Ucastni re-
gulacnich procest zahrnujici kovalentnich modifikaci proteind, replikace a transkripce DNA, oprav DNA a fizeni buné¢ného cyklu a apo-
ptozy. Zde je NAD spotiebovavan za vzniku nikotinamidu. Pro vétsinu savéich bunék, zvlasté pak rakovinnych je proto nezbytna moznost
biosyntézy NAD z nikotinamidu. V této biosyntéze hraje nezastupitelnou Glohu nikotinamidfosforibosyltransferasa (Nampt). Je totiz en-
zymem katalyzujicim rychlost urcujici krok této biosyntézy. Diky tomu se nabizi inhibice Nampt jako vhodna moznost pro lé¢bu rakoviny.
Klicova slova: Nampt, PBEF, visfatin, rakovina, inhibice enzymové aktivity

Summary

Rayova D., Zidkova J., Svoboda P.: The role of nicotinamide phosphoribosyltransferase in cancerous growth

Nowadays, cancer is a big problem for society. Compared to healthy cells, cancer cells are characterized by altered metabolism with high
energy intake requirements. In the energy metabolism of (not only) cancer cells, NAD plays an essential role as an electron carrier in
oxidation reduction reactions, but also as a substrate for SIRTs and PARPs. These enzymes are involved in regulatory processes including
covalent protein modifications, DNA replication and transcription, DNA repair and cell cycle control and apoptosis. Here, NAD is con-
sumed, producing nicotinamide. NAD biosynthesis from nicotinamide is therefore essential for most mammalian cells, especially cancer
cells. Nicotinamide phosphoribosyltransferase (Nampt) plays an irreplaceable role in this biosynthesis. It is an enzyme catalyzing the
rate-determining step of this biosynthesis. As a result, inhibition of Nampt is offered as a suitable option for cancer treatment.
Keywords: Nampt, PBEF, visfatin, cancer, enzyme activity inhibition

NEKODUIJICi RNA A MALIGNi MELANOM

Anna Palanova, Helena Kupcova Skalnikova
Ustav Zivo¢isné fyziologie a genetiky AV CR, LaboratoF aplikovanych proteomovych analyz; Palanova@iapg.cas.cz

Uvod bunkach Zivocich(i°) a pfedevsim mikroRNA (miRNA)’.

Dé&di¢né informace Zivocichd, rostlin, bakterii a nékte- Prvni popsanou m'RNAu byla lm-é.ls a tento ob’jev
rych virl je zapsdna pomoci DNA (deoxyribonukleova V. Al:nb’rose a-]eho kolegtl vedI k vzniku celého nového
kyselina). Zakladnimi stavebnimi kameny DNA jsou odvétvi genetiky.

nukleotidy (nt) — ,pismena dédi¢né abecedy”. Téchto . .
,pismen” jsou u ¢lovéka priblizné 3 miliardy' a pred ~ BlOgeneze a funkce miRNA

kompletnim prectenim lidského genomu se piedpo- miRNA byly objeveny v roce 19938, jejich biogeneze
kladalo, ze ¢im sloZitéjsi je organismus, tim vice gent byla podrobnéji popséna v roce 2002° a ve své matu-
(kddujicich proteiny) bude zapsano v jeho dédi¢né rované podobé piedstavuji iseky RNA o délce vétsinou
informaci. Naproti ocekavani se ukazalo, Ze ¢lovék 22 nukleotidd (20 — 200 nt). Nicméné jsou piepisova-
i myS (organismy zastupujici vy33i Zivocichy) maji pfi- né z DNA jako vice neZ 1000 nt dlouha prekurzorova
blizné stejny pocet genll jako Caenorhabditis elegans molekula, nazyvana primarni transkript (pri-miRNA,
(Hadatko obecné) — mikroskopicky obly erv>. Proto se  Obr. 1). Vznikla pri-miRNA mé vlasenkovou strukturu

predpokladalo, ze zbytek dédi¢né informa-
ce predstavuje nefunkéni tzv. odpadni DNA

(,junk DNA"), nashromazdénou v priibéhu DNA

evoluce. Transkripce
Analyzy genové exprese vsak ukazaly,

ze pfiblizné 90 % genomu je aktivné tran- l

skribovano® a byly objeveny RNA nekd- Pri-miRNA

dujici proteiny (non-coding RNA, ncRNA), Zpracovéni

které se déli dle délky: na dlouhé ncRNA l

(long ncRNA, IncRNA) o délce 0,2 az 100 kb

bez otevieného c¢teciho ramce a kratké .

ncRNA (small ncRNA, sncRNA)“. Deregula- @ RE-MIBNA

ce nékterych IncRNA byla popséna u fady = :
nadorovych onemocnéni a pfispiva k je- l
jich patogenezi®. Skupina kratkych ncRNA

sdruzuje kratké interferujici RNA (small in- | .

terfering RNA, siRNA), s promotorem aso- s 2:2:2

ciované RNA (promoter associated small l

RNA, pasRNA), s piwi proteiny interagujici p—————rrry VR T o
RNA (Piwi-interacting RNA, piRNA; hlavni miRNA_’ Deg;:gziilf:ﬁz:gj?m
funkci komplexti piRNA s piwi proteiny — translace

je umléovani transpozonl v pohlavnich  Obr. 1 Biogeneze a funkce miRNA
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a je zpracovana enzymem Drosha, ktery v komplexu
s dalSimi proteiny rozpoznava a Stépi pri-miRNA mezi
vlasenkovou a jednovldknovou strukturou. Molekula
vznikla z pri-miRNA po zpracovani enzymem Drosha je
dlouha pfiblizné 60 — 100 nt a nazyva se prekurzorova
miRNA (pre-miRNA). Poté je pre-miRNA transporto-
vana z bunéc¢ného jadra do cytoplazmy, kde je zpraco-
vana enzymem Dicer. Ten $tépi molekulu RNA na dvé
¢asti, z nichz jedna je vétSinou degradovana, zatimco
druha se stava soucasti RISC komplexu (RNA-induced
silencing complex). RISC komplex se vaze na komple-
mentarni sekvenci v 3'nepiekladané (3'UTR - untran-
slated region) oblasti cilové mRNA a v zavislosti na
~presnosti vazby” v tzv. seed oblasti dochazi bud k de-
gradaci cilové mRNA, nebo zamezeni syntézy protei-
nu bez degradace mRNA. Popsana draha biogeneze
miRNA se nazyva kanonicka, jelikoz byly popsany i jiné
drahy, napfiklad draha nezavisla na enzymu Drosha.
Regulace pomoci miRNA je jednim z epigenetickych
faktord, které fidi fadu bunécnych proces, jako jsou
proliferace a diferenciace, senescence, pieziti, autofagie
a migrace bunék a mize ovliviiovat i buné¢ny metabo-
lismus a genomovou stabilitu. Poc¢et popsanych miRNA
stale nar(Gst4, nejvice anotovanych miRNA je u ¢lovéka
a mysi. Detailnéjsi informace o biogenezi, nazvoslovi
a typech miRNA jsou k dispozici v novéjsich odbornych
¢lancich™ ¢i na nékterych webovych zdrojich™.

Maligni melanom

Maligni melanom (MM) je koZni nador rezistentni
k terapii diky mnoha mechanismdm podporujicim jeho
progresi. MM vzniké pfeménou koznich bunék mela-
nocytd, které produkuji barvivo melanin chranici DNA
koznich bunék pted tcinky UV zafeni'. Pocatecni stadia
onemocnéni MM, pokud jsou véas odhalena, jsou dob-
fe lécitelna pomoci chirurgického odstranéni nadoru
s dostate¢né Sirokym lemem okolni zdravé tkané. Po-
kud ovsem dojde k préniku nadoru pies bazalni mem-
branu ¢i rozsiteni nadorovych bunék do organismu
(vzdalené metastazy), je progndza pacienta ve vétsiné
pfipadCi velmi nepfizniva. Incidence MM celosvétové
naristd, v Ceské republice doslo za posledni 4 dekady
ke ¢tyfnasobnému zvyseni vyskytu MM™.

Védci Douglas Hanahan a Robert A. Weinber v roce
2000 definovali nador na zakladé Sesti obecnych zna-
ka:

1. sobésta¢nost nadorovych bunék v produkci risto-

vych faktord;

2. necitlivost nadorovych bunék k faktoriim zastavuiji-
cim bunécny cyklus;

. naruseni apoptdzy nadorovych bunék;

. neomezena replikace nadorovych bunék;

. schopnost nadort vyvolat angiogenezi;

. schopnost nadorovych bunék pronikat do tkani a vy-
tvaret metastazy.

V roce 2011 stejni autofi revidovali a doplnili svou
praci o dalsi znaky definujici nadory: energeticky me-

tabolismus je deregulovén; nadorové bunky unikaji
imunitnimu systému; nador vyvolava zanétlivou reakci;

v nadorové DNA vznikaji mutace a genomova nestabi-
lita™.

o U~ W

Role miRNA v patogenezi maligniho
melanomu

Problematika miRNA u nadorovych onemocnéni je
velmi aktualni téma. Bylo prokazano, Ze miRNA pied-
stavuji klicové komponenty rliznych bunéénych proce-
st ve vyvoji nador(, napfiklad reguluji jevy tak odlisné
jako exprese proteind ¢i jaderné funkce uvniti buriky
a zarovein mohou slouzit jako mezibunécné signaly —
jsou sekretovany a transportovany pomoci exosomu i
jinych extracelularnich vackare.

Mnoho studii odhalilo rozdily v expresi rtznych
miRNA mezi zdravou tkani a nadorem, ¢i mezi pri-
marnim nadorem a metastatickymi loZisky. U MM byly
zjistény rozdily v expresi miRNA mezi melanomovymi
burikami a normalnimi melanocyty. Tyto zmény mo-
hou byt zptsobeny chromozomalnimi abnormalitami,
epigenetickou regulaci ¢i dalsimi faktory ovliviiujicimi
biogenezi miRNA".

V souvislosti s MM jsou casto studovany
tyto miRNA: miR-217%8, miR-7-5p%?, miR-204%2%,
miR-221%42* a miR-222?*%, miR-21 je povazovana
za klicovy onkogen, ktery je exprimovan v mnoha
typech néadorG?”?. Cilem této miRNA jsou mRNA
tumor-supresorovych proteind, regulatord bunééné-
ho cyklu a vnitini a vnéjsi drahy aktivace apoptozy?.
miR-21 je také jednou z nejvice melanomem sekreto-
vanych miRNA prostfednictvim exosom(°. Bylo proka-
zano, Ze exprese miR-21 muze byt zvySovdna zména-
mi prostiedi, epigenetickymi a genetickymi zménami,
které vSechny mohou podporovat vznik melanomu®'.
Vztah nadorovych znakd a gend ovliviiovanych miR-21
znazornuje Obr. 2.

miR-7-5p hraje dleZitou roli ve zdravé i nemocné
tkani a byla potvrzena jako nadorovy supresor2. U me-
lanomu tato miRNA potlacuje rlst a Zivotaschopnost
nadorovych bunék a inhibuje tvorbu metastaz v pli-
cich?.

miR-204 vykazuje tumor supresorové funkce. Expre-
se miR-204 je snizena u MM v porovnani s benignimi
névy?, Ztrata jeji exprese ma negativni efekt na preziti
pacienttl s MM, ktefi byli zarovei nositeli specifickych
mutaci?.

ZvySena exprese protumorigennich miR-221 a miR-
-222 zplsobuje aktivaci nékolika zékladnich drah ovliv-
nujicich prezivani bunék a inhibici tvorby melaninu?*.
ZvySena exprese miR-222 podporuje invazivitu bunék
nadoru a zkracuje dobu pieziti pacienti?°.

Ke vzniku nadorovych onemocnéni mohou pfispivat
i polymorfismy v genech pro miRNA. U pacientt s fami-
liarnim malignim melanomem bylo mimo jiné popséno
8 novych sekvencnich variant miR-34a32.

Dlouhé nekodujici RNA (IncRNA)
a maligni melanom

Biogeneze IncRNA je ve vétSiné piipadi podobna
biogenezi mRNA; jsou transkribovany RNA polymera-
zou ll, podstupuji sestfih, pfidani ,cepicky” na 5'kon-
ci a polyadenylaci (existuji samoziejmé i vyjimky)3334.
Funkce téchto RNA jsou velice rozmanité, ovliviiuji
téméf vsechny procesy v buiice a mohou hrét roli
i ve vyvoji malignich onemocnéni.
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Obr. 2: Vztah nadorovych znaki a genii ovliviiovanych miR-21

Znaky definujici nadory dle Hanahana a Weinberga ve vztahu ke gendim, které jsou cilem miR-21. Nékteré geny se podileji na vice
nadorovych znacich a kazdy znak je ovliviiovan minimélné jednim cilem miR-21. Upraveno dle Becker Buscaglia a kol., 2011%.
miR-21 je mimo jiné zapojena i do regulace energetického metabolismu nadorovych bunék jako aktivator NF-kB signalizace a na-
opak negativni regulator p53. Zatimco NF-kB podporuje déleni bunék a rychlé ziskani energie glykolyzou, p53 zpomaluje pfijem
glukoézy a podporuje tvorbu energie pomalejsi oxidativni fosforylaci*? miR-21 tak mize v nadorech pfispivat k rychlému ziskani

energie glykolyzou za tvorby laktatu bez zapojeni oxidativni fosforylace (Warburgtv efekt).

Napfiklad IncRNA SPRIGHTLY (transkribovana z int-
ronu genu SPRY4) je zapojena do regulace bunécné
proliferace, apoptdzy, organizace chromatinu, regulace
odpovédi na poskozeni DNA a buné¢ného cyklu u me-
lanocytt. Melanomové bunky maji ve srovnani se zdra-
vymi melanocyty vyrazné vyssi expresi této INCcRNA%.

ZvySena exprese IncRNA SLNCR1 podporuje invazi-
vitu melanomovych bunék a snizuje dobu pfreziti pa-
cientll s MM>37.

S rlstem a tvorbou metastaz mnoha nadorovych
onemocnéni je spojena také IncRNA MALATT; u MM
bylo zjisténo, Ze tato IncRNA podporuje proliferaci,
invazivitu a migraci melanomovych bunék diky ,vychy-
tavani” miR-22 (tato miRNA byla potvrzena jako nado-
rovy supresor u MM)3s.

DalSi u MM vysoce exprimovanou IncRNA je HEIH,
ktera podporuje proliferaci, invazivitu a migraci mela-
nomovych bunék.

| pies to, ze znalosti o IncRNA nejsou pfilis rozsah-
Ié, jiz dnes mizZeme fici, Ze pfedstavuji biomolekuly
s potencialnim vyznamem v onkologii. Jako pfiklad
diagnostického a prognostického faktoru lze uvést

IncRNA PCA3, specificky exprimovanou burikami kar-
cinomu prostaty, slouZici jako biomarker tohoto one-
mocnéni detekovatelny neinvazivné v moci pacient?®.
LncRNA diky svym schopnostem regulovat genovou
expresi a bunééné signalni dréhy mohou byt cilem pro-
tinadorovych terapii. Lé¢ebné ovlivnéni exprese IncRNA
je zatim pouze ve stadiu vyzkumu®'.

Zaver

Vyzkum nekddujicich RNA, které byly dfive povazova-
né za geneticky ,odpad”, dnes ptedstavuje velmi rychle
se rozvijejici oblast. Anotovanych miRNA stéale pfiby-
va a diky vysoké mezidruhové konzervovanosti téchto
struktur je mozZné snaze porovnavat vysledky vyzkumu
na modelovych organismech (napi. mysi ¢i praseti)
s vysledky studii u lidskych pacientd.

Stale castéjsi vyuziti tkanovych ¢i bunécnych kultur
usnadnuje poznani zadkladnich procestl odehravajicich
se v jednotlivych burikach, interakci mezi bunkami
a umoznuje cilené ovliviiovani buné¢nych procesd, coz
piindsi hlubsi pohled do buné¢né biologie a biologie
nadord.
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| ptes velky pokrok, ktery nastal v této oblasti, jsme
teprve na pocétku dlouhé cesty od identifikace jednot-
livych komponentl bunécnych drah k Gspésné apli-
kaci vysledkd vyzkumu v [é¢bé zhoubnych onemocné-
ni. Cilem soucasnych snah je vytvoieni lé¢by ,na miru”
danému pacientovi, kterd umozni nejen potlaceni
stavajiciho nadorového onemocnéni, ale také zabrani
pfipadnému navratu onemocnéni v budoucnosti.
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Palanova A., Kupcova Skalnikova H.: Nekédujici RNA a maligni melanom

Incidence maligniho melanomu, zdvazného kozniho nadoru, celosvétové narstd. Lé¢ba tohoto onemocnéni pii pozdnim odhaleni je
v dnesni dobé téméf nemozna. Nekddujici RNA, dfive povaZzované za ,odpad” evoluce, byly odhaleny jako kli¢ovi hra¢i ve vétsiné buné¢-
nych procesti a mohou ovlivitovat i rist a progndzu nador(. Oc¢ekava se, ze poznatky v rychle se rozvijejicim vyzkumu nekédujicich RNA
piispéji k diagnostice a [é¢bé nadorovych onemocnéni.

Klicova slova: nador, maligni melanom, nekédujici RNA, miRNA

Summary

Palanova A., Kupcova Skalnikova H.: Noncoding RNA and malignant melanoma

Incidence of malignant melanoma, a very dangerous skin cancer, is rising worldwide. Later stages of melanoma are refractory to thera-
py. Noncoding RNAs, previously considered as ,junk” RNA, were currently confirmed as key players in almost all cellular processes and
may also influence tumour growth and prognosis. Research of noncoding RNAs is expected to contribute to diagnosis and treatment of
malignant diseases.

Keywords: tumour, malignant melanoma, noncoding RNA, miRNA
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OD ZVIERACICH MODELOV NEURODEGENERATIVNYCH
CHOROB KU GENOVYM TERAPIAM LUDSKYCH
NEURODEGENERATIVNYCH OCHORENI

BoZena Levinska (Bohuslavova)

Ustav Zivocisné fyziologie a genetiky AV CR; bohuslavova@iapg.cas.cz

Uvod
Zvieracie modely chorob

Na doékladné preskimanie patofyzioldgie chordb
sa pouzivaju zvieracie modely. Aby skiimanie bolo ¢o
najefektivnejsie, pouzité zvierata by mali mat ¢o naj-
blizsiu fyziolégiu podobnt ¢loveku. Najviac podobné
siu modely cicavcov. Tieto modely mézeme rozdelit
na genetické a negenetické. Najprv sa vyvijali nege-
netické modely. Ich principom je indukcia klinickych
priznakov ochorenia chemickymi ¢inidlami. Genetické
modely delime na nahodne vloZené transgénne mo-
dely exprimujtce skrateny alebo kompletny gén a na
knock-in modely'. NajcastejSie sa pouzivaji modely
hlodavcov — mysi, potkany. Hoci je nepopieratelné,
ze hlodavce poskytuju délezité informacie o patofyzio-
l6gii neurodegenerativnych ochoreni, ich pouzitie je
obmedzené. V porovnani s ludskymi pacientmi maju
velmi maly mozog a inu anatémiu mozgu. PretoZe ich
dlzka Zivota je kratka, nie je moziné uskutocnit dlho-
dobé studie. Aby sa mohli uskuto¢nit dlhodobé studie
a pripadna lietba mohla byt pouzita na ¢loveka, treba
pouZzit zvierata ktoré su svojou fyziolodgiou viac podob-
né cloveku. Preto boli vytvorené velké zvieracie mode-
ly. Patria sem opice, oSipané a ovce> 3 (Obr. 1). Velké
zvieracie modely maju niekolko vyhod. Najdoélezitej-
Sia je podobna struktira mozgu s ¢lovekom. Vyhodou
miniprasiat je hmotnost 70 — 90 kg, ktora je podobna
hmotnosti dospelého ¢loveka, taktiez velky gyrencefa-

licky mozog s podobnou neuroanatémiu ako maju lu-
dia*.

Génova terapia

Génova terapia je liecebny postup, pri ktorom je DNA
sekvencia vloZzena do gendomu pacienta. Tato DNA sek-
vencia kéduje chybajlci alebo nefunkény protein, alebo
moze potlacit mutanntny protein. Podla toho, ¢i génova
terapia nahradi gény vo vietkych bunkach tela okrem
gamét, alebo nahradi gény v gamétach rozdelujeme
génovu terapiu na somaticku a gametickd. Prvé pokusy
0 génovu terapiu boli zaznamenané v 70. rokoch minu-
Iého storo¢ia, ale neboli velmi tuspe$né. Uspech nastal
v osemdesiatych rokoch, ked bol gén pre betaglobulin
vlozeny do mysich gamét. Tento gén exprimoval funk¢-
ny betahemoglobin na potlacenie prejavov ochore-
nia nazyvaného talasémia5. 14. Septembra 1990 bola
Narodnym instititom zdravia uskuto¢nena prva klinicka
Stadia génovej terapie u ludié. Stvorroénému dievéatku
s deficitom adenozindeaminazy, ktora spdsobuje tazku
imunodeficienciu (ADA-SCID) boli odobrané T-lymfo-
cyty, ktoré boli v podmienkach ex vivo vystavené po-
sobeniu retrovirusov s génmi pre adenozindeaminazu.
Po deviatich diioch kultivacie boli T-lymfocyty vratené
do krvného riecista. Dostavil sa docasny pozitivny efekt.
Prvy klinicky Gspech pri terapiii neurodegenerativnych
chorob opisal Finkel v roku 2016, ked pouzil antisen-
se oligonukleotid (ASO), ktory sa viaze na pre — mRNA

Zvieracie modely neurodegenerativhych chorob
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Obr. 1: Zvieracie modely neurodegenerativnych choréb
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survival motoric neuron (SMN2 — motoricky neurén
preZitia 2). Ten bol poddvany do lumbalnej miechy
a predlzil prezivanie u pacientov so spinalnou svalovou
atrofiou prostrednictvom zvySenej produkcie proteinov
motorickych neurénov 2. Viysledky klinického skusania
priniesli dokaz, Ze neurodegeneracia u pacientov moze
byt spomalena zacielenim terapie na génovu expresiu.
Tento priekopnicky pristup otvoril branu dalSich poku-
sov na zvieratach o génové terapie inych monogénnych
neurodegenerativnych ochoreni. Ako kazda terapia ma
svoje vyhody, tak mé aj nevyhody. K nevyhodam gé-
novej terapie mézeme zaradit velmi vysoku finan¢nu
naroc¢nost, technickd a technologicki naro¢nost, méze
sa vyskytnut casta nizka Gspesnost terapie, pokial je
problém s uchytenim vnesenej genetickej informacie,
pri pouZiti napr. lentivirusu ako nosica, sa moze objavit
imunitna odpoved organizmu.

Neurodegenerativne ochorenia

Neurodegenerativne ochorenia st charakteristické
zanikanim populécii neurénov v fudskom mozgu, re-
lativnym zmnozenim glie a ukladanim proteinovych
inkltzii. To je spojené s vaznymi psychickymi a neuro-
logickymi priznakmi®. Strata rozumovych schopnosti,
strata paméti, halucinacie a zmeny spravania su typické
psychické priznaky. K ¢astym neurologickym porucham
patri porucha redi, stazena koordinacia. K najcastejSim
neurodegenerativnym ochoreniam patri Alzheimerova
choroba, Parkinsonova choroba, Huntingtonova choro-
ba, Jakobova-Creutzfeldova choroba a r6zne ataxie.

Rozvoj a genetika neurodegenerativnych
ochoreni
Pri¢inou vzniku ochorenia je obmedzenie tvorby po-

trebnych bielkovin, tvorba toxickych proteinov, alebo
modifikacia Struktury bielkoviny, ¢o zapric¢ini, ze tato

bielkovina sa stane nepouZitelnou. Tieto zmeny vedu
k poruche metabolizmu bunky, ¢o zapric¢ini morfolo-
gické zmeny — atrofie nervového tkaniva mozgu a tym
stratu jeho funkcii. Podla miesta poskodenia sa vyvijaju
klinické priznaky.

ALS- Amyotroficka lateralni skleroza

ALS je neurodegenerativne ochorenie charakterizo-
vané degeneraciou dolnych motorickych neurénov®.
Prevalencia ochorenia je 5 pacientov na 100000 obyva-
telov™. Etiopatogenéza nie je Uplne objasnena. U 20 %
dedi¢nych ALS dochéadza k defektu v SOD1 géne na
chromozéme 21 (SOD 1 kdduje superoxid dismuta-
zu, ktord prispieva k premene superoxidového aniénu
na kyslik a peroxid vodika), ked je mutacia SOD1 vy-
stavend zvySenému oxidacnému Ucinku - stres". Ty-
pickymi klinickymi priznakmi st paréza, svalova atrofia,
ki¢e. Mozog nakoniec nie je schopny ovladat vacsinu
svalov, a pacient zostdva paralyzovany pri zachovani
psychickych a mentalnych schopnosti. ALS je letélna,
nelie¢itelnd choroba. Po vzniku prvych priznakov je
priemerna doba preZitia 2 — 3 roky. Pri¢inou smrti je
zlyhanie dychania a nasledné udusenie™. RozliSujeme
tri formy ALS, a to sporadicku, familiarnu a guamsku.
NajcastejSou formou je forma sporadicka, zatial ¢o fa-
milidrna forma (5 — 10 %) predpoklada skorsi vyskyt
v rodine — dedi¢ny povod®™. Tretia spominana forma
odkazuje k mimoriadnemu vyskytu choroby na ticho-
morskom ostrove Guam v 50. rokoch 20. storocia.
Ranné stadium

Medzi priznaky rannej formy ALS patri zvySena sva-
lova slabost a atrofia (75 % pripadov), v rukach a no-
hach, taktiez dochédza k porucham reci v niektorych
pripadoch dochéadza k zhordenému prehitaniu, dycha-
niu a ku kf¢om postihnutych svalov.

Tab. I: Druhy zvieracich modelov neurodegenerativnych choréb

Neurodegenerativne . .
ochorenie Zvieraci model
Hlodavce Priméti Ovce Prasata
Transgénny model
mysi
exonl HTT,
_ Fragment 3 ! Fragment N 208 HTT,
Fragment of HTT R6/2, N 171-82Q, of HTT IL-IVTI7\'”7’ of HTT N 548 HTT
Full lenght Full lenght | Libéchovské

Full lenght HTT YAC 128, BAC HD, HTT OVT 73 HTT miniprasa

Huntonova choroba |Trangénny model Knock-in HD | 82CAG
potkana model repeticii

Knock-in HD | 150CAG
Full lenght HTT TG 51, BAC model repeticii
Knoc -in HD models
Mys Q 18,48,78,92,111,
HdhQ50, 100, 150,
200, 250, 300

127 mysich modelov

Alzhaimer rozdielnych v tau
proteine

. 18 modelov

Parkinson potkanov a mysi

ALS 35 modelov mysi
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Vac¢sina pacientov sa postupom ¢asu stava imobilng,
neschopna ovladat ruky a nohy. TaktieZ straca schop-
nost rozpréavat a prehltat. V konecnych Stadiach choro-
by je nutné poutzit pltcnu ventilaciu.

Parkinsonova choroba

K dalS$im ochoreniam centralnej nervovej sustavy
patri Parkinsonova choroba'. Je charakterizovana ubyt-
kom nervovych buniek v ¢asti mozgu, nazyvaného sub-
stantia nigra®™. Nervové bunky v tejto ¢asti mozgu pro-
dukuju dopamin, ktory zaistuje prenos signalu medzi
neurénmi. Pri nedostatku dopaminu pacient prestava
byt schopny kontrolovat svoj pohyb. Priblizny pocet
chorych ludi v CR je 15000¢. Castym prejavom choroby
je trasenie koncatin, pocit Unavy a stuhnutosti kon¢atin,
kice, problémy so spanim. To vyUsti k spomaleniu chéd-
ze a k zhorsenej mimike. Najvacsie riziko Parkinsonovej
choroby sa vyskytuje u ludi starSich ako 50 rokov. Asi
u 15% pacientov sa tato choroba méze prejavit pred
dovisenim 40 rokov alebo este skor.

Priznaky Parkinsonovy choroby

V pokrocilych fazach choroby sa vyskytuju vazine po-
hybové problémy. Stav pacienta sa behom dna strie-
da. Miestami mo6zu budit dojem takmer zdravych ludi
a v priebehu malého okamihu budu s vypatim viet-
kych sil len stuhnuto sediet alebo trpiet mimovolnymi
pohybmi. Castymi prejavmi su pocity Gnavy, trias rak,
stuhnuté krize a koncatiny, kice, ¢asté je zapcha a pro-
blémy so spankom. V dalSsom kroku dochadza k spo-
maleniu chédze, k zhorsenej mimike a k zhorSovaniu
¢uchu a chuti. K chorobe sa ¢asto pridruzuje depresia.

Alzheimerova choroba

Ide o progresivne chronické ochorenie nervovej
sustavy. Dochadza k degenerativnemu zaniku neuro-
nov™. K rizikovym faktorom patri vysoky vek' a pritom-
nost apolipoproteinu E4". Vlyznamnu ulohu zohréva
ukladanie amyloidu § v mozgovom tkanive, kde vytvara
tzv. Alzhaimerovské plaky". V oblasti plakov dochéadza
k neurodegeneracii a odumieraniu neurénov. Tak-
tiez dochadza k degeneracii tau-proteinu. Poskodeny
tau-protein vytvéra v neurénoch neurofibrilarne uzlicky,
tie mézu poskodit cytoarchitektdru bunky a spdsobit
smrt bunky. K prvym priznakom choroby patria poru-
chy pamati, postupne sa pridava zhorsena schopnost
kognitivnych, intelektudlnych ale i fyzickych schop-
nosti. Casté je rychle zabudanie, opakovanie rovnakych
otazok, stracanie predmetov a ich odkladanie na ne-
sprdvne miesta. Dochadza k zhorSenému hladaniu
spravnych slov pri komunikacii, zhorSenej orientéacii
v priestore. Casté sa bludy™.

Stddia choroby
Ranné stadium

Dochéadza k stazenému dorozumievaniu, k zabuadaniu
zakladnych veci, vyskytuje sa zvySend podozrievavost,
vztahovacnost, Casté je popieranie problému, poruchy
paméte a dezorientacia v ¢ase. Na zndmych miestach
dochadza k blideniu, mézu sa prejavit znamky depre-
sie, Uzkosti a agresivity.

Stredné Stadium

Poruchy sudnosti, ¢lovek zacina byt voci sebe ne-
kriticky, dochddza k prehlbovaniu zmien osobnosti,
neschopnost vykonavat beiné aktivity ako je varenie
a nakupovanie, potreba pomoci pri vykonavani osobnej
hygieny a obliekani. Komunikécia sa stava obtaznou,
¢lovek sa casto potuluje a pri tom bludi.

Neskoré stadium

Pacient v neskorom $tadiu ¢asto nepoznava blizke
osoby, nechape dianie okolo seba. Dochadza k po-
rucham prijmu potravy, k strate sdvislej re¢i. Casta je
zmétenost. S postupnym zhor3enim chddze dochadza
taktieZ k poruchdm mocenia a vylu¢ovania stolice.
Dojde k uplnej strate sebesta¢nosti a upttaniu na inva-
lidny vozik. Kon¢i smrtou™.

Huntingtonova choroba (HCH)

Ide o autozomalne dominantne dedi¢né ochorenie,
s neurodegenrativnymi priznakmi a progresivnym prie-
asi 5 % pripadov v detskom veku?. Typické priznaky su
choreatické pohyby, znizenie mentélnych schopnosti.
Priebeh je progresivny s fatalnym koncom. V roku 1983
bol identifikovany polymorfny DNA marker, lokalizo-
vany na fudskom chromozdéme 4, signalizujuci HCH?'.
V roku 1993 bol objaveny jediny kauzalny gén, ktorého
mutdcia je zodpovedna za HCH?

Riziko choroby podla poctu opakovania tripletu CAG

10 — 26 CAG - jedinec je zdravy, bez choroby (normal-
ny pocet u zdravého jedinca)?

27 - 35 CAG - ak nevznikne mutacia, jedinec je zdra-
vy, pri ndhodnej mutacii prejavujicej sa
zmnoZenim tripletu, mdze dojst k ocho-
reniu

36 — 41 CAG - pacienti maju Huntingtonovu chorobu,
prejavujuca sa v starobe?*

40 - 55 CAG - prejav ochorenia je viditelny okolo 40
roku zivota? 26

2 60 CAG - prejavy zacinaju uz v detstve?

Formy Huntingtonovej choroby

Klasickd - zacina obycajne medzi 35 — 50 rokom Zivota
(cca 90 % vsetkych pripadov)

Juvenilna - zaciatok do 20 roku Zivota (cca 5 %)
Forma s neskorym zaciatkom - zaciatok po 60 roku zi-
vota (cca 5 %)

Klasicka forma

Prvé priznaky sa objavuju medzi 35 — 50 rokom Zi-
vota. Pociato¢né problémy st nespecifické — poruchy
chovania, zmeny povahy, mézu sa vyskytnat casté
depresivne stavy. V neskorSsom S$tddiu sa prejavi de-
mencia. V zaciato¢nom Stadiu sa objavuji mimovolné
pohyby a porucha cielenych pohybov. V neskorSsom
Stadiu dochadza k neistote pri chédzi, porucham rei,
taktieZ moze nastat problém s prehltanim, ¢o vyusti
k naslednej kachekcii. V pokroc¢ilom stadiu ubudne mi-
movolnych pohybov. Priebeh choroby je individualny,
ale v priemere pacient v priebehu 15 rokov sa stava
zavislym na starostlivosti okolia. Umiera v nezadrzatel-
nom marazme, ku ktorému sa véacsinou pric¢leni infek-
cia a iné druhotné komplikacie? 27,
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Juvenilna forma

Zacina pred 20. rokom Zivota. Jej prevalencia je pri-
blizne 5%? z celkového poctu vsetkych pacientov
postihnutych Huntingtonovou chorobou. Dokonca
sa moze stat, Ze sa choroba prejavi pred 10 rokom
(0,5 - 1 9% vietkych pripadov). Typicky zaciato¢ny prejav
je nezvladanie Skolskych aktivit (d6sledok kognitivnej
poruchy a motorického spomalenia)?. Jasnym prizna-
kom je dyskoordinacia pohybu. Pozorujeme poruchy
spravania sa — vybuchy zlosti, agresivitu, antisocialne
spravanie?. Rigidita, dystonia a hypokinéza su hlavnou
pricinou rychle progredujticej poruchy stability a chéd-
ze. Mimovolné pohyby sa obvykle neobjavia. Asi u 30 %
postihnutych jedincov sa objavia epileptické zachva-
ty?® 30, Dochadza k porucham prehitania a vyslovnosti.
Rychla progresia vedie k demencii a k nesamostatnosti,
Uplna zavislost na starostlivosti okolia®°.

Forma s oneskorenym zaciatkom

Prevalencia je okolo 5 %. Jej prvotné priznaky sa za-
¢nu objavovat okolo 60. roku Zivota. Velmi vynimo¢né
je pozorovanie prvych priznakov az po dovi$eni sedem-
desiatky. Tato forma ma pomaly priebeh, a pacienti sa
dozivaju bezného priemerného veku zdravej populacie.
Hlavnym priznakom st mimovolné pohyby. Obycajne
nespdsobuju zavainé postihnutie zdkladnych dennych
aktivit a pacienti si po motorickej stranke sebestacny.
Vyraznej demencii oby¢ajne neddjde>'.

Terapeutickeé principy génovej terapie
neurodegenerativnych chordb

ASOs- antisense ollgonucleotldes

Principom ASOs je vyuzitie ssDNA o dizke 18 — 30
baz, ktoré st uréené k cielenej degradacii pomo-
cou komplementarnej mRNA. Ciel — zabranit expresii
mRNA koédujlticej protein. Hybridizuji so Specifickou
oblastou cielovej mRNA za vzniku stabilného komplexu
DNA-RNA, ktory je nasledne stiepeni RNazou32. Degra-
dovana mRNA potom nemdze byt podrobena transla-
cii. Ako nahle je ASOs opét volné, je schopné znovu
sa naviazat a cely proces sa zopakuje. Nevyhodou je
l[ahka degradacia endo a exonuklazami v bunke este
pred naviazanim na mRNA. Stratégia — cielené znize-
nie hladiny mutantného proteinu, ¢im sa ovplyvni feno-
typ. V Londyne a v Kanade boli v septembri 2015 prvy-
krat pouzité ASO na liecbu Huntingtonovej choroby?3:.

mRNA

Chorobny protein
Translacia .

—»

Transkripcia

Génova terapia pomocou ASO

‘ Transknpcm
ASO (

Obr. 2: Génova terapia pomocou ASO

proteinu

Na lie¢bu bol pouzity IONIS-HTT. Ide o 20-nucleotido-
vl sekvenciu obsahujicu nepriepustné atomy kyslika
na fosfatovej kostre**. IONIS-HTT uspesne redukoval
expresiu mutantnej HTT alel aj wild-type HTT ale-
ly. V roku 2015 bola pouzitda na principe ASO lie¢cba
Nusinersen na potlacenie prejavov ALS choroby.
(Obr. 2)

RNA interferencia (RNAI)

Dalsim spédsobom umléania génovej expresie je RNA
interferencia. U organizmov chréani bunky pred napad—
nutim virusom. Poas vyvoja organizmu reguluje géno-
VG expresiu. Dizka RNA je 21 - 28 nukleotidov. Podla
povodu rozliSujeme siRNA a mikroRNA. Medzi velmi
prospesné supresivne Gcinky timenia RNA v génove;j te-
rapii patri degradacia mRNA, transla¢na represia, tvorba
represivneho chromatinu. Termin RNAi bol vytvoreny
pre sekve¢nt degradaciu mRNA z dlhej dvojretazcovej
dsRNA3%, RNAi mozeme rozdelit do troch krokov.

1. stiepenie dlhej dsRNA pomocou DICER,

2. naviazanie malych RNA na efektorovy komplex na-
zyvany RISC

3. rozpoznavanie a Stiepenie RNA pomocou RISC (RNA-
-induced silencing complex).

SiRNA

Do bunky ju zavadzame z terapeutickych dévodov.
Jej najdolezitejSou schopnostou je 3pecificky stiepit
cielent mRNA nielen v cytoplazme, ale jej aktivita bola
zistend aj v jadre’®. Molekuly siRNA vznikaju pomocou
enzymu DICER (priblizne 200 kDa velké RNaza I11), kto-
ry Stiepy dlht dsRNA*. Po rozstiepeni a rozpleteni je
odstranené protizmyslové vlakno, a vytvori sa umlco-
vaci komplex indukovany RNA (RISC)%*. Ulohou RISCu
je v cytoplazme vyhladat cielovii mRNA a dokonale sa
s flou sparovat. Po sparovani je RISC uvolneny. (Obr. 3)

miRNA — mikroRNA

Ide o nekddujucu RNA, bezne sa vyskytujicu v bun-
ke, ktora hra délezitu ulohu v regulacii bunkovych funk-
cii. Porucha regulacie miRNA ma vplyv na velky pocet
[udskych ochoreni®.

dsRNA replikdcia prekurzor miRNA
dusu
= e

:l l

o

RITS RISC
7 1

Raném

ona 1L TIT %RM 5

DNAhistdn matytdcia

Efettorovy komplex: RISC

mRNA

T Ir 3

mMRNA dagradicia translaény blok

Obr. 3: RNA interferencia
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Cas9

Cas9

sgRNA

pCRISPR-Cas9

P DNA DSB

Spacer PAM

1 Oprava dvaojretazeovyeh zlomov

pCRISPR-Cas9
with editing template

sgRNA

NHEJ - nehomologicka oprava dvojretazovych
Zlomov

DNA DSB - dvojretazové zlomy v DNA

WT Geném

Nekompletna NHEJ NHEJ

Homologna riadenna oprava

Obr. 4: CRISPR/Cas9, DNA editacia

Mechanizmus pdsobenie miRNA

1.V jadre bunky sa najprv miRNA prepise RNA polyme-
razou do pri-miRNA, ktora sa sklada do vlasenky“> 4.

2. Vlasenka vstupi do komplexu s endonukleazou
Drosha a vznika prekurzor miRNA (pre-miRNA)*2.

3.V cytoplazme je pre-miRNA Stiepena pomocou enzy-
mu DICER na 21 nukleotidovy duplex miRNA.

4. Po odstraneni zmyslového vlakna sa vytvori RISC.
Pretoze RISC sa péruje nedokonalo, tak nedochadza
degradacii mRNA, ale len k inhibicii proteosyntézy.

CRISPR/Cas9, DNA editacia

CRISPR (Clustred Regularly Interspaced Short Pa-
lindromatic Repeats). Ide o 21 — 37 nukleotidov dlhé,
pravidelne sa opakujice palindromatické repetice.
Tieto repeticie s prerusované nerepetivnymi sekven-
ciami (medzernikmi - spacery) o priblizne rovnakej
dlzke ako su repeticie. Sucastou CRISPR lokusov su
CAS gény (CRISPR Associated). Tieto gény obklopuju
repeticie a medzerniky®.

Mechanizmus pésobenia CRISPR

Repeticie — spacerové Useky su prepisané ako dlhy
prekurzor, ktory sa nasledne spractiva na maly crRNAs,
ktory urcuje cielovi sekvenciu (protospacer). Tieto
cielové sekvencie su nasledne stiepené Cas9 protei-
nom (nukledza v CRISPR systéme). CRISPR spacery
su potom pouZzité k rozpoznaniu a umlcaniu exogén-
nych genetickych elementov na trovni DNA. Aby do-
Slo k stiepeniu, je potrebny trojnukleotidovy sekvecny
motiv (NGG) na konci 3'cielovej oblasti. Je znamy ako
protospacer - susediaci motiv — PAM. PAM je pritom-
ny v cielovej DNA (nie v crRNA, ktord ju rozpoznava).
Po naviazani k cielovej sekvencii Cas9 indikuje Specific-
ky dvojvlaknovy zlom. Nasleduje stiepenie DNA, zlom je
opraveny prostrednictvom bunkovych repara¢nych me-
chanizmov. Bud je to NHEJ — nehomologné spojovanie
koncov alebo je to HDR — homologné riadena oprava.
Pomocou CRISPR-Cas9 systému mozZeme uskutocnit

Upraveny geném

editaciu genému, inhibiciu a aktivaciu — CRISPR in-
terferencia*’. V roku 2017 bola tdto metdda Uspesne
testovand na modely mysi pre Huntingtonovu choro-
bu*. (Obr. 4)

Liecba neurodegenerativnych ochoreni
génovou terapiou

ALS

Prva klinicka lietba ALS, génovou terapiou bola vy-
konand 23. 12. 2016 v USA. Nazyvala sa Nusinersen.
Jej principom bolo ASO?. Co je délefité pre ochorenia
postihujuce nervovy systém, ASO sa Siroko distribuu-
ju, ked sa vstreknti do cerebrospinélnej tekutiny (CSF).
Nusinersen bol lumbalnou punkciou priamo podany
do CSFE. Utinnou latkou bol 2-metoxyetyl modifikova-
ny ASOm komplementérne k ISS-N1 nachadzajiicom
sa v intréne 7 pre-mRNA SMN2. Specificka hybrydiza-
cia ASO/pre-mRNA obmedzuje chybny zostrih exénu 7,
¢im sa zvySuje mnozstvo funkéného SMNa vytvoreného
SMN2. V predklinickej testovani, velmi dobré vysled-
ky dosahuje AVXS-101 (a.k.a. scAAV9.CB.SMN a Cha-
riSMA), ktord dodava gén SMNT1 s pouzitim nereplikuju-
ceho sa samokomplementarneho adeno-asociovaného
virusu sérotypu 9 (scAAV9)*. Hlavnou vyhodou tejto
terapie nad nusinersenom je to, ze AAV9 mozZe pre-
krocit hematoecefalicki membranu a tym umoznuje
intravendzne podanie®-*. Dalsia uspesna predklinicka
studia bola robena na mysiach. Ako vektor bol pouzity
adeno-asociovany virus. V iom bol vloZeny antisense
exon AAV10-U7-hSOD. Podavanie tohto vektoru zvysilo
preZitie injektovanych mysi, zabranilo strate hmotnosti
a poklesu neuromuskularnych funkcii®.

Parkinsonova choroba

V stcasnej dobe prebiehaju predklinické studie. Na-
jcastejSie ako vektor sa pouziva AAV (adenoasociova-
ny virus) preto, lebo nevyvolava zépalovi odpoved”'.
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Pomocou tohto vektoru sa dodavaju gény, ako je ky-
selina glutdmova (GAD), dekarboxylaza aromatickych
aminokyselin a neurotroficky faktor GDNF. Aby tieto
vektory s génmi dokazali prekonat hematoencefalitc-
ki membranu je pouzity ultrazvuks2. Stadia Feia, uka-
zala Ze intradermalna injekcia neurotrofického faktora
odvodeného z mesencefalického astrocytu (MANF-me-
sencephalic astrocyte-derived neurotrophic factor)
poskytuje neuroprotektivne tc¢inky na modely Parkinso-
novej choroby u potkanov. Na dodanie fudského génu
hMANF bol pouzity vektor AAV9. Transfer génu podpo-
ril prezitie dopaminergnych neurdénov, regeneraciu
striatalnych vlakien a zvysil hladiny striatalneho do-
paminu®. Pri pouZiti adeno-asociovanych virusovych
sérotypov 2 (AAV2) vektorov poskytovanie génu CDNF
do striata poskytlo neuroprotektivne tcinky na potka-
rnom modely Parkinsonovej choroby>* 5>,

Alzhaimerova choroba

Zatial prebiehaju predklinické stidie na hlodavcoch.
He a kolektiv studoval dodanie AAV9 nestcich zeleny
fluorescen¢ny protein a CIP mysiam s Alzhaimerovou
chorobou (CDK 5 (cyklin dependentna kinaza 5) inhi-
bi¢ny peptid, ktory slektivne inhibuje aktivitu aberat-
nej CDK 5 ¢im zniZuje patologické zmeny a zabrariuje
atrofii mozgu) (AAV9 —GFP-CIP) do mozgovych bu-
niek prostrednictvom intracerebroventrikulérnej infuzie
v amyloidnom prekurzorovom proteine. Tri mesiace
tejto liecby redukovali patologické zmeny ako hyperfo-
sforylécia, bielkovinové depozicie, astrocytéza a mikro-
gliéza. Nasledne doslo k zlepSeniu paméti, a k znizeniu
prejavov Uzkosti*. Vyradenim Cdk5 z hipokampu sa
zaoberal Castro. Poutzil injekciu vlasenkovej mikroR-
NA proti CDK5 (ShCDK5miR). Tato lie¢ba predstavuje
slubnt stratégiu na liecbu Alzhaimerovej choroby.
Vyrazne zabranuje dysfunkcii priestorovej paméti’.
Shukla a kolektiv aplikoval lie¢bu na modely mysi po-
mocou TFP5. TFP5 je modifikovany skrateny 24-aa
peptid odvodeny z CDK5 aktivator p35. Ma schopnost
preniknut cez hematoencefalickt bariéru po intraperi-
tonealnych injekciach. Inhibuje abnormaélnu hyperak-
tivitu CDK5 a vyrazne zniZuje patoldgiu Alzhaimerovej
choroby. Aplikacia TFP 5 mySiam vyrazne potlacila pa-

tologické prejavy choroby. Jej nevyhodou je opakované
podavanie injekcie pre dlhodobu liecbu®®.

Huntingtonova choroba

V génovej terapii Huntingtonovej choroby sa naj-
Castejsie vyuzivaju ASO (antisense oligonukleotidy),
mRNA interferencia, zink-fingers a CRISPR-Cas9 met6-
dy. Ich dlohou je znizenie trankripcie mutovanej DNA.
Znizenie HTT pomocou ASO bolo uspesné na zviera-
cich modeloch®. V septembri 2015 bola prvykrat poda-
na pacientom terapia IONIS-HTTRx zaloZena na prin-
cipe ASO*. Experimenty na mysiach dokazali znizenie
expresie HTT a expresie proteinu asi o dve tretiny.
Taktiez na zvieracich modeloch HCH boli uspesné
pristupy na principe siRNA*. Stiles a kolektiv pouzil
infizne podanie siRNA bez virusového vektora do pu-
tamenu primatov. Dosiahol supresie HTT na celom
striate®®. Holandska firma Uniqure v predklinickych
liecbach vyuziva RNA interferenciu za pouzitia mikro
RNA (miRNA) a ako vektor je pouzity AAV5°®'. Vdaka
experimentom na Libéchovskom miniprasa¢om ziskala
v januari 2019 povolenie ku klinickym Stadiam.

Terapie zamerané na DNA zahriiuju Zinc-fingers
a CRISPR-Cas9. Obe metdédy dosahuju udspechy.
CRISPR-Cas9 bola v r. 2017 UspeSne testovana
na my3acom modely HCH. Doslo k zmierneniu pato-
légie, zlepseniu motorickych funkcii a predlzeniu pre-
Zitia®3.

Zaver:

V predloZenej praci som opisala zakladné neurode-
generativne ochorenia so zdkladnymi principmi géno-
vej terapie. Opisujem nedavne molekularne pristupy,
ktoré boli pouZité ako predklinické Stidie génovej tera-
pie neurodegenerativnych chordb. Tieto pristupy vedu
k zniZeniu toxickej mRNA, po ktorej nasleduje zniZenie
mutovaného proteinu, ale taktiez moze ist o dodanie
chybajuiceho alebo defektne fungujiceho génu ¢i jeho
oprave.
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Tab I1: Zoznam génovych terapii pre Huntingtonovu chorobu.

Génové terapie Huntingtonovej choroby

| Aelovaselekiiita

Pre-mRNA degradacia

nie je

nie je lonis Pharmaceuticals

Pre-mRNA degradacia

SNP - cielené

nie je

Wave Life Sciences

Pre-mRNA degradacia

CAG repeticie

Biomarin

Skriningovy program

neznama

mRNA degradacia nie je AAV2 Spark
mRNA degradacia nie je AAV1 Voyager
mRNA degradacia nie je Uniqure

nie je

CHDI Foundation

Ro¢nik 29

77

Bioprospect ¢. 3/2019



Referencie:

1.

8.
9.

Ramaswamy S, McBride JL, Kordower JH: ILAR J. 48,
356 (2007).

. Morton AJ, Howland DS: J. Huntingtons., DiS. 2, 3

(2013).

. Baxa M, Hruska-Plochan M, Juhas S, et al.: J. Hun-

tingtons., DiS. 2, 47 (2013).
Li X-J, Li S: J. Genet. Genomics 39:, 239 (2012).

. Costantini F, Chada K, Magram J: Science 233, 1192

(1986).

. Blaese RM, Culver KW, Miller AD, et al.: Science 270,

475 (1995).

Finkel RS, Chiriboga CA, Vajsar J, et al.: Lancet 388,
3017 (2016).

Horacek Jifi ML: 78th ed. Vesmir; 1999.

Tosolini AP, Sleigh JN: Front. Mol. Neurosci. 10, 405
(2017).

32.

33.

34,

35.

36.

37.

38.
39.

40.

Dash P, Lotan I, Knapp M, et al.: Proc. Natl. Acad. Sci.
U. S. A 84,7896 (1987).

Bennett CF, Swayze EE: Annu. Rev. Pharmacol. Toxi-
col. 50, 259 (2010).

Wild EJ, Tabrizi SJ: Lancet. Neurol. 16, 837 (2017).
Nejepinska J, Flemr M, Svoboda P: In: Regulatory
RNAs. Berlin, Heidelberg: Springer Berlin Heidel-
berg; 2012. p. 111-149.

Robb GB, Brown KM, Khurana J, et al.: Nat. Struct.
Mol. Biol. 12, 133 (2005).

Jaskiewicz L, Filipowicz W: Curr. Top. Microbiol.
Immunol. 320, 77 (2008).

Carthew RW, Sontheimer EJ: Cell 136, 642 (2009).
Lu M, Zhang Q, Deng M, et al.: PLoS One 3, e3420
(2008).

Cai X, Hagedorn CH, Cullen BR: RNA 10, 1957
(2004).

10. Nevsimalova S, Tichy J, RuZicka E: Galen 2002. -
11. Goetz CG, MD Consult LLC.: Saunders Elsevier 2007. 41. Lee Y, Kim M, Han J, et al.: EMBO J. 23, 4051 (2004).
12. Ambler Z, Univerzita Karlova.: Galen 2006. 42.LeeY, Ahn C, Han ), etal.: thure 425, 415 (2003).
13. Al-Chalabi A, van den Berg LH, Veldink J: Nat. Rev, ~ 43- Haft oy SelengutJ, Mongodin EF, et al: PLoS Com-
Neurol. 13, 96 (2017). p ”ti.B ot 1,Ie60 (2(;05)i1 _ od
14. Lang AE, Lozano AM: N. Engl. J. Med. 339, 1044 44. Mali |; Esvelt KM, Church GM: Nat. Methoas 10, 957
(1998). (2013).
15. Lang AE: Neurology 68, 948 (2007). 45.Yang S, Chang R, Yang H, et al.: J. Clin. Invest. 127,
i , 2719 (2017).
16. http://www.spolecnost-parkinson.cz/res/ 46. Mulcahv P1. Iremonger K. Karvka E. et al: Hum
/data/038/004042.pdf. Accessed May 8, 2019. -uicany ', fremonger §, Raryka &, €t al: fum.
17. Robbins SL (Stanley L, Kumar V, Cotran RS: Saun- Gene Ther. 25, 575 (2014).
) . ! ! ’ 47. Duque SI, Arnold WD, Odermatt P, et al.: Ann. Neu-
ders/Elsevier; 2010. rol. 77, 399 (2015)
18. Y;837R’ Corey-Bloom J: Semin. Neurol. 27, 032 48. Foust KD, Nurre E, Montgomery CL, et al.: Nat. Bio-
19 (B d 4 AE, Sol PR, P ded by: Budson AE: technol. 27, 59 (2009).
.Pu St(')nl ’ o;)monzo],z receeded by- Budson At 49. Samaranch L, Salegio EA, San Sebastian W, et al.:
R’ a;’cj" ’_’eg’ Ok",gy' o ks oai Hum. Gene Ther. 23, 382 (2012).
20. Rot _-an- teskad a slovenska neurologie a neu- 50. Biferi MG, Cohen-Tannoudji M, Cappelletto A, et al.:
rochirurgie 2, 107 (2010). Mol. Ther. 25, 2038 (2017).
21. Gusella JF, Wexler NS, Conneally PM, et al.: Nature 51. Kaplitt MG, Feigin A, Tang C, et al. Lancet 369, 2097
22. Gusella JF, Persichetti F MacDonald ME: Mol. Med. 52. Fan C-H, Lin C-Y, Liu H-L, et al.: /. Control. Release
3, 238 (1997). 261, 246 (2017).
23. Walker FO: Lancet (London, England) 369, 218 53. Yang F, Wolk A, Hakansson N, et al.: Mov. Disord. 32,
(2007). 1631 (2017).
24. Rubinsztein DC, Leggo J, Coles R, et al.. Am. J. Hum. 54. Béck S, Perdnen J, Galli E, et al.: Brain Behav. 3, 75
Genet 59, 16 (1996). (2013).
25. Montoya A, Price BH, Menear M, et al.: J. Psychiatry 55 Ren X, Zhang T, Gong X, et al.: Exp. Neurol. 248, 148
Neurosci. 31, 21 (2006). (2013).
26. de Die-Smulders CEM, de Wert GMWR, Liebaers 56.He Y, Pan S, Xu M, et al.: FASEB J. 31, 3383 (2017).
l, et al.: Hum. Reprod. 19, 304 (2013). 57. Castro-Alvarez JF, Uribe-Arias SA, Kosik KS, et al.:
27. Zelend Véra, Fanfrdlova Zuzana RI: Neurologie pro Front. Aging Neurosci. 6 (2014).
praxi 10(1), 50 (2009). 58. Shukla V, Zheng Y-L, Mishra SK, et al.: FASEB J. 27,
28. Rasmussen A, Macias R, Yescas P et al.: Neuro- 174 (2013).
pediatrics 31, 190 (2000). 59. Keiser MS, Kordasiewicz HB, McBride JL: Hum. Mol.
29. Ribai P Nguyen K, Hahn-Barma V, et al.: Arch. Neu- Genet. 25, R53 (2016).
rol. 64, 813 (2007). 60. Stiles DK, Zhang Z, Ge P, et al.: Exp. Neurol. 233,
30. Siesling S, Vegter-van der Vlis M, Roos RA: Pediatr. 463 (2012).
Neurol. 17, 37 (1997). 61. Evers MM, Miniarikova J, Juhas S, et al.: Mol. Thera-
31. Lipe H, Bird T: J. Neurol. Sci. 276, 159 (2009). py 26(9), 2163 (2018).
Bioprospect ¢. 3/2019 78 Ro¢nik 29



Suahrn:

BoZena Levinska: Od zvieracich modelov neurodegenerativnych choréb ku génovym terapiam ludskych neurodegenerativ-
nych ochoreni

Pokial sa ma vyvinut Gi€inna liecba, je potrebné poznat nie len pri¢inu choroby ale aj celkovt patofyziologiu choroby. Na dékladne prestu-
dovanie patofyziologickych zmien ndm sltzia zvieracie modely chordb. Tie sa zaroven mozu vyuzit ako modelové organizmy na skdsanie
potenciélnej terapie. Mnoho neurodegenerativnych choréb patri doposial k nevyliecitelnym chorobam. U tychto choréb sa zatial po-
tlacaju len priznaky, ale k vylie¢eniu nedochadza. V dnednej dobe prebieha niekolko predklinickych studii génovej terapii, ktoré by mohli
okrem potlacenia priznakov chorobu spomalit, dokonca i zastavit, a to znizenim tvorby toxickej mRNA a znizenim mutovaného proteinu,
¢i nahradenim poskodeného génu. Pozitivne vysledky génovej terapie na zvieracich modeloch, davaju velkt nadej pre pacientov, ktory
trpia ,zatial” nevyliecitelnym neurodegenerativnym ochorenim.

Kltcoveé slova: Zvieracie modely, neurodegenerativne ochorenia, génova terapia

Sumary:

Boienary Levinska: From Animal Models of Neurodegenerative Diseases to Gene Therapy of Human Neurodegenerative
Diseases

If an effective treatment is to be invented, it is necessary to know not only the cause of the disease but also the overall pathophysiology
of the disease. Animal models of disease can serve for a thorough study of pathophysiological changes and at the same time they can
be used as model organisms for testing potential therapy. Many neurodegenerative diseases have no cure so far, just therapy that can
suppress symptoms. Nowadays, several preclinical gene therapy studies are ongoing that could, in addition to suppressing symptoms,
slow the disease, or even stop it, by reducing the formation of toxic mRNA and reducing the mutated protein, or replacing the damaged
gene. Positive results of gene therapy in animal models give a great hope to patients who are suffering from “yet” incurable neurode-
generative disease.

Keywords: animal models, neurodegenerative diseases, gene therapy
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