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UVODEM
Vazeni pratelé,

jak jsme Vas jiz informovali v minulém ¢isle Biopro-
spectu, v plném proudu jsou pfipravy na dalsi mezina-
rodni biotechnologické symposium Biotech2020, které
pfipravujeme v tésné spolupraci s VSCHT a 3vycarsky-
mi partnery. Symposium se uskutecni v rekonstruova-
né budové B VSCHT od 17 do 20. 6. 2020. V nejblizsi
dobé se nejduleZitéjsi informace objevi na webovych
strankach www.biotech2020.cz. Pfipravujeme téz in-
formaci o aktualnim pribéhu pfipravy symposia na Fa-
cebooku a Instagramu s moznosti prokliku na webové
stranky symposia, kde zajemci ziskaji vSechny potiebné
informace. Budeme velice radi, kdyz se pfipravovaného
symposia zUcastnite a zejména kdyz budete o jeho ko-
nani informovovat Vase partnery a zndmé, predevsim
v zahrani¢i. Uvitame rovnéz, kdyz pfi Vasich vyjezdech
do zahranici, zejména na rdzné konference, vezmete
s sebou propagacni letaky, které Vam radi poskytneme
(informace na adrese: info@biotech2020.cz). Vsichni,
ktefi se predchozich symposii ztcastnili, mohou potvr-
dit jejich vysokou odbornou uroven, perfektni prostie-
di, nadstandartni stravovani sponzorované vybranymi
potravinaiskymi podniky, skvély socialni program, moz-
nost publikace ve vybranych periodikach, pfileZitost
navstivit pamétihodnosti Prahy a jejiho okoli a zejména
nizky registracni poplatek ve srovnani s jinymi podob-
nymi zahrani¢nimi akcemi.

Jako vidy v nasich uvodnicich si i tentokréat pfipo-
meneme néjaké vyroci. V r. 2008 National Institute
of Health (NIH) zahgjil Human Microbiome Project
(HMP) ve snaze charakterizovat jeho tlohu ve zdravi
a nemoci. Prvni ¢ast projektu byla uzaviena v r. 2012,
druha ¢ast pak po 10 letech a publikovana 29. 5. 2019.
Diky rychlému pokroku v sekvenacnich technologiich
se podafilo ziskat mnozstvi idaji o mikrobiélni di-
versité v rlznych castech lidského téla u zdravych, ale

i nemocnych lidi. Projekt se zaméfil na zénéty stiev,
pocatek diabetu 2 typu a pifedcasné porody. Tyto 3 ob-
lasti patfi mezi priority vyzkumu NIH pro pfistich 10 let.
Snahou je pokrok v oblasti diagnosy, prevence a léceni
zminénych chorob. Uvedené informace byly publiko-
vany v ¢asopisech Nature a Nature Medicine. Pro jed-
noduchost doporucuji ¢lanek ,Finding diversity in the
microbiome” (Nature medicine 25, 863, 2019), kde Ize
nalézt i odkazy na zminéné NIH zpravy. Mikrobiom je
termin velmi Siroky a tyka se nejen ¢lovéka, ale pocho-
pitelné i ostatnich organismd, které maji své mikro-
biomy. Obecné se da fici, Ze lidsky mikrobiom je spo-
lec¢enstvi bakterii, plisni a vir(, které osidlily jednotlivé
¢asti lidského téla (stieva, kiizi, dasné, zuby, genitalie,
jednotlivé organy, atd.). Uvadi se, zZe lidské télo osidluje
asi 100 triliond bakterii a dalSich mikroorganismu. Né-
kdy se mikrobiom také definuje jako souhrn genoma
bakterii a dalSich mikroorganismd, které osidlily urcité-
ho jedince nebo jeho ¢ast.

Moznosti ,genetické editace” lidské DNA jsou sice
lakavé, ale evidentné velice nebezpecné, nebot nikdy
nelze zarudit, Ze odstranénim cilené vady nevzniknou
zaroven jiné neocekavané vady. Tyto obavy potvrdi-
la snaha cinského védce Che Tien-kchuej-e, ktery se
pokusil dodat nékolika détem imunitu vaci viru HIV,
ale soucasné jim vlozil mutaci predikujici kratsi Zivot.
Vétsina védcl podobné zakroky proto striktné odmita
(napf. Technicky tydenik 11, 2019, str. 12).

Pfejeme Vam pfijemné proziti léta, krasné dovo-
lené, odpocinek a ziskani novych sil do dalsi prace.
Tésime s Vami na shledani nad pfistim cislem naseho
Bioprospectu.

Srdecné Vas zdravi
Jan Kas a Petra Lipovova
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ZIVOTNi JUBILEUM PROFESORA JANA KASE

V poslednich dnech kvétna tohoto roku se
prof. Ing. Jan Kas, DrCs. dozil 85 let. Hned na tomto
misté dodavam, Ze se jich doZil v obdivuhodné své-
Zesti a ve velice aktivnim pfistupu k Zivotu. Pfi této
piilezitosti jsem vyhledala soupis jeho minulych akti-
vit a funkci a soucasné i ocenéni a vyznamenani, ktera
za jejich plnéni obdrzel. Znovu mé udivilo, co vSech-
no dokazal zvladnout, ale zejména mé piekvapilo, ze
pokud je mi znamo, ve viech téchto funkcich dosud
aktivné pokracuje. Na tomto misté bych se ale chtéla
zaméfit na moje vlastni vzpominky, protoze s pro. Ka-
Sem jsme kolegové témér 60 let.

Prof Kas (tehdy inZenyr) pfisel na Katedru biolo-
gickych véd (dnes Ustav biochemie a mikrobiologie)
VSCHT po étyfleté praxi v potravindfském pramyslu
na kandidaturu (dnes postgradualni doktorské stu-
dium). Jak vyznamna pro jeho praci byla jeho praxe
v priimysluy, jiz prosel, se ukazalo v pfistich letech. Mél
velmi dobré kontakty s pracovniky z praxe a umél cit-
livé vybirat témata spoluprace pro jednotlivd odvétvi
potravinaiského préimyslu.

Pfesto, Ze prvni léta na VSCHT byl z dnesniho po-
hledu vlastné student, byl od pocatku uznavan jako
plnohodnotny pracovnik katedry pro obor Biochemie.
Dluzno podotknout, ze v té dobé kromé kolegy Kase
v oboru biochemie byli jen 3 dalSi pracovnici, a to ve-
douci doc. (pozdgji profesor) Sicho, jedna asistentka
(ja) a jedna laborantka. Kolega Kas i ja jsme prosli tvr-
dou pfipravou prof. Sicha na plnohodnotné prednéase-
jici pfedmétu Biochemie. Zcela na starosti jsme také
méli tehdy dvousemestralni vyuku studentd v labora-
tofich biochemie, které jsme ovsem museli od zakladt
vybudovat. Uz tehdy se ukézaly prednosti mého kolegy
Vv praxi.

Ackoliv jsme spolu nikdy nepracovali na spole¢ném
védeckém projektu, nase pedagogické aktivity byly veli-
ce propojené. K biochemickym laboratofim, které pod-
le nasi koncepce, i kdyz zmodernizované a doplnéné,
probihaji dosud, pfibyly dalsi teoretické i laboratorni
predméty. Prof. K&s, poté co prosel dalSimi funkcemi
na ustavu, se stal prodékanem pro védu na Fakul-
té potravinaiské a biochemické technologie, VSCHT
a pozdéji i vedoucim Ustavu biochemie a mikrobiolo-
gie. Jesté pied tim vSak navrhl a zorganizoval systém
védeckych skupin na tomto ustavuy, z nichz kazda méla
sv(j program, za néjz odpovidal vedouci skupiny. Ten-
to organizacni krok se ukéazal jako velice Uspésny, ved|

k zintenzivnéni védecké prace Gstavu a efektivné fun-
guje dodnes.

Toto obdobi (1994 - 2000) bylo pro Ustav biochemie
a mikrobiologie velice Stastné a plodné; prof. Kas vyuzil
vSech svych kontakt(i se zahrani¢nimi spolupracovniky
pro zisk fady velice vyznamnych mezinarodnich grant,
zejména grantd TEMPUS, v nichz byly zapojeny univer-
sity z Némecka, Anglie, Francie, Danska a Spanélska.
Ty byly dileZité nejen svym védeckym pfinosem, ale
i po finan¢ni strance, nebot umoznily vybavit Gstav fi-
nan¢né nakladnymi modernimi pfistroji, ale snad dle-
Zitéjsi byl i respekt, ktery si prof. Kas a s nim cely tstav
ziskal na mezinarodnim poli a ktery mu vynesl fadu dal-
Sich pfilezitosti a pozdéji i uznani a ocenéni.

Toto byla vzpominka z mého pohledu na doby minu-
Ié. Co ovSem je obzvlasté obdivuhodné z mého dnes-
niho pohledu je to, Zze je neustale aktivnim ¢lenem
Ustavu a ma na starosti (a fadné plni) nékteré funkce,
napf. pfedseda oborové rady Biochemie na VSCHT.
Z toho plyne povinnost sledovat postgraduélni studen-
ty Biochemie od pfijimacich pohovorl az po jejich ob-
hajoby diserta¢ni prace. Také obdivuji jeho schopnost
sledovat fadu smérl ve vyvoji jeho védeckého oboru
a informovat o ném i své mladsi kolegy.

Profesor Kas byl také hlavnim inicidtorem vzniku
Biotechnologické spole¢nosti. On a jeho nékolik nad-
Senych spolupracovnikti doved| v kratké dobé tuto
spole¢nost mezi velice respektované spolecnosti v Ev-
ropské federaci biotechnologickych spole¢nosti. Sou-
¢asné mél zasadni podil na zahdjeni existence caso-
pisu Bioprospekt. Za jeden z nejvyznamnéjsich pocint
v této oblasti ja povazuji jeho myslenku spolec¢nych
biotechnologickych symposii ve spolupraci se Svycar-
skou firmou Lonza, ktera se realizovala formou Cesko-
-Svycarskych biotechnologickych symposii. Téchto sym-
posii se konalo jiz 7 a nyni se pfipravuje dalsi, jiZ osmé
Cesko-3vycarské symposium BioTech 2020. Nedovedu
si predstavit, jak mize nékdo jeho véku takovou zatéz
Uspésné zvladnout. Ale on to dokazuje. A to svéd¢i ne-
jen o sile a energii, ale i o vyzna¢né schopnosti vybrat
aktualni témata, ale i nadsené spolupracovniky.

Do dalsich let mu tedy pfeji, aby byl zdrav a jesté
dlouho si, i pro nas prospéch, uchoval svou silu a nad-
Seni.

Blanka Krélova
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ODBORNE PRISPEVKY

3D BUNECNE SFEROIDY JAKO MODELY SOLIDNICH

NADORU

Lenka Barchankova, Alzbeta Magdolenova, Miroslav Hajek
Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v. v. i.; lenka.pohlova@uochb.cas.cz

Uvod

Nejjednodussi modely nadorového onemocnéni
predstavuji bunécné linie odvozené z lidskych a zvife-
cich nadord kultivované jako monovrstvy nebo suspen-
ze v mediu. Tyto tzv. 2D kultury reprezentuji finan¢né
dostupny a experimentdlné dobfe zavedeny model.
2D usporadani ma vsak i fadu nevyhod — bunky adhe-
ruji k povrchu kultiva¢niho plastiku a jejich vzajemné
kontakty jsou zna¢né omezeny, dale chybi pfitomnost
metabolickych gradientl a interakci mezi burnkami
a extracelularni matrix (ECM). Potieba fyziologicky re-
levantnéjsiho biologického modelu jako mezi¢lanku
mezi 2D kulturami a modelovymi zvifecimi organismy
je proto stale vyssi, a to zejména z dvodu velmi malé
Uspésnosti potencialnich protinddorovych léciv v pra-
béhu preklinickych a klinickych testq, ktera je zapficiné-
na pfedevsim nedostate¢nou klinickou G¢innosti a ne-
pfijatelnou toxicitou'.

3D bunécné sféroidy predstavuji modelovy systém,
ktery vykazuje vlastnosti blizsi redlné situaci in vivo.
V tomto uspofadani se v ramci sféroidu tvofi gradienty
zivin, kysliku ¢i odpadnich metabolit(i a zaroveri je moz-
né uskutecnit kokultivaci riznych bunéénych typl nebo
zahrnout interakce s ECM. Pfirozenymi interakcemi pak
bunky ziskavaji morfologické a jiné bunéc¢né charak-
teristiky podobné tém v solidnich nédorech in vivo?.
To ¢ini trojrozmérné bunécné kultury vice prediktivni,
coz pfi vyvoji novych lé¢iv mize sniZovat riziko netspé-
chu v klinickych studiich a v kone¢ném dasledku i vysi
nakladd s vyvojem spojenych.

Zplusoby pripravy sféroidu

V soucasné dobé je pro studium nadord in vitro vy-
uzivano nékolik typd 3D modelovych systém, které
se od sebe lisi pfedevsim zdrojem bunék, kultivacnimi
postupy a aplikacemi. Pro vSechny plati, Ze se kultivu-
ji za podminek, které neumoziiuji adhezi ke kultiva¢-
nimu plastiku. Organotypické multicelulérni sféroidy
a organoidy odvozené z nadorl se pfipravuji fragmen-
taci a jemnou mechanickou disociaci nddorové tkanés.
Tumorosféry, pouzivané pro studium nadorovych kme-
novych bunék, mohou byt pfipraveny z nadorové tkané
nebo nékterych bunéénych linii*. Kultivuji se v mediu
bez séra obohaceném o specifické rlstové faktory.
Nejbéznéjsim typem 3D modell jsou multicelularni
nadorové sféroidy. Zdrojem bunék pro jejich pfipravu
jsou buné¢né linie bézné se vyskytujici ve vyzkumnych
laboratofich®. Proto bude nasledujici text zaméfen
na pfipravu a vyuZiti multicelularnich nadorovych sfé-
roidd.

S ohledem na nasledné vyufziti je mozné vybrat z fady
technik, kterymi Ize pfipravit vice ¢i méné sofistikova-

né 3D sféroidy od jednodussich uspofadani v podobé
spontannich agregatd jedné bunéc¢né linie po pokroci-
lejsi modely, které zahrnuji pfitomnost vice buné¢nych
typl (endotelialni buriky, fibroblasty, buriky imunitniho
systému) nebo extracelularni matrix ¢i jinéd bunécna le-
Seni' 46,

I. Metody nevyuzivajici bunécné leseni

Dalezitym parametrem pfi kultivaci sféroidd tim-
to zplsobem je vybér vhodné bunécné linie, ktera je
schopna tvofit kompaktni sféroidy’.

Buriky jsou kultivovany v prostfedi s omezenou moz-
nosti adherovat k povrchu, ¢imz jsou upfednostnény
mezibunéc¢né interakce a dochézi k pfirozené tvorbé
agregat(. Toho Ize docilit kultivaci sféroid( ve visici kap-
ce media nebo v povrchové upravenych kultiva¢nich
nadobach.

Technika visici kapky vyuziva k tvorbé sféroidd povr-
chového napéti kultiva¢niho media a gravitace®. Kap-
ka buné¢né suspenze v mediu se nanese na vnitini
stranu vicka kultivacni misky a po jeho pfevraceni se
na dné kapky vytvéfi shluk bunék — sféroid. VWyhodou
této metody je vysoka reprodukovatelnost a unifor-
mita velikosti buné¢nych agregatd, kterou lze ovlivnit
poctem vysazenych bunék®. Metoda je v3ak z hlediska
nasledné manipulace (vyména media, ovlivnéni tes-
tovanymi slou¢eninami) velmi nepraktickd. Naroc¢nost
nasledné manipulace Ize ¢aste¢né vyfesit pouZitim ko-
mercnich desti¢ek (hanging drop plates). Metodu visi-
ci kapky Ize také propojit s technikou michani', ktera
umoznuje kultivaci ve velkych objemech a snadnou
vyménu media"”, nezajistuje vSak uniformni velikost
sféroidl pfi tvorbé de novo.

Povrchové upraveny kultiva¢ni plastik Ize pfipravit v la-
boratofi potazenim napf. 1,5% agarosou nebo 0,5 %
poly-2-hydroxyethyl ~methakryldtem (poly-HEMA)™
a nebo Ize pouzit komer¢ni tzv. ultra low attachment
(ULA) plast, jehoz povrch (nejcastéji konicky) je po-
tazen blize nespecifikovanym kovalentné vazanym
hydrogelem s neutrdlnim nabojem. Touto metodou
Ize jednoduchym zplsobem docilit sféroidi o stejné
velikosti, pficemz v kazdé jamce je pfitomen jeden sfé-
roid™®. Nejcastéji pouzivany destickovy format (6, 24,
96, 384 ].) zajistuje kompatibilitu s celou fadou analy-
tickych pfistroja.

Il. Metody vyuzivajici bunécné leSeni
Pouzitim bunéc¢ného leseni (tzv. scaffold) se v 3D kul-
tiva¢nich technikach vyrazné rozsituji moznosti dalsiho
vyzkumu. Timto zplsobem Ize v zavislosti na typu scaf-
foldu simulovat komunikaci mezi burikami a extrace-
lulérni matrix (ECM) nebo podporovat diferenciaci, riist
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a migraci bunék, tedy byt opét o néco blize redlnému
prostiedi nadoru.

3D scaffoldy mohou byt vyrobeny z mnoha pfirod-
nich a syntetickych materiald. Pfirodni scaffoldy jsou
zalozeny na jednotlivych komponentach ECM jako je ko-
lagen, fibrin, kyselina hyaluronov4, laminin nebo jinych
pfirodnich materidlech zahrnujicich Zelatinu, hedvabi
nebo alginat™. Tyto materialy Ize mezi sebou kombi-
novat™ nebo je mozné pouzit izolovanou ECM z tkané,
ktera obsahuje pfirozené zastoupeni jednotlivych kom-
ponent. Jedna z nejcastéji pouzivanych a komercné do-
stupnych se ziskava izolaci z Engelbreth-Holm-Swarm
mysiho sarkomu a je znéama pod nazvem Matrigel®
¢i Cultrex®. Pfirodni scaffoldy obsahuji adhezni mista
pro buriky, jsou biokompatibilni a biodegradovatelné.
Biodegradovatelnost muze byt vsak pro ucely 3D kul-
tivaci nepfizniva vlastnost z dlivodu ovlivnéni bunécné
aktivity'. Pfi kultivaci sféroidii v pfirodnich materidlech
nelze zajistit jejich uniformni velikost ani rovhomérné
rozmisténi. To lze vyfesit pouzitim syntetickych mate-
rial, jako jsou polymery, titan, bioaktivni sklo nebo
peptidy. Tyto materidly maji definované sloZeni a jsou
mechanicky odolnéjsi. Je mozné navrhnout a ziskat
strukturu presné urcené velikosti a tvaru pord, ¢imz
Ize docilit stejné velikosti a rovnomérného rozmisténi
sféroidd, coz zajistuje vétsi reprodukovatelnost. Jelikoz
je synteticky povrch viici buiikam inertni'* a nejsou pfi-
tomny adhezni mista pro buriky, neprobiha signaliza-
ce mezi burikou a prostfedim. Kombinaci syntetickych
a piirodnich scaffoldd, napfiklad potazenim syntetic-
kého materidlu pfirodnim polymerem, Ize docilit sys-
tému s presné definovanymi podminkami pro tvorbu
sféroidu a nasledné aplikace™.

Klicové charakteristiky 3D bunécnych
sféroidii

3D buné¢né sféroidy vykazuji fadu charakteristik pfi-
tomnych v prostiedi nadoru in vivo, coz zahrnuje bu-
nécnou heterogenitu, vnitini strukturu, mezibunécné
interakce, pfirozenou morfologii, komunikaci bunék
s extracelularni matrix (ECM), zmény v genové expresi

hypoxické jadro s
nekrotickymi bunikami

neproliferujici
burky

s

proliferaéni zéna

Obr. 1: Sféroid vytvoreny kultivaci bunécné linie T47D na nepfilnavém
povrchu konkavniho tvaru se znazornénymi zénami a gradienty.

Ziviny, [02], ristové
faktory,...

odpadni
metabolity, [COz2]

a dalsi, pficemz vSechny tyto funkce mezi sebou souvisi
a vzajemné se ovliviiu;ji'.

Stejné jako v solidnich nédorech je vnitini struktura
sféroidu tvofena vrstvami bunék s rlznymi fenotypy.
Na periferii sféroidu se vyskytuji rychle proliferujici buri-
ky (tzv. prolifera¢ni zéna). Cim jsou buriky vice ve stre-
du sféroidu, tim maji horsi pfistup k zZivinam a kysliku
a hife se zbavuji odpadnich metabolitd. Uvniti dosta-
te¢né velkého sféroidu (200 — 500 pm) se tvoii dalsi
dvé populace bunék - klidova zéna a nekrotické jadro®
(Obr. 1). Z této vnitini struktury vyplyvaji dalsi vlastnos-
ti, jimiz se 3D sféroidy odliSuji od bunék kultivovanych
v monovrstvach a zérovei jsou vice podobné solidnim
nadordm.

V hypoxickém stfedu se uplatiiuje tzv. Warburgtv
efekt, kdy nadorové burky produkuji energii anaerobni
glykolyzou a preménuji pyruvat na laktat. Hromadéni
laktatu okyseluje vnitini prostiedi sféroidu (pH 6,5 —
- 7,2)". Hypoxické prostiedi a nizsi pH navic podpo-
ruje expresi hypoxii indukovanych faktorl (zejména
HIF-10), které podporuji proliferaci a pfezivani nadoro-
vych bunék.

Rastova kinetika sféroidt je velice podobna rdstu so-
lidnich nador@ v avaskularni fazi. V pocatecnich fazich
sféroid zvétSuje svlj objem exponencialné, pfiblizné
do velikosti 200 az 500 pm. Nasledné rychlost rlstu
zacne klesat az do konstantniho objemu sféroidu. Ten-
to rdstovy profil je mimo jiné velmi dalezity pro tvorbu
vnitini zonové struktury sféroidu'™ 2°.

Mezibuné¢na komunikace a syntéza komponent
ECM a jejich receptort burikami sféroidd umoziuji
pfirozené bunécné interakce, které ovliviiuji bunéc-
nou signalizaci a genovou expresi. Podpofena je také
schopnost bunék navodit charakteristické morfologické
vlastnosti® 2" 22,

Vsechny tyto skutec¢nosti ovliviiuji odpovéd bunék
sféroidi na pUsobeni protinadorovych léciv. V disled-
ku horsiho prostupu léciva, pfitomnosti neproliferuji-
cich bunék nebo zvySené exprese gend podporujicich
prezivani ¢i zodpovédnych za rezistenci, je Ucinnost
léciv ve vétsiné piipadd nizsi u sféroidt ve srovnani

s 2D kulturami, coZ napodobuje tc¢innost
lé¢by u nadort in vivo®.

Vyuziti 3D bunécnych sféroidu
ve vyzkumu nadorovych
onemocnéni

3D sféroidy maji Siroké uplatnéni v ram-
ci vyzkumu rakoviny. Pfedstavuji efektivni
experimentalni model, ktery lze vyuzit
ke studiu nadorového mikroprostiedi,
hledéni novych cilovych molekul a ke sle-
dovani ucinkl potencionalnich protina-
dorovych [éciv.

I. Biologie nadorovych bunék
a nadorového prostiedi

Vzhledem k nespornym vyhodam téch-
to 3D modelt bylo biologickym vlastnos-
tem nadorovych bunék sféroidi vénova-
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no mnoho pozornosti. Celd fada publikaci poskytuje
zajimavé poznatky o bunécnych procesech probihaji-
cich u bunék sféroidli a porovnava je s procesy bunék
kultivovanych v monovrstvé. Takto byly studovény na-
priklad expresni?* 2* a metabolické? profily, hypoxie?,
produkce reaktivnich forem kysliku?’, proliferace?®, mig-
race?, morfologie?**° a dalsi.

Dulezitym faktorem pfi studiu nddorovych onemoc-
néni in vitro je pfitomnost ECM, protoZe zasadni zmé-
ny v buné¢ném chovani se déji pravé na zakladé in-
terakci bunék s prostiedim. Je znamo, Ze transkrip&ni
a transla¢ni zmény jsou asociovany s adaptaci bunék
na prostiedi. U 2D bunéénych linii je pfiblizné 30%
gen( exprimovano jinak nez ve tkanich jejich ptivodu®.
Velice zajimavym piikladem poukazujicim na ddleZitost
prostiedi je maligni transformace ektopicky implanto-
vanych embryonalnich bunék, které v déloze podstu-
puji normalni embryogenezi a naopak normalni vyvoj
bunék teratokarcinomu po implantaci do embrya32.

U 25 bunécnych linii nadoru prsu kultivovanych ve 3D
uspofadani v prostiedi ECM bohaté na laminin (IrFECM)
a v monovrstvé byly sledovany a porovnany morfolo-
gické charakteristiky a expresni profily. U sféroidd byly
pozorovany Ctyfi typy morfologickych struktur: piesny
kulaty sféroid (tzv. round), neohranic¢eny kulaty sféroid
(tzv. mass), hroznovity (tzv. grape-like) a hvézdicovité
protahly (tzv. stellate). Expresni profily bunék byly vyraz-
né ovlivnény prostiedim (IrECM) a zpGsobem kultivace
(2D vs. 3D) a korelovaly s morfologickymi vlastnostmi®.

Prostfedi nadoru v3ak netvofi pouze nadorové burky
a ECM. Pro vytvoieni co nejvérnéjsiho in vitro modelu
je potieba zahrnout interakce s dalSimi bunécnymi typy
jako jsou fibroblasty, imunitni bunky, vaskularni bunky
a dalsi. Fibroblasty asociované s nadory (CAFs) a imu-
nitni bunky predstavuji dvé hlavni komponenty nado-
rového stromatu.

Pfitomnost CAFs ma vliv na chovani nadorovych bu-
nék. Parakrinni signalizace spusténa chemokiny a cyto-
kiny produkovanymi CAFs (ristovy faktor hepatocytd
- HGEF, fibroblastovy rlstovy faktor — FGF, epidermalni
rGstovy faktor- EGF, interleukin 6 — IL6, transformujici
ristovy faktor 1 — TGFB1) inhibuje apoptézu nadoro-
vych bunék navozenou chemoterapeutiky, podporu-
je jejich proliferaci a epitelo-mezenchymalni pfechod
(EMT), ktery nasledné umoznuje piestup transformo-
vanych epitelidlnich bunék do ECM béhem tvorby me-
tastaz*.

3D sféroidy kokultivanych bunék kolorektalniho kar-
cinomu HT29 a stievnich fibroblastd CCD-18co byly po-
uzity jako in vitro modely pro studium EMT. U tohoto
modelu byla pozorovéna zvySena exprese mezenchy-
malnich marker@ (fibronektin, aSMA) a sniZzena exprese
marker( epitelialnich (laminin, E-kadherin), ktera je pro
tuto zménu fenotypu charakteristicka in vivo. Zvy3ena
exprese TGFB1 ve srovnani s odpovidajicim 2D uspofa-
danim zéroveri prokézala duleZitost tohoto modelu pro
studium EMT>>.

Fibroblasty mohou hrat roli také v neoplastické trans-
formaci epitelialnich bunék vaje¢nik. Senescentni fi-

broblasty, napodobujici stroma starych vaje¢nikd, ko-
kultivované s imortalizovanymi epitelialnimi bunkami
vaje¢nikd ve 3D usporadani zvysuji proliferaci epitelial-
nich bunék a navozuji jaderné abnormality. Pfi kokulti-
vaci s pre-senescentnimi fibroblasty nebyly tyto udélos-
ti pozorovany. Vzhledem k tomu, Ze rakovina vajecnikt
je Casto diagnostikovana po menopauze, mohou byt
za rozvoj rakoviny vaje¢niku zodpovédné zmény stro-
matu zpGsobené starnutim a spocivajici ve ztraté fak-
toru inhibujiciho karcinogenezi, ktery je v normalnich
fibroblastech pfitomen. Tuto hypotézu navic podporuje
analyza lidskych nador( vaje¢niku ukazujici na velkou
populaci senescentnich fibroblasti ve stromatu3e.

Makrofagy jsou imunitni buriky, které prostupuji so-
lidnimi nadory a tvofi az 50 % hmoty nadoru®’. Pfitom-
nost téchto makrofagli asociovanych s nadory (TAMs)
je Casto indikatorem horsi progndzy. TAMs se v ramci
nadoru mohou projevovat prozanétlivymi i protizanét-
livymi fenotypy, pficemz odpovéd nadorovych bunék
na tyto fenotypy se lisi. Zatimco prozanétlivé TAMs mo-
hou rlst nadoru potlacovat, makrofagy s protizanétli-
vym fenotypem ho spiSe podporuji. V lidskych nado-
rovych onemocnénich jsou TAMs obecné spojovany
s podporou rlstu nadoru, ale napfiklad v pfipadé ra-
koviny Zaludku, kaze ¢i kolorektalniho karcinomu jejich
pfitomnost koreluje s dobrymi prognézami. Kokultiva¢-
ni 3D modely jsou velice dobrym nastrojem pro stu-
dium vlivu TAMs na chovani nadorovych bunék stejné
jako pro sledovani imunomodula¢nich G¢inkd poten-
cidlnich terapeutik®*.

Kokultivaci mysi buné¢né linie odvozené od nadoru
mlééné Zlazy s mysimi makrofagy z kostni diené sledo-
vala A. Dwyer a kolektiv infiltraci makrofagli do mamo-
sfér a naslednou invazi obou bunéénych typt do okolni
ECM8,

Nizsi exprese genu spojenych s proliferaci a zvySena
exprese genl asociovanych s apoptézou byla sledova-
na u sféroidd lidskych bunék kolorektalniho karcinomu
kultivovanych s makrofagy, coz naznacuje, ze aktivaci
zanétlivé drahy muize dochézet k tumorsupresorové
imunitni odpovédi°.

Modely sféroidd tvofené tfemi bunécnymi typy (na-
dorové buriky, fibroblasty a imunitni bunky) simuluji
nadorové prostiedi jesté o néco vérnéji. Ve sféroidech
tvofenych burikami rakoviny tlustého stifeva HT-29 ko-
kultivovanych s monocyty a fibroblasty byla pozorova-
na vyssi exprese proteolytického enzymu (katepsin B)
a pétkrat vétsi invazivita nadorovych bunék ve srovnani
se sféroidy tvofenymi pouze HT-29 burikami“.

Kokultivaci nédorovych a endotelidlnich bunék je
mozné vytvofit model pro studium angiogeneze, néko-
likastupriového procesu tvorby cév v nadoru pro zajis-
téni pfisunu zivin. Takto byla napfiklad sledovéna inte-
rakce mezi malignimi gliomovymi buiikami (U-87 MG)
a lidskymi endotelialnimi burikami pupeéniku (HUVEC).
V kokultivatnim modelu U-87 MG - HUVEC byla
u endoteliadlnich bunék pozorovana zvysena prolifera-
ce, migrace a tvorba sitovych struktur. Tento aktivovany
fenotyp endotelidlnich bunék byl pozorovén i v pfipa-
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dé, kdy byly oba bunécné typy kultivovany v jednom
systému bez piimého kontaktu, coz naznacuje dulezi-
tou roli rozpustnych faktord v procesu angiogeneze®.

3D kokultury nédorovych a endotelialnich bunék mo-
hou byt také uzite¢nym nastrojem pro sledovani ucink
antiangiogennich lé¢iv*2.

Il. Nadorové kmenové buiiky (CSCs)

CSCs je skupina nadorovych bunék, ktera vykazuje
vlastnosti podobné vlastnostem normalnich kmeno-
vych bunék. Maji schopnost samoobnovy a mohou
podstoupit neomezeny pocet symetrickych déleni, ¢&imz
vznikaji kmenové dcefiné buriky se stejnymi vlastnost-
mi. Dale mohou podstoupit asymetrické déleni za vzni-
ku dcefiné kmenové buriky a diferenciované progeni-
torové buriky a pfepinat mezi klidovym a prolifera¢nim
stavem®. Diky témto vlastnostem CSCs podporuji rdst
a progresi nadoru a zaroven byvaji zodpovédné za re-
laps nddorového onemocnéni po ukonceni terapie®.

Pro studium CSCs se vyuziva tumorosfér, které mohou
byt za urcitych podminek vytvofeny burikami nékterych
bunécnych linii*>, majoritné se vsak pro jejich pfipravu
pouZivaji buriky izolované pfimo z nadorovych tkani.
Exprese markert asociovanych s kmenovymi burnkami
(ALDH1, CD133, CD44, CD166 a dalsi) byla prokazéna
v nadorovych tkanich pacientd a koreluje s tumorigeni-
citou nadoru*s 4.

Dulezitost 3D uspofadani v souvislosti se studiem
nadorovych kmenovych bunék a jejich vlastnosti byla
prokazana napfiklad u lidskych bunék karcinomu vaje¢-
niku. Xenografty téchto bunék, kultivovanych jako sfé-
roidy, pIné zrekapitulovaly ptvodni nador v imunodefi-
cientnich mysich. Stejné nadorové buriky, kultivované
ve 2D uspofadani, tvorbu nadoru nevyvolaly. Ve srovna-
ni s 2D kulturami nadorovych bunék exprimovaly buri-
ky sféroidG markery CSCs (Notch I, Nanog, CD34, Myc),
byly agresivnéjsi v rlistu, migraci, invazivité a vykazovaly
rezistenci vlci cis-platiné“e.

Kultivace neurosfér*®, mamosfér>®, kolonosférs' nebo
prostasférs? také vyznamné pfispély k vétsimu porozu-
méni biologie nadorovych kmenovych bunék a jsou vy-
bornym néstrojem pro identifikaci slou¢enin, které by
CSCs cilené eliminovaly.

11l. Ucinky protinadorovych léciv

Z usporadani a charakteristik sféroidd vyplyva, ze od-
povéd tohoto modelového systému na ucinky poten-
cialnich Ié¢iv nem0ze byt totoind s odpovédi bunék
kultivovanych v monovrstvé, ackoliv jsou oba systémy
tvofeny stejnymi burikami. U sféroid(i je obecné pozo-
rovana nizsi citlivost vaci lécivu. Existuji viak i pfipady
vyssi citlivosti 3D modelovych systém( oproti burikdm
ve 2D usporadani. To naznacuje, Ze pouzitim 3D bu-
nécnych sféroidd je mozné piedejit faleSné pozitivnim
nebo fale$né negativnim vysledkdm.

Rezistence sféroidli vici nékterym léciviim je zpUso-
bena pfedevsim nedostate¢nym prénikem a distribuci
lé¢iva v ramci sféroidu, pfitomnosti neproliferujici po-
pulace bunék uvniti sféroidu, silnéjsimi mezibunéény-

mi kontakty, produkci sloZzek ECM, zvySenou expresi
proteind zodpovédnych za eflux léciva a dalsimi fak-
torys3 4,

V porovnani s 2D kulturami jsou 3D sféroidy rezis-
tentni zejména vici cytostatickym léciviim jako je pak-
litaxel, cisplatina, 5-fluorouracil a doxorubicin. Sféroidy
bunék rakoviny prsu (MDA-MB-157) jsou napifiklad
kompletné rezistentni vaci paklitaxelu, u stejnych bu-
nék ve 2D usporadani byla viak stanovena velmi nizka
hodnota IC;, (~ 8 nmol/l)>>.

Kyselé vnitini prostiedi sféroidu (pH 6,5-7,2) muze
mit také nepfiznivy vliv na Gc¢inek nékterych protina-
dorovych léciv jako je melfalan®, metotrexat”” nebo
mitoxantron®, kdy snizené pH muzZe zhorsit prostup
do nitra sféroidu a prinik do bunék.

Naopak vyssi citlivost 3D kultur byla pozorovana
k G¢inkdm léc¢iv aktivovanych hypoxii, TH302 a tira-
pazaminu>®, nebo k u¢inku monoklonalni protilatky
cilené na HER2, trastuzumabu®. ZvySena citlivost sfé-
roidd vici trastuzumabu je vysvétlovana tvorbou ho-
modimert HER2 v bunkéch kultivovanych ve 3D uspo-
fadani, zatimco buriky kultivované v monovrstvé tvofi
heterodimery HER2/HER3 a proto jsou vici ucinkm
této specifické protilatky méné citlivé®. Je-li do kulti-
vacnich podminek zahrnuta interakce s ECM (IrECM),
jsou sféroidy vci trastuzumabu citlivéjsi pouze v pfipa-
dé, Ze je inhibovan B1 integrin, coz naznacuje zasadni
vliv komunikace bunék s prostfedim. V této studii byly
navic porovnavany ucinky trastuzumabu na ctyfi rliz-
né bunécné linie nadoru prsu s podobnym expresnim
profilem (AU565, SKBR3, HCC1569, BT549). Za pfitom-
nosti inhibitoru B1 integrinu byla pozorovana vyrazna
rezistence vUci trastuzumabu u sféroidl bunécné li-
nie BT549 oproti sféroidim ostatnich bunéénych linii.
To ukazuje, ze interakce mezi burikami a matrix mize
navic spoustét rizné signalni transdukce v zavislosti
na konkrétnim typu buné¢né linie®'.

Zaver

Vhodny experimentélni model je zékladem pro sprav-
né pochopeni biologie nddorovych onemocnéni a pro
identifikaci skute¢né Gcinnych protinadorovych léciv.
BéZné pouzivané monovrstvy nadorovych bunék jsou
sice dobfe zavedenym a finan¢né dostupnym experi-
mentéalnim modelem, ale postradaji dilezZité biologic-
ké vlastnosti, které ovliviiuji odpovéd bunék na lé¢bu.
Pouzitim 3D buné¢nych modell ve vyzkumu a vyvoji
protinadorovych léciv Ize ziskat in vitro experimentalni
model, ktery vérnéji napodobuje situaci in vivo. Stu-
dium biologickych vlastnosti bunék 3D sféroidl a je-
jich odpovédi na Gcinky léciv odhaluje zasadni rozdily
ve srovnani s 2D kulturami, proto by se hodnoceni
uc¢inku potenciélnich protinadorovych lé¢iv na 3D bu-
néc¢nych modelech mélo stat standardni soucasti pre-
klinického testovani.
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Souhrn

Barchankova L., Magdolenova A., Hajek M.: 3D bunécné sféroidy jako modely solidnich nadori

Standardni kultivace nadorovych bunéénych linii ve 2D uspofadani je dobfe zavedenym a finan¢né dostupnym experimentalnim mode-
lem pro in vitro testovani biologickych ucinkd potencialnich protinddorovych [é¢iv. 2D kultury v3ak postradaji metabolické a proliferacni
gradienty, dilezité bunécné interakce a signalizace, které jsou pfitomné in vivo. 3D bunécné sféroidy zohlednuji gradienty Zivin, kysliku
¢i odpadnich metabolit, dileZitost interakci mezi burikami a extracelularni matrix a navozuji tak situaci blizsi redlnym podminkam. Bio-
logické vlastnosti 3D sféroidil a jejich odpovédi na Gcinky Ié¢iv se zna¢né lisi ve srovnani s 2D kulturami. Hodnocenim protinddorovych
ucinkd potencialnich léciv na 3D kulturach se zasadné zvySuje Sance na vybér farmakologicky relevantnich struktur a snizit tak riziko
netspéchu v pribéhu klinického testovani.

Klicova slova: séroid, solidni nador, 3D model

Summary

Barchankova L., Magdolenova A., Hajek M.: 3D cell spheroids as a solid tumor models

Traditional cultivation of cancer cell lines in 2D arrangement is well established and affordable experimental model for in vitro testing
of biological effects of potential anticancer drugs. However, 2D cultures lack metabolic and proliferative gradients, important cell interac-
tions and signaling that are present in vivo. Within 3D spheroids the gradients of nutrients, oxygen or waste metabolites, the importance
of interactions between the cells and the extracellular matrix are included, and thus 3D can better simulate in vivo tumor microenviro-
ment. The biological properties of 3D spheroids and their responses to drug effects vary greatly compared to 2D cultures. The evaluation
of anticancer drug effects on 3D spheroids increases the chances of selection of pharmacologically relevant structures and thus reduce

clinical trial failure risk.
Keywords: spheroids, solid tumor, 3D model

CYSTEINOVE PROTEASY JAKO CIiLOVE MOLEKULY

V BIOMEDICINE

Jakub Benysek

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

Uvod

Proteasy jsou enzymy tfidy hydrolas, které katalyzuji
Stépeni proteint nebo peptidi hydrolyzou peptidové
vazby. Dle katalytického mechanismu se déli na pro-
teasy serinové, cysteinové, aspartatové, threoninové,
glutamatové a metaloproteasy. V lidském genomu je
kédovano vice nez 670 proteas, z nichz zhruba 33 %
pfedstavuji proteasy cysteinové. Podle mista Stépeni
peptidové vazby funguji proteasy jako endopeptidasy
a exopeptidasy. Endopeptidasy hydrolyzuji vazbu uvnitt
aminokyselinového fetézce. Exopeptidasy zahrnuji kar-
boxypeptidasy, stépici na C-konci fetézce, a aminopep-
tidasy, Stépici na N-konci aminokyselinového fetézce.
Cysteinové proteasy hraji spolu s dalSimi proteasami
klicovou roli pfi intracelularni a extracelularni degradaci
proteind, pfenosu signalu uvniti bunék, regulaci krev-
ni koagulace, imunitni odpovédi, tvorbé komplementu
a procesovani prekurzorovych proteini (napf. proen-
zym0, prohormon(). Cysteinové proteasy jsou proto
atraktivnimi cilovymi molekulami pro racionalni navr-
hovéani novych typd léc¢iv na zdkladé poznatkl ziska-
nych studiem jejich struktury a funkce.

Klasifikace cysteinovych proteas

Proteasy s evolu¢ni piibuznosti aminokyselinovych
sekvenci vytvareji rodiny. Rodiny proteas jsou dale
sdruzovany na zéakladé strukturni podobnosti do kla-
nd. Cysteinové proteasy zahrnuji jedenact klant s vice
nez stovkou rodin, které vykazuji spolecny katalyticky
mechanismus. Tento piehledny ¢lanek se zaméfuje
na cysteinové proteasy ze dvou nejpocetnéjsich kland
CA a CD a na jejich fyziologickou a patofyziologickou
roli u ¢lovéka. Klan CA obsahuje pfiblizné ¢tyficet rodin,
z nichZ nejvyznamnéjsi je rodina C1 (rodina papainu).

Do této rodiny patfi katepsiny, na zakladé sekven¢ni
homologie s rostlinnym enzymem papainem a dale C2
(rodina kalpainu). Klan CD obsahuje Sest rodin, v geno-
mu ¢lovéka se vyskytuji proteasy z rodiny C13 (aspara-
ginylendopeptidasy) a C14 (kaspasy).

Katalyticky mechanismus cysteinovych
proteas

Pro Stépeni peptidové vazby in vitro je obvykle nutné
zvolit drastické podminky, napf. koncentrovanou kyse-
linu chlorovodikovou pfi teploté 100 — 120 °C po dobu
10 hod v anaerobnim prostiedi. Naproti tomu proteoly-
tické enzymy jsou schopny za fyziologickych podminek
rozstépit stovky peptidovych vazeb za sekundu a bez
spotieby energie. Katalyticky mechanismus cysteino-
vych proteas je zaloZzeny na aminokyselinovych zbytcich
cysteinu a histidinu, které jsou umistény v katalytickém
misté enzymu. Jednotlivé klany se lisi detailnim uspo-
fadanim tohoto mista a kromé uvedené diady katalytic-
kych zbytkGh mohou zapojovat i dalS$i pomocné zbytky,
které napomahaji spravné prostorové orientaci a reak-
tivité diady. Stépeni peptidové vazby substratu probiha
v nékolika krocich a je fizeno souhrou interakce s ne-
gativné nabitym cysteinem a pozitivné nabitym histidi-
nem. Dochézi pfitom ke vzniku nékolika intermediatd.
Finalni acyl-enzymovy intermediat, kovalentné véazany
na cystein je hydrolyzovén pisobenim molekuly vody'2.

Fyziologicka tloha cysteinovych proteas
v lidském organismu

Skupina cysteinovych proteas oznacovanych jako
cysteinové katepsiny (klan CA, rodina C1) je tvofena
jedenacti enzymy a je obecné zodpovédna za lysoso-
malni odbouravani proteinovych substratd a degradaci
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extracelularni matrix®. Kromé této nespecifické degra-
dace proteint hraji cysteinové katepsiny také dilezitou
Ulohu napi. pfi specifické aktivaci a regulaci fady pro-
teinG ve fyziologickych procesech, jako je remodelace
kostni tkané (katepsin K), Stépeni antigent a jejich
naslednd prezentace na MHC Il glykoproteinu (katep-
sin V, S)* nebo cytotoxicka imunitni odpovéd (katepsin
C)>. Cysteinové katepsiny jsou syntetizovany ve formé
preproenzymu v endoplasmatickém retikulu. Sacharidy
vazané na N-glykosyla¢ni mista v jejich sekvenci jsou
potiebné k dopravé téchto proteas prostiednictvim
manosa-6-fosfatového receptoru do lysosomu®. Jejich
lokalizace vsak nezahrnuje pouze lysosomy, ale mohou
byt dale transportovany do endosom( a fagosomu’.
Kromé uvedené hlavni distrubuce byly jednotlivé katep-
siny nalezeny také v dalSich buné¢nych kompartmen-
tech, jako je jadro (napi. katepsin L), endoplasmatic-
kém retikulum (katepsin W) ¢i na povrchu plasmatické
membrany (napf. katepsiny B a X)®.

Katepsiny maji obecné nejvyssi enzymovou aktivitu
v mirné kyselé oblasti pH a v kyselém prostiedi lysoso-
mu jsou tak pIné aktivni. VétSina katepsind ztraci svo-
ji aktivitu v neutralnim pH a diky tomuto regula¢nimu
mechanismu je omezovano jejich plsobeni mimo ly-
sosom®. Tkanova lokalizace nékterych katepsinG je
specifickd pro urcity organ, napfiklad katepsin F je
v makrofazich a bunkach hladké svaloviny, katepsin
S v lymfatickych tkanich a dendritickych bunkach, ka-
tepsin K v osteoklastech a katepsin W v cytotoxickych
bunkéch. Naproti tomu katepsiny L, B, H, O, C a X se
nachazeji v mnoha organech a tkénich®.

Kalpainy (klan CA, rodina C2) jsou cytosolarni pro-
teasy s neutralnim pH-optimem. U ¢lovéka bylo dopo-
sud identifikovano 14 isoforem téchto proteas™. Skla-
daji se z katalytické a regula¢ni podjednotky. Ta vaze
vapenaté ionty nezbytné pro jejich aktivaci a ovliviiova-
ni enzymové aktivity. Nejvice studované isoformy 1 a 2
nemaji na rozdil od mnoha ostatnich isoforem tkario-
vou specifitu a jejich exprese se lisi v zavislosti na typu
bunky a danych podminkach. Kalpainy jsou povazovany
za regulacni enzymy, nebot se Gcastni mnoha buné¢-
nych signalnich drah, které jsou fizeny koncentraci
vapniku a fosforylaci proteint. Abnormalni aktivi-
ta kalpainG je spojena s celou fadou patologickych
zmén"2,

Kaspasy (klan CD, rodina C14) jsou cysteinové pro-
teasy, které specificky stépi peptidovy fetézec v misté
obsahujicim kyselinu asparagovou. Hraji klicovou roli
v udrZeni buné¢né a orgdnové homeostaze prostied-
nictvim programované bunécné smrti (tzv. apoptozy)
a regulace zanétlivé odpovédi™. Apoptdza je slozity
biochemicky proces, ktery se uplatruje pfi likvidaci po-
Skozenych bunék (napi. napadenych virem) a pfi vy-
voji sloZitych organovych struktur (napf. tvorbé prsta).
Selekce T-lymfocytli a B-lymfocytd je rovnézi apop-
toticky déj a chyby v tomto procesu vedou k rozvoji
autoimunitnich chorob a zanétd. Kaspasy se rozdéluji
podle své fyziologické funkce v programované bunécéné
smrti do tii hlavnich skupin zahrnujicich kaspasy pro-
zanétlivé (kaspasa 1, 4, 5 a 11 — 13), inicia¢ni (kaspasa
2, 8 — 10) a exekutivni (kaspasa 3, 6 a 7)'. Kaspasy
jsou syntetizovany ve formé neaktivnich proenzym

(tzv. pro-kaspas) a jejich lokalizace v buné¢nych kom-
partmentech se lisi u jednotlivych zastupcl a zahrnuje
zejména mitochondrie, buné¢né jadro a cytosol™®.

Patofyziologické piisobeni lidskych
cysteinovych proteas

Tato kapitola obsahuje pfehled onemocnéni, u kte-
rych je prokadzana pfima ¢i nepfima patologickd role
cysteinovych proteas. Uvedené patofyziologické déje
velmi ¢asto uzce souvisi s chybnou regulaci téchto en-
zym(, kterd se mize projevit jejich zvySenou aktivitou.
Ateroskleroza

Pii ateroskleroze, (kornaténi cév) dochazi k ukladanim
lipidového plaku do jejich stén, na ¢emz se vyznamnym
zptsobem podileji makrofagy, které zplsobuji pfemé-
nu lipidového plaku na pojivovou tkan. V takto vznik-
lych ateromech byly identifikovany katepsiny S a K".
Obé tyto proteasy maji silnou elastinolytickou aktivitu
a urychluji kornaténi cév. Navic je pfi ateroskler6ze po-
tlacena exprese cystatinu C jako pfirozeného inhibitoru
cysteinovych proteas, coZ se projevi zvySenou proteo-
lyzou™. Pii ateroskler6ze hraje vyznamnou roli rovnéz
katepsin F, ktery ovliviiuje lipoprotein o nizké hustoté
(LDL, oznacovany jako ,zly” cholesterol)™. Bylo proka-
zano, Ze katepsin F ucinné Stépi protein apoB100, ktery
tvofi LDL éastice, a takto modifikované ¢astice nasledné
agreguji a vstupuji do plakd. Selektivni inhibitor katep-
sinu F by byl tedy slibnym nastrojem v boji proti rozvoji
aterosklerotickych plakd.

Osteoporoza

Osteopordza se projevuje fidnutim kostni tkané, kdy
kostni resorpce pfevazuje nad tvorbou nové kostni tka-
né. Odbouravani kostni tkané provadi katepsin K, kte-
ry je jedinou znamou sav¢i proteasou schopnou 3tépit
uvniti trojité spletenych struktur kolagenovych vlaken
a degradovat je na mensi peptidy. Jeho hlavnim sub-
stratem je kolagen typu |, hlavni proteinova slozka kost-
ni organické matrice?°; kvtli jeho zvySené degradaci kle-
sa hustota kostni tkané. Osteoporoza je velice rozsitené
onemocnéni v souc¢asné populaci. Uvadi se, Ze v roce
2020 bude touto chorobou ve Spojenych statech trpét
vice jak 10% populace nad 50 let véku?, a proto je
katepsin K atraktivnim cilem terapeutického zasahu®.
Inhibitory cilené proti katepsinu K, na rozdil od dnes po-
uzivanych léciv na bazi bisfosfonéat, zachovavaji tvorbu
nové kostni tkané?. Po inhibici katepsinu K zna¢na cast
osteoklastll ztrati svou schopnost odbouréavat kostni
tkan, ale nadale se podili na bunéc¢né signalizaci mezi
osteoklasty a osteoblasty, které tvofi novou kostni tkan.
Z vyvijenych nizkomolekularnich inhibitorl katepsinu
K byly doposud do klinickych studii zafazeny Ctyfi?*2*.
klinickych studii, které ale byly v roce 2016 ukonceny
z dvodu zvyseného rizika vzniku cerebrovaskularnich
onemocnéni?®. V soucasné dobé se vyvoj zaméfuje
na selektivni inhibitory katepsinu K cilené regulujici
pouze jeho kolagenolytickou aktivitu a nikoli ostatni
proteolytické funkce.

Revmatoidini artritida
Revmatoidni artritida je chronicky autoimunitni zanét
synovialni tkané, ktery vede k destrukci chrupavky a de-
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kalcifikaci kostni tkané. V synovialnich fibroblastech
byly identifikovany katepsiny K, L a B, v synovialnich
makrofazich pak jesté katepsin S?’. Tyto proteasy jsou
stabilizovany plsobenim glykosaminoglykan( pfitom-
nych v extracelularni matrix synovialnich pouzder, v $i-
rokém rozsahu pH, vc¢etné neutralniho. Pfi degradaci
chrupavky jsou stépeny hlavni slozky — kolagen typu I,
ktery tvofi zakladni mechanickou oporu, a proteoglykan
agrekan, ktery je zodpovédny za pruznost. Hlavni podil
na degradaci ma katepsin K, ostatni katepsiny pfispiva-
ji v. mensi mite?. Inhibi¢ni studie ukazuji, ze podanim
nizkomolekulérnich inhibitord cysteinovych katepsint
doslo ke snizeni eroze chrupavcité tkané a potlaceni
zanétu?. Inhibitor katepsinu S oznacovany RWJ 445380
je jiz ve druhé fazi klinickych studii?®.
Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je chronické neurodegenera-
tivni onemocnéni projevujici se ztratou nervovych bu-
nék v dlsledku ukladéani nerozpustnych B-amyloido-
vych plakdi v mozkové tkani. Ty plsobi neurotoxicky°
a aktivuji mikrogliové bunky, jez hraji Glohu imunitnich
bunék v centralni nervové soustavé. Na regulaci téchto
bunék se podileji cysteinové proteasy, véetné katepsi-
nd, kalpaind a kaspas™*'. Napfi. exprese katepsin( B
a S$334 se méni s vékem, pficemz efektivita degrada-
ce proteini v lysosomech plisobenim katepsind se
postupné snizuje a dochazi k akumulaci nestépeného
materialu v podobé tzv. lipofuscinu. Katepsiny tak ovliv-
nuji imunitni odpovéd mikrogliovych bunék, jez uvol-
nuji prozanétlivé faktory a spousti kaskadu déjt vedou-
ci k thynu nervovych bunék. K rozvoji Alzheimerovy
choroby dale pfispiva naruseni systému autofagie. Jed-
na se o proces, kdy je burika schopna travit své vlast-
ni cytosolarni komponenty (v¢etné poskozenych orga-
nel a cytotoxického B-amyloidu), které jsou uzavieny
do specifické organely autofagosomu. Jeho splynutim
s lysosomem vznika autofagolysosom, v némz probiha
degradace. Snizena aktivita katepsinu B, jakozto hlavni
proteasy schopné $tépit B-amyloid v autofagolysoso-

Tab. I: Uloha cysteinovych katepsinii v tumorogenezi.

mu, pak zapficini akumulaci B-amyloidu a poskozeni
této organely. VySe uvedené procesy vedou ke spusténi
apoptotické kaskady fizené kaspasami®>*¢. DalSim me-
chanismem vzniku Alzheimerovy choroby je deregula-
ce vapnikové homeostasi, jejimz ddsledkem je zvysena
aktivita kalpaind'>*’. Kalpainy narusuji sténu lysoso-
md, coz opét uvoliiuje katepsiny** a vysledné spousti
apoptotickou kaskadu vedouci k buné¢né smrti neuro-
nd. Cilend inhibice katepsinu B a kalpaint ma za nasle-
dek snizeni Uhynu neurond az o 84 %3

Nealkoholickd steatohepatitida

Onemocnéni je charakterizované ukladanim tuku
v jaterni tkani u lidi, ktefi vyrazné nekonzumuiji alkohol,
a ma nejcastéjsi vazbu na jaterni selhani, cirhozu a he-
patocelularni karcinom. Jednim z rizikovych faktord je
obezita, pfi niz dochazi k akumulaci tuku v adipocytech,
ve kterych se spusti apoptéza. Do postizeného mista
se shlukuji makrofagy a nésleduje uvolnéni prozanétli-
vych faktorti, dochazi k nekréze a celkové histologické
zméné tkané. Apoptozu fidi kaspasy, v tomto pfipad
zejména kaspasy 8, 2 a 1%. V soucasné dobé pokroci-
lo testovani nékolika inhibitor(i kaspas do druhé faze
klinickych studii®*4°,

Nddorovd onemocnéni

Spole¢nym rysem nadorovych tkani je zvy3ena expre-
se rastovych faktord a tvorba novych kapilarnich pro-
pojeni (angiogeneze). Rakovinné buriky jsou schopny
uniknout imunitnimu dozoru a tvofit metastaze. Je pa-
trna pfima korelace v nadmérné expresi cysteinovych
proteas s agresivnéjsimi formami rakoviny a Spatnou
prognoézou pro lécbu. Katepsiny jsou schopny 3tépit
ristové faktory a cytokiny, nasledkem ¢ehoz dochazi
k patologickym zménadm spojenym s angiogenezi, po-
ruchou autofagie a programované bunécné smrti. Svou
schopnosti Stépit komponenty extracelularniho mat-
rix a proteiny dulezité v mezibunéc¢né interakci napo-
mahaji k migraci rakovinnych bunék po téle a tvorbé
metastazi. Katepsiny jsou vyuzitelné jako tumorové
markery* a jejich tlohu v tumorogenezi shrnuje tab. I.

Cysteinovy katepsin | Typ rakoviny Uloha v tumorogenezi Ref.
katepsin B kavrcinom tlustého tvor_ba metastazi, invaz_e quovinnych bunék, .
stfeva angiogeneze, prognosticky marker
karcinom délozniho bunééné mnozeni, migrace a invaze rakovinnych a3
¢ipku bunék
karcinom prsu tvorba metastézi 44
karcinom slinivky tvorba metastazi 4
gliom progrese onemocnéni, invaze rakovinnych bunék 46
osteosarkom pohyblivost bunék, invaze rakovinnych bunék 4
melanom autofagie 8
katepsin L melanom tvorba metastazi, invaze rakovinnych bunék 49
karcinom slinivky invaze rakovinnych bunék 0
karcinom prsu angiogeneze 51
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Tab. I: Uloha cysteinovych katepsinii v tumorogenezi (pokracovani).

Cysteinovy katepsin | Typ rakoviny Uloha v tumorogenezi Ref.
katepsin V karcinom stitné Zlazy diferenciace zarode¢nych bunék 52
katepsin K melanom invaze rakovinnych bunék, tvorba metastazi 53
gliom migrace rakovinnych bunék 54
karcinom prostaty angiogeneze, invaze rakovinnych bunék 55
karcinom prsu rist a invaze rakovinnych bunék, tvorba metastazi %6
katepsin S adenokarcinom stieva autofagie 57
adenokarcinom hlavy . s
a krku autofagie
adenokarcinom plic invaze rakovinnych bunék 58
Eaelzei\;c](())crz](:lularnl invaze rakovinnych bunék 58
katepsin H karcinom slinivky angiogeneze 59
gliomy progrese onemocnéni, migrace rakovinnych bunék &0
hepatocelularni . - . o
karcinom invaze rakovinnych bunék
. hepatocelularni migrace rakovinnych bunék, invaze rakovinnych 6
katepsin X/Z karcinom bunék, tvorba metastazi
karcinom Zzaludku invaze rakovinnych bunék 62
katepsin C karcinom klize rGist rakovinnych bunék, angiogeneze 63

Neméné ddlezitou roli pfi vzniku rakoviny hra-
ji i kaspasy. Rakovinné bunky maji schopnost se ne-
omezené délit a jsou potlaceny kaskady jejich apopto-
zy. V této souvislosti jsou studovény zejména kaspasy
8 a 10, jejichz redukovanou expresi dochazi k masivni
proliferaci a ztraté schopnosti bunék spustit efektivné
programovanou bunécnou smrté4.
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Souhrn

Benysek J.: Cysteinové proteasy jako cilové molekuly v biomediciné

Cysteinové proteasy se zasadnim zplsobem Ucastni mnoha fyziologickych a patologickych procest v téle ¢lovéka. Jejich dysregulace
vede k rozvoji mnoha tézkych onemocnéni, jako jsou napf. aterosklerdza, osteopordza, revmatoidni artritida, nealkoholicka steatohepati-
tida, neurodegenerativni a nddorova onemocnéni. Vzhledem ke své roli by se cysteinové proteasy mohly stét atraktivnim cilem, pro navrh
novych typ( lé¢iv. Tento piehledny ¢lanek se zaméfuje na cysteinové proteasy z kland CA a CD a shrnuje soucasné poznatky o jejich roli
v patologii ¢lovéka.

Klicova slova: cysteinové proteasy, |é¢ivo, choroba, patologické procesy

Summary

Benysek J.: Cysteine proteases as drug targeted molecules in the biomedicine

Cysteine proteases are critically involved in numerous physiological and pathological processes in the human body. Their deregulation is
associated with severe pathologies, such as athersosclerosis, osteoporosis, rheumatoid arthritis, nonalcoholic steatohepatitis, neurode-
generative and neoplastic diseases. Therefore, cysteine proteases are attractive target molecules for rational design of novel types of che-
motherapeutics. This review provides current knowledge on cysteine proteases from clans CA and CD and their role in human pathology.
Keywords: cysteine proteases, drug, disease, pathology
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Uvod

Pfed vice neZ pul stoletim byla u sekvenci guanint
(G) pozorovéana schopnost samovolné vytvaret ¢tyfvlak-
nové helikalni struktury, G-kvadruplexy (G4)'. Pfed 30
lety byly DNA G4 objeveny v repetitivnich sekvencich
telomer prvoka Oxytricha nova** a Aaron Klug o G4
prohlasil: ,Pokud se G4 tak snadno tvofi in vitro, pfiroda
nasla zplsob jejich vyuZiti in vivo"”. Zejména posledni
dvé dekady intenzivniho vyzkumu G4 dokazuji platnost
tohoto vyroku. G4 se vyskytuji v DNA i RNA, pficemz se
podili na regulaci replikace*>, rekombinace®, homeo-
staze telomer’, opravy DNA®, mutageneze®, epigenetic-
kych procest'™, transkripce'?, postranskripénich proce-
st (sestfihu RNA a alternativni polyadenylace mRNA)™
a translace™ ™.

G4 se vytvareji v ramci jednovlaknovych RNA
a DNA, které obsahuji minimalné ¢tyfi G bohaté useky
(G,; n 2 3) oddélené od sebe alespon jednim nukleo-
tidem. Zakladni stavebni jednotkou G4 je G-kvartet,
ktery vznika ze ¢tyf guanint pomoci Hoogstenového
parovani bézi, a vrstveni téchto planarnich G-kvartett
na sebe pomoci n-m interakci vede k tvorbé G4. Cent-
ralni oblasti G-kvartetd v G4 mohou byt obsazeny mo-
novalentnimi kationy Na* a K*, které déle zvysuiji stabi-
litu G4 ve fyziologickych pufrech, nebo buné¢ném pro-
stfedi. Intramolekularni G4 se vytvéfi v ramci jednoho
vldkna RNA a DNA. Intermolekulérni G4 maze byt tvo-
fen ze dvou a vice vlaken nukleovych kyselin. V obou
pfipadech vznikaji v zavislosti na orientaci vldken v G4
paralelni nebo antiparalelni struktury' (Obr. 1). Struk-
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Obr. 1: Struktura G4. G-kvartet vznika ze ¢tyf guanind pomoci
Hoogstenového parovéni bazi (Sedivé) (A). Intermolekularni
G4 s paralelni (B) a antiparalelni (C) orientaci vlaken
nukleovych kyselin. Intramolekulérni G4 s paralelni (D)
a antiparalelni (E a F) orientaci vlakna nukleové kyseliny.
Piiklady ligandG G4: RHPS4 (G), BRACO-19 (H) a Telomesta-

tin ().

turni variabilitu G4, stejné jako jeho stabilitu, déle ovliv-
nuje délka a nukleotidové slozeni sekvenci oddélujicich
jednotlivé G bohaté useky, které v ramci G4 vytvareji
smycky kolem navrstvenych G-kvartetd'™®.

Z hlediska biologické funkce je zajimavé, ze fada DNA
G4 je in vitro termodynamicky stabilnéjSi neZ stejna
sekvence ve formé duplexu DNA a casto i kinetika de-
naturace DNA G4 je pomalejsi ve srovnéni s duplexem
DNA™. G4 se Gcastni fady bunécnych procest spojo-
vanych s RNA a DNA (viz vySe), a proto se piedpokla-
da, ze také samotné formovani G4 podléha bunécné
regulaci. Zejména v poslednich letech se kumuluji pfi-
mé dlkazy o existenci G4 in vivo. Jsou syntetizovany
nové ligandy stabilizujici G4, stejné tak jsou identifiko-
vany proteiny regulujici tvorbu a denaturaci G4, a tim
pfispivaji k rozsiteni znalosti o vyskytu G4 a jejich bio-
logické funkci.

Vyskyt G4 v genomu a transkriptomu

Na zékladé fady sekvenci tvoficich G4 in vitro bylo vy-
tvofeno nékolik algoritm@ (napi. motiv G,L,,G,L,,G,L-
17G,, kde n 2 3 a L odpovidé A, T, C, U), které zkoumaly
vyskyt G4 motiv( v ramci rznych organizm(2°-22, Distri-
buce G4 motivi neni ndhodn4, nebot G4 motivy se na-
chézeji pfevazné mimo metylované regiony DNA, tseky
DNA podilejici se na tvorbé nukleozomi" a kédujici
regiony DNAZ. Vyskyt G4 motiv( zaroven piekvapivé
koreluje s regulacnimi oblastmi DNA a RNA a jejich vy-
skyt je evolu¢né vysoce konzervovany, nejvice u savcl
a pak jejich konzervovanost postupné kleséa v ramci ob-
ratlovc k nizSim organizm@m'2425, Evolu¢ni vyznam
G4 potvrzuje i jejich zapojeni do sloZitého procesu
embryogeneze?®. G4 motivy je mozné nalézt i u lid-
skych DNA a RNA vir(?-?° (napfiklad v LTR (dlouha kon-
cova repetice - z angl. Long Terminal Repeat) oblasti
RNA viru HIV se G4 podili na regulaci virového promo-
toru® a u DNA viru Epstein-Barrové se G4 motiv podili
na replikaci a uchyceni virové DNA béhem metafa-
ze?®). Také v bakteriich (E. coli, nebo D. radiodurans) se
G4 motivy také vyskytuji v regula¢nich oblastech DNA
a RNA a vytvofeni G4 mize pfispivat k regulaci genové
exprese®?',

Podle vy3e uvedeného obecného vzorce G4 moti-
vu bylo v lidském genomu nalezeno pfes 376 000 G4
motiv(?'. Nejvyssi hustota vyskytu G4 motivi je v ob-
lasti telomer tvofenych repetici TTAGGG dlouhou 5 az
15 kilobézi, a dale pak v promotorovych oblastech, kde
vice nez 409% lidskych gen(i obsahuje v promotoru
alespon jeden G4 motiv?, prevazné v koédujicim vlak-
né2, Déle pak az 80% lidskych replika¢nich pocatkd
obsahuje G4 motiv a replika¢ni pocatky obsahujici vice
G4 motivl jsou aktivnéjsizs. U pfiblizné 3000 lidskych
gend se G4 motiv nachézi v 5'- neprekladané oblasti
koédujici mRNA, které po zformovani do G4 mohou in-
hibovat translaci®®. G4 motivy se v mensi mife vyskytuji
také v 3'- nepiekladané oblasti, kde se mohou podilet
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na fizeni polyadenylace a degradace mRNA®. G4 moti-
vy se dale vyskytuji v regionech definujicich pfestavbu
gen® imunoglobulind, mistech chromozomovych tran-
slokaci*4, horkych mistech rekombinace?*, intronech?,
genech pro ribozomy*’, CpG sekvencich, enhance-
rech 38 a mitochondridlni DNA®.

Konzervovani G4 motivd a hlavné navyseni jejich po-
¢tu a komplexity béhem evoluce se musi nutné odrazet
v jejich zapojeni do biologickych procesd, pro které je
nezbytné urcit kde, kdy a hlavné zda viibec se G4 mo-
tiv mdze vytvaret G4, a tim ovlivnit konkrétni biologicky
proces in vivo. G4 motivy ochotné vytvafeji G4 v ram-
ci jednovldknovych fetézcl nukleovych kyselin (in vivo
se jedna o RNA a o 3'-jednovlaknové konce telomer).
Zbyvajici G4 motivy, které se vyskytuji v dvouvlakno-
vé DNA stabilizované interakci s histony, mizZou pfe-
chodné vytvéiret G4 pouze béhem poruseni Watson-
-Crickovského parovani bazi béhem replikace, tran-
skripce a opravy DNA*4_Tvorba G4 je také usnadnéna
napfiklad zépornym nadsroubovicovym vinutim DNA,
vysokou hustotou buné¢ného prostiedi*?, a také protei-
ny, které specificky interaguji s G4*. Pro pfimy diikaz
existence G4 a jejich lokalizace uvniti burky byla kli-
Cova pfriprava G4 specifické protilatky (vGci telomeric-
kému G4). Tato G4 specificka protilatka byla mimo jiné
také pouzita pfi imunoprecipitaci fragmentované lidské
genomové DNA. Mezi izolovanymi fragmenty byly iden-
tifikovany nejen sekvence telomer, ale také promotort
genl i 5'a 3’ nepiekladané oblasti gend*. Pfi objas-
novani role G4 v biologii buriky by vyrazné pomohlo
porovnavani map aktuélné vytvofenych G4 mezi riizné
diferenciovanymi burikami a ramci rGznych buné¢nych
osudd.

Role G4 v biologii telomer

Telomery jsou nukleoproteinové komplexy na kon-
cich eukaryotickych chromozom. Jejich funkci je od-
lisit konce chromozom® od dvouvldknovych zlom,
a tak zabranit nevhodné aktivaci opravnych mechani-
zmU DNA a fazi konci chromozomd. Lidské telomery
jsou tvofeny 5 az 15 kilobazi dlouhou repetici TTAGGG,
ktera je ve formé duplexu a jen jeji 15 az 200 nukleo-
tida dlouhy 3'-konec je jednovlaknovy*. Na 3'-jedno-
vldknovy konec se vaze hPOT1 protein, ktery za ucasti
dalsich protein( shelterinového komplexu ochréni jed-
novlaknovy konec vmezefenim do duplexu telome-
rické DNA za vzniku T-smycky“¢. Telomerickda DNA se
u somatickych bunék postupné zkracuje, at uz ¢innosti
nukleas, nebo béhem déleni bunék, kde DNA polyme-
rasa neni schopna dokoncit replikaci presaht 3’-konct
telomerické DNA. Po jejich zkraceni na kritickou délku,
definovanou Hayflickovym limitem, dochazi k utlume-
ni replikace a burka vstupuje do faze senescence®-*.
Pro rychle se délici nddorové burky je nezbytné tento
limit somatickych bunék prolomit, a tak zabranit prog-
resivnimu zkracovani telomer.

Dva procesy umoznuji udrzovat délku telomer:
aktivace telomerasy a mechanizmus alternativniho re-
kombinantniho prodluzovani telomer. U pfiblizné 85 %
nadord dochazi k aktivaci telomerasy, ktera podle RNA
templatu dokaze reversni transkripci prodluzovat 3'-jed-

novlaknové konce telomer>. Zbyvajicich 15 % néadord
vyuZiva alternativni rekombinantni prodluzovani telo-
mer°'. Vzhledem k absenci exprese telomerasy v soma-
tickych burikach a jeji velmi nizké expresi v kmenovych
a zarode¢nych bunkach se inhibice enzymové aktivity
telomerasy dlouho povazovala za zajimavy cil nadoro-
vé terapie, nebot jeji inhibice vede ke zpomaleni rdstu
nadoru bez vyraznéjsiho toxického ucinku na organiz-
mus®?, avsak zkraceni telomer na kritickou délku vyza-
duje az nékolik desitek déleni nadorové buriky, a to uz
nemusi byt slucitelné se Zivotem pacienta.

V telomerach se G4 mohou vyskytovat pfedevsim
v ramci 3'-jednovlaknovych koncti telomer, i kdyz rych-
I& kinetika jejich formovani (srovnatelna s rychlosti
replikace) naznacuje, Ze by se telomerické G4 mohly
tvofit i v rdmci duplexu telomerické DNA béhem rep-
likace®:. Telomerické G4 mazou byt v rGznych organiz-
mech soucasti pfirozenych biologickych procest, stejné
jako je narusovat.

Vytvofeni jednoho, ¢i vice intramolekularnich G4
v rdmci 3'- jednovldknového konce telomer moze
pfedstavovat jednoduchy mechanizmus protekce kon-
c chromozomi pred jejich fuzi a G¢inkem nukleas
(Obr. 2 A). Tato bazalni funkce telomerickych G4 v pro-
tekci telomer byla experimentéalné ovéiena u kvasinek,
po vyfazeni vSech ostatnich protektivnich mechanizma
chrénicich telomery>*. Jeden z prvnich in vivo dikazd
existence G4 pfineslo pouziti G4 specifické protilatky
u nalevnikl rodu Stylonychia. Pozorovani telomeric-
kych G4 poukézalo na nutnost jejich denaturace béhem
replikace telomerické DNA%*¢, Denaturace telomeric-
kého G4 je iniciovana, v zavislosti na buné¢ném cyklu,
fosforylaci TEBP proteinu, ktery se vaze na konce telo-
mer a RecQ-like helikasu asociovanou s telomerasou.
RecQ-like helikasa tak ve spravny ¢as rozpléta telome-
rické G4. Tyto experimenty pomohly objasnit organiza-
ci telomer nélevnikd, kde dva 3'-konce telomer vytvafi
piekvapivé intermolekularni G4 stabilizovany proteiny
TEBPR a TEBPa. Tento komplex je déle ukotven k jader-
nému leseni’#*57 (Obr. 2C).

Telomerasa potiebuje pro svou enzymovou aktivi-
tu 3'- jednovlaknovy konec dlouhy teoreticky alesporn
11 nukleotid@ nezbytnych pro hybridizaci s RNA tem-
platem, ktery je soucasti telomerasy. Proto uschovani
3’- jednovlaknového konce telomery ve struktuie G4
a jeho nasledna stabilizace nizkomolekuléarnim ligan-
dem inhibuje aktivitu telomerasy®®>°. Tato nova skupina
potencialnich protinadorovych latek, ligand( telomeric-
kych G4, je ve srovnani s ostatnimi inhibitory telomera-
sy terapeuticky zajimavéjsi, nebot mimo dlouhodobého
efektu progresivniho zkracovani telomer nadorovych
bunék, vykazuje také zadanéjsi efekt kratkodoby, ktery
nesouvisi se zkracovanim délky telomer®®-¢2, ale s jejich
strukturou.

Kratkodoby ucinek ligand( telomerického G4
(napi. BRACO-19, Telomestatin a RHPS4, (Obr. 1 G, H,
1)) je zaloZen na inhibici vazby POT1 proteinu na 3'- jed-
novldknové konce telomer®'¢3-¢¢ ktera vede na naruseni
celého shelterinového komplexu, ztraté jeho protektiv-
ni funkce, jejiz soucasti je i inhibice signalnich kaskad
aktivujicich opravu DNA prostfednictvim TRF2 proteinu.
A pravé aktivace kontrolnich bodd buné¢ného cykly,
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Obr. 2: Role telomerickych G4 v biologii bunky. Vytvofeni telomerického G4 chrani konce telomer pfed jejich fuzi, nebo pied
Gc¢inkem nukleas (A). Stabilizace telomerického G4 ligandem mizZe vést k deprotekci telomer a nasledné k senescenci a apoptdze
nadorovych bunék (tzv. kratkodoby ucinek) (B).Telomery nélevnikd vytvafi intermolekularni G4 stabilizovany proteiny TEBPB

a TEBPaq, které ukotvuji telomery k jadernému leseni (C).

stejné jako oprava DNA v oblasti telomer (fuze chro-
mozomd, anafazové mosty) vede u nadorovych bunék
k rychlému néastupu senescence®¢7%% (Obr. 2 B). V sou-
ladu s timto mechanizmem G¢inku jsou i pokusy s nad-
produkci proteinG POT1 a TRF2, které nador&im zajistuji
rezistenci vici ligandm telomerického G4,

Ligandy telomerického G4 inhibuji rdst nejen u pfi-
blizné 85 % typl nadorl exprimujicich telomerasu, ale
i u zbyvajicich 15 9% typl nadord, u kterych se telome-
ry prodluzuji rekombinantni procesy. Ukazalo se totiz,
ze stabilizace telomerického G4 efektivné brani iniciaci
rekombinace, nebot vazba rekombinantnich proteind
na DNA je mozina az po rozpleteni G4 helikasou™'.
To je dalsi ddvod, pro¢ se stabilizace telomerického G4
nizkomolekularnim ligandem povazuje za slibny pfistup
v protinadorové 1é¢bé”. V souvislosti s ligandy telome-
rického G4 je mozné uvaZovat i o kombinované lécbég,
nebot napfiklad stabilizace telomerického G4 ligandem
RHPS4 vede k vazbé proteinu PARP1, senzoru posko-
zeni DNA, ktery se vazbou na G4 aktivuje’. Kombinace
inhibitord PARP1 a ligandl G4 (RHPS4) pak vykazuji
vyraznou ucinnost in vivo’™.

Role G4 v expresi genli

Vice nez 40 % lidskych gen( obsahuje v promotororé
oblasti jeden, ¢i vice G4 motivd, které se prekvapivé
Castéji nachazi v promotorech onkogent a regulacnich
proteinli nez v promotorech provoznich genl a tumor-
-supresorovych gen(?'7>. Stabilizace téchto promoto-
rovych G4 vhodnym ligandem by mohla modulovat
expresi genl proteind klicovych pro fadl procest spo-
jenych s rozvojem a progresi nadorovych onemocnéni.
Tento piedpoklad byl poprvé potvrzen u lidskych bu-
nécnych linii pfi studiu vlivu promotorového G4 na ex-
presi onkogenu c-MYC. Zatimco stabilizace G4 inhibo-
vala expresi onkogenu c-MYC, mutace G4 motivu, zne-
mozniujici jeho tvorbu, expresi naopak indukovala’”’.

Promotorové G4 obvykle obsahuji 5 a vice G bohatych
usekl oddélenych rtizné dlouhymi smyckami. V ramci
jednoho G4 motivu se muze vytvofit nékolik riznych
forem intramolekularnich G4, nebo dokonce vice G4,
které dale vzdjemné asociuji prostfednictvim m-n inte-
rakci svrchnich G kvartet(i’®. Promotorové G4 motivy se
obvykle formuji do intramolekularnich paralelnich G4,
kde je prvni a treti smycka tvofena jednim nukleotidem
a druha smycka muze nabyvat rizné délky™.

Promotorové G4 se vytvareji v ramci DNA duplexu,
a tak jejich formovani muaze byt energeticky pfiznivé
pouze v oblastech chromatinu s negativnim nadsroubo-
vicovym vinutim, které napomaha denaturaci DNA du-
plexut®®'. Negativni nadSroubovicové vinuti se generuje
napfiklad za RNA polymerasou béhem transkripce®2. Vliv
promotorového G4 na expresi gen( souvisi také s jeho
lokalizaci. Pokud se G4 motiv nachazi v kddujicim vlak-
nu, nedochazi k ovlivnéni transkripce. Avsak pokud se
G4 motiv nachazi v templatovém, nekoédujicim vldknu,
dochézi obvykle k inhibici exprese genti®?, kde pak mira
inhibice exprese koreluje se stabilitou promotorového
G4, kterou je mozné dale zvySovat interakci s ligandem.
Podstata inhibi¢niho tuc¢inku mdze spocivat v zamezeni
piepisu DNA templatu RNA polymerasou a v inhibici
vazby transkrip¢nich faktord na promotor (Obr. 3)2284,

ligand
NEERN Y
transkripcni faktory x RNA polymerasa

7\ Y 7N\ ‘ \ / \ / N
/\ ) )\ Y < \
/ /

promotor

Obr. 3: Stabilizace promotorového G4 ligandem mtze inhi-
bovat transkripci.
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Je-li vdak G4 motiv umistén v templatovém - nekédu-
jicim vlaknu mezi inicia¢ni misto transkripce a termina-
tor dochazi k navyseni exprese genu. Tento efekt se vy-
svétluje tim, Ze G4 za promotorem usnadiiuje separaci
vldken DNA a tim podporuje ¢innost RNA polymerasy®.

Vysoce strukturné polymorfni promotorové G4, avsak
dostate¢né prostorové definované, se jevi jako zajima-
vy cil vyvoje novych G4 ligandl umozZnujicich modu-
laci exprese genl esencialnich pro nadorové bun-
ky'2#6. Racionalni design a syntéza ligandu selektivniho
jen pro jeden konkrétni promotorovy G4 vsak vazne
na nutnosti znalosti topologie samotného cile in vivo.
Situaci déle komplikuje i fakt, Ze jednotlivé formy téhoz
G motivu vedle sebe existuji v rovnovaze®®, pficemz
kazda z jednotlivych forem G4 muze mit teoreticky rdiz-
ny vliv na expresi genu a tento vliv se je$té mdze ménit
v zavislosti na pouZité bunécné linii. Na druhou stranu
i ligandy schopné stabilizovat vice promotorovych G4,
ale tieba i telomericky G4, jsou velmi zajimavé z hledis-
ka onkologie, nebot nddorové buriky se neustale déli
a exprimuji esencialni geny, a tak je u nich zformovani
G4 pravdépodobnéjsi a zarovern efekt jejich stabilizace
drasticté;jsi, zejména pii kombinaci deprotekce telomer
a inhibice exprese klicovych onkogend.

Nejintenzivnéjsi studium promotorovych G4 motivi
a syntéza jejich ligand(i probihd u genli c-Myc®88-90,
Bcl-22'%2, c-Kit1 a c-Kit2°3%4, VEGF®5, KRAS%, HIF-
-10°7°8, PDGFo®® a telomerasy hTERT™1". V/ téchto stu-
diich dominuje gen pro transkrip¢ni faktor c-Myc, nebot
fidi expresi mnoha protein(, které déle ovliviiuji celou
fadu mnozstvi bunéénych procesi spojenych s rls-
tem a délenim bunék. U 60 az 80 % nadorovych one-
mocnéni dochazi k nadprodukci c-MYC proteinu™%1°3,
at uz formou indukce promotoruy, translokaci genu,
nebo jeho amplifikaci. Rada buné&énych linii nadord je
na produkci c-MYC proteinu zcela zavisla, a tak mala
zména jeho exprese vede k buné¢né smrti'+-1%. Zaro-
ven je c-MYC protein malo stabilni, jen ¢aste¢né struk-
turovany bez vazebnych oblasti, a proto je pomérné
nevhodnym cilem pro vyvoj protinddorovych Ié¢iv'o’-1°,
Naopak strukturovany promotorovy c-Myc G4 mUze
predstavovat slibny cil vyvoje nové fady terapeutik — li-
gand( c-Myc G4.

Promotorovy c-Myc G4 se nachézi mezi 142 a 115
nukledotidem pred inicia¢nim mistem transkripce P1,
uvniti regionu NHE 111, citlivého k acinku nukleas, ktery
fidi aZz 90 % transkripce genu c-Myc"™. Motiv c-Myc G4
je dlouhy 27 nukleotid(l a obsahuje hned 6 G-bohatych
usekd, které zformovanim do G4 (dominuji dvé formy
G4) vedou k inhibici transkripce genu c-Myc8"2-14,
Zaroven byly identifikovany proteiny interagujici s c-Myc
G4, coz dale dokazuje, Ze promotorové G4 piedstavu;ji
piirozené sekundarni struktury DNA regulujici expresi
gen( in vivo. Napfiklad hojny protein nukleolin stabi-
lizuje promotorovy c-Myc G4 a tim inhibuje transkrip-
ci™, naopak NM23H2 je zapojen do rozplétani G4 a tim
transkripci aktivuje™.

Promotorovy c-Myc G4 je také spojovan s Sirsi re-
gulaci exprese genu c-Myc za ucasti FUSE elementu.
Tento element se nachazi 1,7 kilobazi pred inicia¢nim
mistem a dokaZe vnimat negativni nadSroubovicové
vinuti chromatinu, které vznika ¢innosti RNA polyme-

rasy. Vazba protein(i, napfed aktivatoru FBP, a pak in-
hibitoru FIR na FUSE element vytvafi cyklus, ktery fidi
frekvenci iniciace transkripce c-Myc genu. Soucasti to-
hoto FUSE/FBP/FIR mechanizmu, schopného vnimat
mechanicky stres na Gseku DNA, je také promotorovy
c-Myc G480,

Role G4 béhem replikace DNA

Na rozdil od kvasinek (S. cerevisiae), které ¢asto obsa-
huji v mistech replika¢nich pocatkd AT bohaté konsen-
zus sekvence, u Zivo¢ichl a rostlin v téchto oblastech
pfevazuji GC bohaté sekvence (u savcl az 80 %)33"7-",
Replika¢ni pocatky obsahujici G4 motiv jsou obecné
aktivnéjsi, nebot G4 ma pozitivni vliv na iniciaci repli-
kace in vivo*> (Obr. 4 A). Porozuméni témto procestim
u vyssich eukaryot muze vést ke konstrukci autonomné
se replikujicich vektorl pro genovou terapii, ¢i terapii
pomoci kmenovych bunék.

| kdyZ G4 v replikacnim pocatku mize iniciovat re-
plikaci, jejich pfitomnost béhem syntézy DNA je pro
replikaci prekazkou a stabilizace G4 ligandem muze
vést k zastaveni replikace a nasledné ke vzniku vysoce
toxického dvouvlaknového zlomu DNA™-'22 (Qbr. 4 B).
Pro replikaci G4 jsou tak nezbytné specializované
polymerasy a helikasy, které rozmotavaji G4, a tak po-
tlacuji nartst genetické a epigenetické nestability™* 124,
Zatimco WRN helikasa se primarné ucastni replikace
telomerickych oblasti, helikasy FANCJ a BLM se podi-
leji na replikaci vnitfnich ¢asti chromozomi'-'25, Blo-
kace replikace DNA stabilizaci G4 ligandem a nésledna
indukce poskozeni DNA piedstavuje dalsi moznou stra-
tegii v nddorové terapii'?®.

A iniciace replikace

N 7\
RN\

—
replika¢ni poCatek

x DNA polymerasa

Obr. 4: G4 se vyskytuji v replikacnich pocatcich, kde se
podileji se na iniciaci replikace (A). Zformovéni G4 béhem
replikace mize vést k zastaveni replikace (B).

G4 aRNA

RNA G4 jsou Casto stabilnéjsi nez sekvencné stejné
DNA G4'2128 coz souvisi s 2" hydroxylovou skupinou
umoziujici tvorbu vice vodikovych vazeb a lepsi or-
ganizaci molekul vody v okoli G4. Zaroven jsou RNA
G4 vétsinou intramolekulérni a paralelni'?. Vzhledem
k jednovldknové povaze RNA, vytvofeni RNA G4 mize
principialné zabranit pouze vazba proteinu, nebo hyb-
ridizace G4 motivu s komplementarnim C bohatym
segmentem za vzniku RNA duplexu. Vice nez 2000 G4
RNA motivd se nachézi na 5" a 3’ nepiekladaném kon-
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ci mRNA®B3 uvniti ¢teciho ramce nékterych mRNA'™?,
v mistech alternativniho procesovani pre-mRNA, stejné
jako pre-mikroRNA™3, virové RNA™* u dlouhych neko-
dujicich RNA™>, ¢i RNA piepisu telomer (TERRA) ™S, Vy-
tvofeni RNA G4 a jeho dalsi stabilizace ligandem muze
ovlivnit RNA metabolizmus, jako napfiklad stabilitu
dané RNA, sestiih a polyadenylaci pre-mRNA®, stejné
jako translaci™ 3.

RNA G4 v 5'nepieklddaném konci mRNA onkolo-
gicky vyznamnych genl NRAS™8, Bcl-2139, TRF2'°,
VEGF' a estrogenovém receptoru a'*? inhibuje ini-
ciaci translace mRNA. U estrogenového receptoru a
se destabilizace tohoto inhibi¢niho RNA G4 (zaména
GGG za AAA) projevi navySenim translace'2. Podob-
né RNA G4 v 3'nepiekladaném konci mRNA, stejné
jako uvniti ¢teciho ramce, inhibuje elongaci translace
in vitro a sniZuje mnoZstvi proteinu in vivo'2'43144, Dale
se RNA G4 v 3'nepieklddaném konci mRNA mdize
podilet na alternativni polyadenylaci, nebo na zkra-
ceni mRNA transkriptu'. Zaroven stabilizace RNA G4
uvnitf kodujici sekvence ligandem muze vést ke zméné
ve ¢tecim ramci'.

RNA G4 uvniti pre-mRNA se tak také jevi jako zaji-
mavy cil vyvoje protinddorovych léciv, nebot RNA G4
jsou pfistupnéjsi nez promotorové G4 uschované uvniti
duplexu DNA. Na druhou stranu se v nedavné dobé
ukazalo, Ze vliv RNA G4 na modulaci translace zavisi
na sekven¢nim kontextu, ve kterém se dany RNA G4
nachézi, a maze byt jak inhibic¢ni, tak i aktiva¢ni®™'¢. Po-
kud se napiiklad RNA G4 vytvafi uvniti IRES sekvence
(vnitfni misto pro vstup ribozomu z angl. Internal Ribo-
some Entry Site) podili se na iniciaci translace nezavis-
Ié na 5" mRNA Cepicce', jako v pfipadé IRES v mRNA
pro protein VEGF, kde se RNA G4 pfimo Gcastni vazby
na 40S podjednotku ribozomu'.

Telomery se dlouhou dobu povazovaly za transkrip¢-
né neaktivni ¢asti genomu, avsak jejich podrobné stu-
dium nakonec pfineslo dlkazy o transkripci telomer
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Zaver

Vyzkum G4 se v poslednich letech stal velmi zajima-
vou oblasti molekularni biologie. Existence DNA a RNA
G4 in vivo ukazuje, Ze mimo informaci uloZenou v pri-
marni sekvenci nukleovych kyselin existuje jesté dalsi
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na okolni bunééné prostiedi.

Role G4 v bunéc¢né biologii je viak ponékud ambi-
valentni. Na jednu stranu mohou G4 fidit expresi gent
béhem embryogeneze, inhibovat expresi onkogen,
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G-kvadruplexy (G4) se za pal stoleti studia staly z pfirodni hfi¢ky jednou z nejstudovanéjsich struktur nukleovych kyselin. Lokalizace G4
do funkénich oblasti DNA a RNA poukazuje na mnozZstvi bunéénych procesd, které je mozné regulovat formovéanim G4. Dlkazy o jejich
existenci in vivo, stejné jako moznost jejich stabilizace prostfednictvim nizkomolekularnich latek — ligand G4, pfinadsi nové terapeutické
moznosti zejména v oblasti onkologie, kde narudeni funkce telomer, replikace DNA, &i exprese onkogent vede k inhibici rdistu nadoro-
vych bunék.

Klicova slova: G-kvadruplex, telomery, promotor, onkogen.

Summary

Kozak J.: The role of G-quadruplexes in cell biology

Within the last 50 years, G-quadruplexes (G4) have become one of the most studied structures of nucleic acids. Localization of the G4
into the functional regions of the DNA and RNA indicates a number of cellular processes that can be regulated by G4 formation. Evi-
dence of their existence in vivo as well as the possibility of their stabilization by low molecular weight G4 ligands brings new treatment
opportunities, particularly in the field of oncology, where telomere disruption, inhibition of DNA replication, or oncogenic expression
may affect tumor cell growth.

Keywords: G-quadruplex, telomeres, promoter, oncogene.
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PROTEOLYTICKE ENZYMY I\!IOTQLICE JATERNI
(Fasciola hepatica) JAKO CILOVE MOLEKULY
PRO ANTIPARAZITARNI VAKCINY

Adrian Leontovyc

'Ustav organické chemie a biochemie AV CR, 21. lékafskd fakulta, Univerzita Karlova, leontovyc@uochb.cas.cz

Uvod

Motolice jaterni (Fasciola hepatica) je kosmopolitné
rozsifeny helmint parazitujici v jatrech a Zlu¢ovodech
mnoha savcl véetné ¢lovéka. Jedna se o jednoho z nej-
vyznamnéjsich parazitG hospodaiskych zvitat.

Je to 2 — 3 cm dlouhy Cerv se zplostélym télem tva-
ru kopinatého listu. Zivotni cyklus fascioly je pomérné
komplikovany a zahrnuje dva hostitele. Dospélé fascio-
ly ziji ve Zlu¢ovodech definitivniho hostitele, kde kladou
vajicka, ktera se dostavaji spolu se zZlu¢i do tenkého
stfeva a déle s vykaly ven z téla hostitele. Jedna dospé-
l& fasciola je schopna vyprodukovat obrovské mnozstvi
vajec, u ovci a skotu az desitky tisic denné'3. Ve vodé
se z vajicka lihne larva zvana miracidium, ktera aktivné
vyhledéva mezihostitele — plze z Celedi plovatkovitych
(Lymnaeidae). Miracidium penetruje do téla mezihos-
titele a pfeméruje se ve stadium zvané sporocysta,
uvniti které se ze zarodecnych bunék formuji matef-
ské redie. Ty opoustéji sporocystu, dale se nepohlavné
mnozi a nakonec produkuji cerkarie, které opoustéji
télo mezihostitele. Cerkarie se ve vodé pfichyti na vege-
taci, vytvofi kolem sebe cystu, ¢imz vznika stadium zva-
né metacerkarie. Toto stadium je velmi odolné a schop-
né prezit i nékolik mésict. Metacerkarie jsou pozieny
spolu s vegetaci definitivnim hostitelem, v jehoz ten-
kém stfevé excystuji a vznika stadium oznacované jako
nové excystovany jedinec (NEJ, z anglického: ,newly
excysted juvenile”). NEJ migruji skrz stfevni sténu
do bfisni dutiny a déle do jater. Nezralé fascioly se po
nékolika tydnech dostavaji do zZlu¢ovodu, kde pohlavné
dospivaji a Ziji po zbytek svého Zivota, ktery maze trvat
aZ dvacet let*. Migrujici stadia se Zivi tkdnémi, zatimco
dospélé fascioly krvi hostitele.

F. hepatica spolu s pfibuznym druhem F gigantica
zplsobuji onemocnéni zvané fascioldza. Toto onemoc-
néni je rozsifené pfedeviim u ovci a skotu, kde zpu-
sobuje obrovské ekonomické ztraty (celosvétové pies
3 miliardy USD ro¢né). Ovsem vyjimkou neni ani na-
kaza ¢lovéka, celosvétové je nakazeno cca 2,4 milionu
lidi>©.

Akutni faze fasciolozy zacina pronikanim excystova-
nych parazit skrz stfevni sténu do bfisni dutiny a déle
do jater. Tato invaze je spojena s mechanickym posko-
zenim tkani, které vede k vnitfnimu krvaceni, zanétim
a alergickym reakcim. Nejcastéjsimi symptomy jsou
vysoké horecky, silné bolesti bficha, nevolnost a vyraz-
ka. Kdyz se motolice dostanou do Zlu¢ovodd, pfechazi
nemoc do faze chronické. Dochazi k hypertrofii Zluco-
vodd, jejich zanétu a naslednému ucpavani, coz se pro-
jevuje nevolnosti, bolesti bficha, prijmy a zZloutenkou.
Casté jsou také Zluénikové zachvaty a tvorba Zlu¢ovych
kament.

Pro lé¢bu fasciolozy existuje nékolik Gcinnych anti-
parazitik, v sou¢asné dobé se pouziva vyhradné trikla-
bendazol. Masové pouzivani tohoto léciva vsak vedlo
ke vzniku rezistence, ktera byla pozorovana jiz v roce
19957 a od té doby jsou rezistentni kmeny fascioly sta-
le Castéjsi. Navic pfitomnost rezidui Iéciv a antibiotik
v mase neni v potravinaiském priimyslu zZadouci, proto
se vyzkum soustiedi pfedevsim na vyvoj Gc¢innych vak-
cin proti fascioloze.

Tento ¢lanek se zaméfuje na proteolytické enzymy
fasciol, popis jejich fyziologické role a zhodnoceni
jejich potencialu jako cilovych molekul pro vyvoj vak-
cin.

Proteasy fasciol a jejich vyznam
pro fyziologii parazita a infekci hostitele

Proteolytické enzymy (proteasy, peptidasy) jsou ne-
zbytnou soudasti fyziologie viech Zivych organismd.
Katalyzuji hydrolytické stépeni peptidové vazby v pro-
teinech a peptidech. Proteasy mlzeme rozdélit podle
nékolika kritérii. Podle mista Stépeni substratu roze-
znavame endopeptidasy $tépici uvniti polypeptidového
fetézce a exopetidasy, které odstépuji aminokyseliny ¢i
dipeptidy z N-konce (aminopeptidasy) nebo C-konce
(karboxypeptidasy) fetézce. Podle mechanismu kataly-
zy, ktery je uréen katalytickymi aminokyselinami v ak-
tivnim misté, se proteasy déli do tfid na cysteinové,
serinové, aspartatové, glutamatové, threoninové a me-
taloproteasy. Treti moznosti je klasifikace proteas na za-
kladé podobnosti jejich prostorové struktury do klang,
které se dale déli podle podobnosti sekvenci na rodiny
a subrodiny®.

Proteasy parazitl sajicich krev jsou jiz od devadesa-
tych let intenzivné zkoumany. DGvodem je piedevsim
jejich zésadni role v degradaci krevnich proteind, které
parazitim slouZi jako zdroj Zivin, a pfi interakci s hos-
titelem. Proto pfedstavuji cilové molekuly pro vyvoj
novych léc¢iv nebo vakcin proti mnoha parazitarnim
onemocnénim, jako jsou napfiklad maléarie, schistoso-
mdza, leishmaniéza nebo Chagasova choroba®. Vzhle-
dem k vysoké mife exprese jsou nékteré proteasy také
vyuzivany jako serodiagnostické markery™.

U fascioly zprostiedkovavaji proteasy fadu zasadnich
zivotnich funkci, zejména penetraci tkani hostitele, mig-
raci, trdveni potravy nebo modulaci fyziologickych funk-
ci a imunitniho systému hostitele™. Vyzkum zabyvajici
se proteasami fasciol je pfevainé zaméfen na skupinu
cysteinovych proteas katepsinového typu, a to prede-
v§im na katepsiny B a L. Ostatni typy proteas z(sta-
vaji opomijené a informaci o nich je v literatufe po-
skrovnu.
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Katepsiny typu B

Katepsiny B maji unikéatni schopnost 3stépit jako en-
dopeptidasa i jako exopeptidasa diky strukturnimu
motivu flexibilni smycky, ktera reguluje vstup substratu
do aktivniho mista a tim pfepina proteolytickou aktivitu
katepsinu B z endopeptidasové na exopeptidasovou™.

Katepsiny B z £. hepatica (FhCB) patfi mezi hlavni pro-
teolytické enzymy NEJ, oviem rlizné izotypy se vyskytuji
i u dalsich vyvojovych stadii. Proteomicka a transkripto-
micka analyza ukazala, Ze u fasciol existuje minimalné
deset rliznych izotypd katepsind B®™. Katepsiny FhCB1,
FhCB2, FhCB3 a FhCB4 jsou exprimovany a sekretovany
NEJ™, jejich exprese se sniZuje, jakmile parazit pene-
truje do jater a je uplné potla¢ena u dospélych fasciol.
To naznacuje jejich roli pii excystaci, penetraci stfevni
stény hostitele a migraci skrz jaterni tkan'". Tuto hy-
potézu podporuje fakt, ze ortology katepsinti B pfibuz-
né motolice £ gigantica FgCB2 a FgCB3 jsou schopné
stépit kolagen a fibronectin, coz umoziiuje parazitovi
prochézet hostitelskou tkani'®. FgCB2 navic $tépi imu-
noglobuliny, proto se pfedpoklada jeho role v boji proti
imunitnimu systému hostitele’. RNAi experimenty uka-
zaly, Ze uml¢eni FACB1 genu vede k vyznamné redukci
penetrace stfevni stény hostitele juvenilnimi parazity.
Inhibice katepsinG B selektivnim inhibitorem vedla
ke ztrdté pohyblivosti a Zivotaschopnosti juvenild®.
Katepsin FhCB5 je exprimovan pouze u nedospélych
fasciol v jatrech, FhCB7-10 jsou pfitomné pouze u do-
spélch. FRCB6 se nachézi u obou téchto stadii parazitu-
jicich v jatrech hostitele. Vzhledem k tomu, Ze FhCB5-
10 jsou proteasy exprimované a sekretované pouze
u vyvojovych stadii fasciol parazitujicich v jatrech, pred-
poklada se, ze by mohly hrat roli v traveni Zivin a ovliv-
novani fyziologie hostitele™.

Katepsiny typu L

Katepsiny L (FhCL) patfi mezi nejvice exprimované
proteasy motolic, dospélci jsou schopni produkovat
az 1 pg FhCL za hodinu, cozZ je asi 5% z celkového
mnoZstvi protein a 80 % vSech sekretovanych protei-
nd™2°, Proto jsou FhCL povaZovany za hlavni enzymy
umoznujici preZiti a rozmnozZeni parazita v téle hosti-
tele. Zatim bylo popséano 5 rlznych izotypd FhCL. Jejich
exprese je béhem Zivota parazita regulovana a kazidé
vyvojové stadium produkuje jiné izotypy podle aktuélni
produkuji FhCL1, FhCL2 a FhCL5. Naproti tomu NEJ
zivici se tkanémi, kterymi pronikaji, exprimuji pouze
FhCL3 a FhCL4?.

FhCL1, FhCL2 a FhCL5 jsou povaZovany za hlavni
travici proteasy dospélych fasciol degradujici krevni
proteiny hostitele, které slouZi jako zdroj Zivin?2. Jsou
sekretovany do stieva parazita, které je slepé a je cas-
to (cca kazdé tii hodiny) vyprazdhovano regurgitaci
«Zvracenim”). Tim se proteasy dostavaji do pfimého
kontaktu s vnitfnim prostfedim hostitele, kde mohou
plnit i jiné funkce, neZ je traveni hemoglobinu. Pfi-
kladem takovych funkci je Stépeni imunoglobulind,
coz vede k ovliviiovani imunitniho systému hostitele.
Na mysim modelu bylo dokazano, Ze fascioly jsou
schopné potlacit imunitni odpovéd Th1 lymfocytd

a nakazené mysi vykazuji pouze aktivitu Th2 lymfo-
cytd

FhCL3 je v hojné mife exprimovany a sekretovany
NEJ, jeho exprese je potlac¢ena, jakmile parazit dospi-
va. Tento enzym je jako jeden z mala schopen Stépit
kolagen, za coz vdéci své unikatni substratové specifi-
té (FhCL3 je schopen v aktivnim misté vazat sekvenéni
motiv Gly-Pro, ktery se c¢asto opakuje pravé v kolage-
nu)?. Diky této vlastnosti je FhCL3 povaZovan za esen-
cialni enzym pouzivany NEJ k pronikéni stfevni sténou
hostitele a k migraci do jater. Kolagen je v mensi mite
stépen i FhCL2. Vzhledem k tomu, zZe je FhCL2 expri-
movan az kdyz se fasciola dostane do jater, pfedpokla-
da se, ze by mohl hrét roli pfi migraci jatry do Zluco-
vod{?s.

Ostatni proteasy fasciol

Dalsi cysteinové proteasy u fascioly podrobné zkou-
many nebyly a v literatufe o nich jsou pouze zminky.
Patii sem napfiklad asparaginyl endopeptidasa, ktera je
také nazyvana legumain™.

Ze serinovych proteas byla popséana dipeptidylpepti-
dasa Il, ktera odstépuje dipeptidy z N-koncl proteind?
a prolylkarboxypeptidasa. Obé proteasy pravdépo-
dobné slouzi fasciolam jako travici enzymy uplatiujici
se v posledni fazi traveni, kde z mensich peptidd vznik-
lych degradaci hemoglobinu odstépuji dipeptidy, které
mohou byt absorbovény stievni sténou a slouzit jako
Ziviny. Tuto teorii podporuje i fakt, ze jsou oba enzymy
exprimovany dospélymi fasciolami a chybi u NEJ®.

Ze skupiny metaloproteas byl u fasciol zatim zkou-
man pouze jeden enzym - leucin aminopeptidasa
(FhLAP). Jak nazev napovida, jedna se o exopeptida-
su Stépici z N-konce proteinového fetézce a preferujici
Stépeni za aminokyselinou leucinem. Oviem je schop-
na Stépit i za argininem a fenylalaninem. FhLAP byla
nejprve pomoci imunohistochemickych metod identifi-
kovéna v epitelialnich burikach gastrodermis?®, pozdé;ji
i v exkre¢né sekrecnich produktech dospélych cerv?’.
Pfedpoklada se, Ze se uplatiuje v terminalni fazi traveni
hostitelskych proteint odstépovanim jednotlivych ami-
nokyselin, které jsou nasledné absorbovany stfevnimi
burikami a pouZity jako zakladni Ziviny.

Proteolytické enzymy fasciol jako cilove
molekuly pro vyvoj vakcin

Piestoze je léc¢ba triklabendazolem ucinna, neni nej-
lepsim feSenim pro kontrolu fascioldzy - je nakladna,
rezidua léciva se dostavaji do masa zvifat a do prostfe-
di a pfedevsim si proti tomuto lé¢ivu motolice snadno
vytvaii rezistenci. Rezistentni kmeny motolice jater-
ni jsou jiz Siroce rozsitené v Evropé a byly potvrzeny
i v Austrélii a Jizni Americe?®3°. Proto je nutné hledat
alternativni strategie pro kontrolu fasciol6zy. Bezpec-
ny levny pfistup bez negativnich dopadil ptedstavuje
ockovani, a proto jsou vakciny proti fascioldze jiz néko-
lik desetileti pfedmétem intenzivniho vyzkumu. Nicmé-
né i pfes veskeré Gsili zatim neexistuje Zadny komeréné
poutzitelny preparat.

Fascioly jsou v téle hostitele pfimo vystaveny jeho
imunitnimu systému a proto si vytvofily mechanismy,
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jak imunitni odpovéd modulovat. Jsou schopné po-
tlacit odpovéd Th1 lymfocytl za soucasného zvyseni
odpovédi Th2 lymfocytd. Suprese Th1 lymfocytd vede
ke snizeni obranyschopnosti organismu hostitele, jak
bylo dokézéno experimentem, kdy byly mysi nakaze-
né fasciol6zou koinfikovany bakterii Bordetella pertusis
(pGvodce ¢erného kasle). Mysi nakazené fasciolou mély
vyrazné potlaceny Th1 lymfocyty a diky tomu byly mno-
hem méné schopné branit se proti bakterialni infek-

ci. Navic se mysim nakazenym fasciolou Th1 odpovéd

nezvysila ani po podani vakciny proti ¢ernému kasli*'.
Fasciola tak sniZuje obranyschopnost hostitele ne-
jenom proti ji samotné, ale i proti ostatnim patoge-
ndm.

Sav¢i hostitelé infikovani fasciolou si vytvafi specifické
protilatky, ale pfesto nebylo pozorovano zadné posko-
zeni NEJ bilymi krvinkami. Bunky imunitniho systému
jsou sice schopné adherovat na povrch NEJ, ale v pfi-
tomnosti jejich exkre¢né — sekrecnich produktd nejsou
efektivni. Pfedpoklada se, ze to je zplsobeno katepsi-
ny L, které jsou hlavni slozkou exkre¢né - sekrecnich
produktl fasciol a jsou schopné stépit protilatky 1gG32.
Specifické protilatky proti FhCL vytvarené lidskym hosti-
telem jsou predevsim 1gG4, coz odpovida potlaceni Th1
a zesileni Th2 odpovédi:.

Bylo prokazano, Ze organismus definitivniho hostitele
je schopen si vytvofit rezistenci proti fasciole po vakci-
naci metacerkariemi atenuovanymi ozafenim (az 89 %
redukce poctu fasciol oproti kontrolnim neo¢kovanym
zvitatim) nebo jejich antigeny3+*¢. Primarnim tkolem
pro vytvoreni Gi¢inné molekularni vakciny proti fascio-
I6ze je identifikovat klicové antigeny, na které cili imu-
nitni systém.

Za takové jsou povazovany proteiny sekretované fas-
ciolou, jejichz dulezitou slozku predstavuji proteasy,
zejména katepsiny B a L a FhLAP. Jako prvni byl tes-
tovan vakcinacni potencial katepsinu L, ktery je fas-
ciolou exprimovan ve velkych mnozstvich, je vysoce
imunogenni a jeho rdzné formy jsou exprimovany ve
véech vyvojovych stadiich parazita. U¢innost o¢kovani
se uréuje jako redukce poctu dospélych fasciol u vak-
cinovaného zvifete oproti kontrolnimu nevakcinované-
mu, pro komer¢ni vakcinu je nutné doséhnout redukce
vy$si nez 80 %. Ockovani skotu pfi pouziti FRCL1 vedlo
k 38 — 69 % snizeni poctu fasciol®”, u ovci doslo pfi po-
uziti FhCL1 a FhCL2 k 33 — 34 % redukci*®. Experimen-
ty byly provadény i na krysach, kde vakcinace pomoci
FhCL3 zredukovala pocet parazitd o 52 9%?3°, pouzitim
bakterialnich inkluznich télisek obsahujicich rekombi-
nantni FhCL1 bylo dosazeno 70 — 80 % sniZeni*.

Katepsiny B jsou dalSimi dobrymi kandidaty — jsou
imunogenni a jsou exprimovany hlavné nedospélymi
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fasciolami, které jsou vhodnéjsim cilem pro imunitni
systém neZ dospély parazit. FhCB se Ucastni excysta-
ce a penetrace tkani hostitele, takze by se vakcinou
zprostiedkovana imunitni odpovéd mohla spustit dfiv,
nez parazit pronikne stfevni sténou do peritonea®.
Vakcina zaloZzena na tomto antigenu poskytovala u krys
60 9% ochranu*2. S cilem zvysit protektivni efekt katep-
sinovych vakcin se dale experimentovalo s rdznymi
kombinacemi katepsinti B a L, coz vedlo ke zna¢nému
zlep3eni. Napfiklad kombinace FhCB2 a FhCL5 posky-
tovala az 83 % ochranu®.

DalSi proteasou pouzivanou v experimentélnich
vakcinach je FhLAP a to jak samotna, tak v kombina-
ci s FhCL. U ovci vakcina s FhLAP snizila pocet fasciol
oproti kontrole o 89 9%, v kombinaci s FRCL1 a FhCL2
to bylo 799%. U obou pokustd byla ziskana také zvifa-
ta s Uplnou eliminaci fascioldzy, coz ukazuje vysokou
efektivitu vakciny. Detailni analyza ukazala, ze vyvola-
nd imunitni odpovéd eliminovala nedospélé migrujici
fascioly jesté predtim, nez se dostaly do Zlu¢ovodi®.
FhLAP tak pfedstavuje slibného kandidata pro vyro-
bu vakciny proti fascioléze. Konkrétni aplikace tohoto
typu proteasy ale vyzaduje dalSi vyzkum, jak ukazuji
neuspésné testy na buvolech, ktefi byli nakazeni pfibuz-
nou fasciolou F. gigantica a ockovani pomoci FgLAP*.

Zaver

Motolice rodu Fasciola jsou globéalnim problémem
pro potravinaisky prlmysl, kde plsobi ro¢ni ekono-
mické ztraty v fadech miliard dolard a vyznamny je
také vyskyt fasciolozy u ¢lovéka. Vzhledem k rozsitené
rezistenci se ukazuje, ze kontrola fasciol6zy pomoci lé-
¢iv neni udrzitelna a z tohoto dlivodu se nadéje upinaji
k oc¢kovani. Proteolytické enzymy jsou kli¢ové pro pato-
fyziologii fasciol, proto pfedstavuji nadéjné vakcina¢ni
antigeny. Rada studii prokazala, ze o¢kovani hospodai-
skych zvifat pomoci nékterych proteas vede k pomérné
vysokému stupni ochrany pied fasciol6zou. V dalsim
obdobi Ize ocekavat, ze vyvoj bude sméfovan na vak-
ciny obsahujici nékolik proteasovych antigent nebo je-
jich kombinaci s dalsimi proteiny (jako jsou napf. FABP
proteiny vazici mastné kyseliny nebo glutathion
S-transferasa** %°). DalSim nadéjnym trendem jsou
vakciny obsahujici proteolyticky aktivni formy proteas,
pro které byl prokazan zesilujici cinek jako vakcinaéni
adjuvans*e.
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Souhrn

Leontovyc A.: Proteolytické enzymy motolice jaterni (Fasciola hepatica) jako cilové molekuly pro antiparazitarni vakciny
Fascioldza je parazitarni onemocnéni zpsobované dvéma druhy motolic rodu Fasciola. Jedna se o jednu z nejvyznamnéjSich parazit6z
hospodaiskych zvifat, vzacna neni ani nékaza ¢lovéka. Masivni pouzivani Ié¢iva triklabendazolu vedlo k tvorbé rezistentnich kmend
fasciol, které jsou v sou¢asnosti velmi rozsitené. Proto se vénuje mimofadné Usili vyvoji vakciny. Proteolyticky systém fasciol se ucast-
ni fady procest nezbytnych pro parazita, od lihnuti miracidii pfes pronikani télem hostitele a ovliviiovéani jeho fyziologickych procest
aZ po traveni zivin. Z tohoto dlivodu jsou proteolytické enzymy atraktivnim cilem pro vyvoj vakcin proti fascioléze. Tento ¢lanek pojednava

Klicova slova: Fasciola, proteasa, katepsin, vakcina

Summary

Leontovyc A.: Proteolytic liver fluke enzymes (Fasciola hepatica) as target molecules for antiparasitic vaccines

Fasciolosis is a parasitic infection caused by two species of flukes from the genus Fasciola. It is considered one of the most important
diseases of livestock, but human infection is also common. Massive usage of the drug triclabendazole led to the development of resistant
flukes, which are currently spread out in many countries. Hence there is much effort put into development of vaccines against fasciolosis.
Proteolytic system of Fasciola plays crucial role in number of processes such as hatching, tissue invasion, nutrient intake or modulation of
the host physiology. For that reason proteases of Fasciola are attractive targets for vaccine development. This paper summarizes current
knowledge about the most important proteases from Fasciola hepatica and their vaccination potential.

Keywords: Fasciola, protease, cathepsin, vaccine
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