Univerzita Karlova

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Biologie

Studijni obor: Molekularni biologie a biochemie organismu

Lucie Safrhansova

Zmény v metabolismu aminokyselin u nddorovych bungk a jejich vyuziti v cilené terapii
Targeted cancer therapy based on altered metabolism of amino acids

Bakalatska prace

Vedouci zaveéreéné prace: RNDr. Julia Starkova, Ph.D.

Praha, 2021



r

Prohlaseni
Prohlasuji, Ze jsem zavérecnou praci zpracovala samostatn¢ a Ze jsem uvedla vSechny pouzité
informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatnd ¢ast nebyla predlozena k ziskani

jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, dne 4. kvétna 2021

Lucie Safrhansova



Podékovani

V prvni fad¢é velmi dékuji mé Skolitelce RNDr. Julii Starkové, Ph.D., za viely pfistup, cenné
rady a vénovany Cas. Dale dékuji celému tymu CLIP, diky kterému mam tu moznost
nahlédnout pod poklicku diagnostiky a vyzkumu 1é¢by détskych leukemii. V neposledni fadé
dékuji mé rodin€ a prateltim za jejich neutuchajici podporu po celou dobu mého studia. Velice

si toho vazim.



Abstrakt

Utinky cilené terapie v 16¢b& nadorovych onemocnéni jsou intenzivné zkoumany a testovany
v mnoha klinickych studiich. Na rozdil od klasické chemoterapeutické 1écby by cilena terapie
m¢éla na nadorové bunky pisobit specificky, s omezenou toxicitou a niz§im rizikem vedlejsich
ucinktl. Jeden z typu cilené terapie vyuziva Achillovu patu rakoviny — specifika nadorového
metabolismu. Se znalostmi metabolickych odliSnosti nadorovych a normalnich bunék lze
nastavit podminky, které normalni buniky snadno pieklenou, zatimco nadorové buiiky v jejich
disledku  odumiraji. Toho lze dosdhnout odstranénim nékterych aminokyselin
z extracelularniho prostiedi, na kterém jsou nadorové buiiky zavislé. Proslulym a po mnoho
let terapeuticky vyuzivanym enzymem je asparaginiza. Asparaginazova terapie je ale uspésna
jen u nekterych druhi rakoviny, proto je zapotiebi dalsi vyvoj a také hledani enzymi
s obdobnymi ucinky. V pribchu let byly objeveny dalsi ¢tyfi enzymy, které by se v budoucnu
mohly stat nedilnou soucasti 1écby onkologickych pacienti — arginindeimindza, arginaza,
methionindza a cyst(e)indza. Minulé a soucasné studie zkoumaji jejich uc¢inky na nadorové
butiky in vitro a in vivo. Uspé&na likvidace nadorovych bun&k s sebou &asto p¥inasi limity
v podobé imunogenicity a rezistence. S kazdou dalsi studii tak pfichazeji odpovédi, ale 1 dalsi
vyzvy, se kterymi je potieba se vypotadat, pokud tyto enzymy maji lidstvu pomoci s jednim

z nejobavanéjSich onemocnéni poslednich desitek let.

Klicova slova: cilend terapie, nadorovy metabolismus, asparaginaza, arginindeimindza,

argindza, methioninéza, cyst(e)inaza



Abstract

The effects of targeted therapies in the treatment of cancer have been extensively researched
and tested in many clinical trials. In contrast to conventional chemotherapy treatment,
targeted therapy should act specifically on cancer cells with limited toxicity and lower risk of
side effects. One type of targeted therapy exploits the Achilles heel of cancer - the specificity
of tumour metabolism. With knowledge of the metabolic differences between tumor and
normal cells, we can set up conditions that normal cells easily bridge, while tumor cells die as
a result. This can be achieved by removing certain amino acids from the extracellular
environment on which cancer cells depend. A well-known enzyme that has been used
therapeutically for many years is asparaginase. However, asparaginase therapy is only
successful in some cancers, so further development is needed, as well as the search for
enzymes with similar effects. Over the years, four other enzymes that could become an
integral part of the treatment of cancer patients in the future have been discovered — arginine
deiminase, arginase, methioninase and cyst(e)inase. Past and current studies have investigated
their effects on cancer cells in vitro and in vivo. Successful elimination of cancer cells often
comes with limitations as immunogenicity and resistance. With each new study come new
answers, but also more challenges we need to deal with if these enzymes would help to fight

off one of the most feared diseases of the last few decades.

Key words: targeted therapy, cancer metabolism, asparaginase, arginin deiminase, arginase,

methioninase, cyst(e)inase
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Seznam zkratek

ADC — arginindekarboxylaza
ADI — arginindeiminaza

ADI-PEG20 — arginindeiminiza
s pfipojenym poyethylenglykolem

ALL — akutni lymfoblastickd leukemie
AML — akutni myeloidni leukemie
ARG — arginaza

ARGI —arginaza 1

ARG2 — arginaza 2

ASL — argininosukcinatlyaza
ASNéza — asparaginaza

ASNS — asparaginsyntetaza

ASS1 — argininosukcinatsyntaza 1
ATP — adenosintrifosfat

BSO — buthioninsulfoximin

CGL - cystathion-y-lyaza

CLL — chronicka lymfocytarni leukemie

CpG — cytosin-fosfat-guanin
CSSC — cystin

CYSaza — cyst(e)indza

EcA, EcAll — asparagindza typu II pochazejici

z E. coli

EcAI — asparaginaza typu I pochézejici
z E. coli

ErA — asparaginaza pochazejici z D. dadantii

ESC — embryonalni kmenové bunky

GSH - glutathion

iPSC — pluripotentni kmenové bunky
METaza — methioninaza

MS — methioninsyntdza

MTA — metylthioadenosin

MTAP — metylthioadenosinfosforyldza

mTOR — sav¢i kinaza (z angl. mammalian
target of rapamycin)

NOS — syntazy oxidu dusnatého

o-rMET4aza — oraln¢ podavana
rekombinantni forma methioninazy

OTC - ornitintranskarbamoylaza

PDOX (modely) — imunodeficientni
humanizované modely s nddorovymi
bunkami pacienta transplantovanymi do
mista obvyklého vyskytu daného typu
bunék (z angl. patient-derived orthotopic

xenograft)

PDX (modely) — imunodeficientni
humanizované modely s transplantovanymi
nadorovymi bunkami pacienta (z angl.
patient-derived xenograffts)

PEG - polyethylenglykol

PEG-EcA — asparaginéza typu |
s pfipojenym poyethylenglykolem

PLP — pyridoxalfosfat

rMETéza — rekombinantni forma rtMETazy
ROS — reaktivni formy kysliku

SAM — S-adenosylmethionin

xCT — antiportér cystin/glutamat

BAspAMP — B-aspartyl-adenosinmonofosfat



1 Uvod

Rakovina patii mezi nejzdvaznéjsi onemocnéni zépadni civilizace. Postihuje riizné tkané, od
¢ehoz se odviji prognoza a postup lécby, pificemz velké mnozstvi piipadi je stale
nevylécitelnych. Z dat Ceského statistického tGfadu z let 2010 az 2019 vyplyvé, Ze zhoubné
nadory staly na druhé pti¢ce v Zebtitku piigin tmrti Cechil, hned po kardiovaskularnich

chorobach.

Mezi charakteristické rysy nadorovych bunék patii masivni rast, tvorba metastdz, nestabilni
genom, nekontrolovatelné a Casté déleni s neomezenym poctem opakovani, nezavislost na
vngjSich signalech organismu a potlaceni indukce apoptézy. DalSim dilezitym nedavno
popsanym rysem nadorovych bun¢k je deregulace bioenergetickych a biosyntetickych
procest. Detailni zkoumani bunééného metabolismu nadorovych bunék nam pifinasi nové
poznatky o jeho specifickém fungovani, a tim i1 néstroje vyuzitelné pii vyvoji efektivni

terapie, kterd bude na tyto bunky selektivné piisobit.

Pravé metabolické odchylky od normalu, které nadorovym buiikam poskytuji ur¢ité vyhody,
se daji otocit v jejich neprospéch. Transformaci nadorového metabolismu doslo k nékolika
zasadnim zméndm ve vztahu bunék k aminokyselindim. Nadorovy metabolismus spotfebovava
aminokyseliny ve vétSim mnoZstvi, a navic se na pfisunu nékterych aminokyselin stal pfimo
zavislym. Pro nadorové bunky se tak stavaji esencidlnimi i ty aminokyseliny, které za
normalnich okolnosti esencialni nejsou. Nékteré nadorové bunky mimo tyto zmény vykazuji
mensi schopnost si urcité aminokyseliny syntetizovat. Téchto jevii vyuziva cilend terapie,
jejimz zamérem je co nejméné negativné ovlivnit normalni buniky téla a zaroveil co nejvice
poskodit buiiky nadorové. Jednou ze strategii je selektivni vyhladovéni nadorovych bunék,
které muze byt provedeno mnoha zpisoby. PovétSinou jsou zaméfeny na blokaci pienaSece
aminokyseliny do buiiky, inhibici syntetizujiciho enzymu nebo vpraveni enzymu, ktery danou
aminokyselinu v extracelularnim prostfedi degraduje. Pravé témto typlim enzymil se vénuje

tato prace.



2 Metabolismus nadorovych bun¢k

Néadorové bunky potiebuji velké mnozstvi energie. Nejvice energie ve formé
adenosintrifosfatu (ATP), konkrétné 36 molekul, mohou bunky ziskat rozkladem glukézy za
aerobnich podminek neboli bunéénym dychanim. Nadorové bunky ptednostné vyuzivaji tzv.
aerobni glykolyzu, kterou urychlily jejim odpfazenim od respirace. Intenzivni pieména
glukozy na laktat, kterd probiha v nddorovych buiikdch bez ohledu na ptitomnosti i kysliku je
znama jako Warburglv efekt. Nadorové buiiky tento zplsob ziskavani energie preferuji, a
jelikoz na jednu molekulu glukézy ziskaji touto aerobni glykolyzou méné¢ ATP, pfijimaji
glukézu ve veétSsim mnoZzstvi pfi srovnani s normélnimi bunkami téla. Nadbytecné molekuly
laktatu a dalSich kyselych metabolitid jsou vyluCovany do extracelularniho prostredi, ¢imz
dochazi ke snizeni pH v okoli bunky, coz napomaha bunikdm invadovat do dalSich ¢asti téla a

znesnadnuje jeji ptipadnou likvidaci imunitnim systémem.

Jednou zvyhod, kterou Warburgiiv efekt pfinadsi, je kontinualni pfisun energie i pftes
nedostatecné okysli¢eni tkané. Navzdory schopnosti naddorovych bunék stimulovat tvorbu
novych kapilar, angiogeneze Casto neudrzi krok s rychlym tempem ristu nadoru. Soucasné
studie poukazuji na to, ze Warburglv efekt napoméha v nadorovych bunkach nejen pfii
ziskavani energie, ale také se U€astni nekontrolovaného ristu spusténim biosyntetickych drah.
Tyto procesy jsou soucasti tzv. branching pathways, ve kterych intermediaty glykolytické
drahy vstupuji do vedlejsich reakci a i€astni se syntézy aminokyselin, nukleotidii a lipidd.
Ptikladem je pentozofosfatovy cyklus, jehoz produktem je riboza-5-fosfat vyuzivana pii
syntéze nukleotidd, anebo drdha biosyntézy serinu. Tato aminokyselina se uplatiuje jako

prekurzor purinil a pirimidind.

2.1 Glutamin v nadorovém metabolismu

Nadorové buiky spotifebovavaji kromé glukoézy ve vyS$S$im mnoZstvi také lipidy a
metabolizovdna na laktat, a tim do citratového cyklu vstupuje méné pyruvatu, je glutamin
vyuzivan k doplnéni chybé&jicich meziproduktii citratového cyklu skrze a-ketoglutarat.
Glutamin je zdsadni pro udrzeni dusikové homeostdzy a syntézu proteind, nukleotidd,
koenzym a antioxidantli. Antioxidanty pomahaji buitkkdm se vypotéadat s oxida¢nim stresem,
jemuz jsou nadorové builky vystaveny ve vyssi mife kvili zrychleni metabolismu. Glutamin

proto spole¢né s glukdzou stoji v pomysiném stiedu nddorového metabolismu.



Velké mnozstvi nddorovych bungk je na pfisunu glutaminu zéavislych (Eagle, 1955). Kdezto
normalnim buiikam téla, pokud nejsou vystaveny katabolickému stresu, staci jeho endogenni
syntéza (Cha et al., 2015; Tsujimoto et al., 2015; Ziegler et al., 2005). Na zéklad¢ téchto
zjisténi je postavena cilend terapie vyuzivajici inhibitory strategickych enzymu
glutaminového metabolismu. Prvni aminoskupinu z glutaminu odstépuji glutaminazy (GLS,
GLS2), ¢imz vytvari glutamat. Druhd aminoskupina je z glutamatu odStépena
aminotransferazami nebo glutamatdehydrogendzou (GLUD) za vzniku a-ketoglutaratu.
Inhibovdan mtize byt i membranovy transportér glutaminu do buiiky, SLCI1AS5. Uginky

inhibitort jsou v poslednich letech intenzivné zkoumany.
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Obr. 1: Nadorovy metabolismus glutaminu a glukézy. Nadorové builky pfijimaji velké mnozstvi glukdzy a

glutaminu. Vstup do buniky glukéze umoziiuji transportéry GLUT. Glukoéza je glykolyzou metabolizovana na
pyruvat. Vétsina vytvoreného pyruvatu je pfeménéna na alanin nebo laktat a transportovana ven z bunky. Mensi
¢ast vstupuje do citratového cyklu, diky kterému mohou byt syntetizovany lipidy. Glutamin je do bunky
transportovan diky transportéru SLC1AS. V mitochondrii jsou z n¢j odstépeny ob& aminoskupiny, nejprve
enzymem GLS nebo GLS2 a posléze enzymem GLUD nebo aminotransferazami. Vznikly a-ketoglutarat rozbiha
zbylou Cést citratového cyklu. Aminoskupiny jsou stejné€ jako alanin s laktatem transportovany ven z bunky,

¢imz dochézi k okyseleni vn€jSiho prostoru nadorové buriky.



3 Asparagin

Asparagin je neutraln¢ nabitd aminokyselina s polarni aminoskupinou v postrannim fetézci.
V organismu je vyuzivan k proteosyntéze a N-glykosylaci proteinti, a tedy k vytvareni
glykoproteint. Jelikoz funguje jako vyménny faktor pfedevsim serinu, argininu a histidinu,
podili se na homeostaze aminokyselin (Krall et al., 2016). Figuruje také v metabolismu
amoniaku a syntéze nukleotidli. V neposledni fadé dokaze potlacit apoptozu skrze sviij vliv na

endoplazmatické retikulum (Zhang et al., 2014).

Bunky si dokézou asparagin syntetizovat de novo, a tak neni fazen mezi esencidlni
aminokyseliny. Biosyntéza vychazi =z oxaloacetdtu, intermedidtu citrdtového cyklu.
Pfipojenim aminoskupiny glutamatu k oxaloacetatu vznikd a-ketoglutarat a aspartat.
Asparagin vznika v dalSim kroku pfenesenim aminoskupiny z glutaminu na aspartat.

Metabolismus asparaginu a glutaminu se tedy do zna¢né miry prolina.
3.1 Asparagin syntetaza

Asparagin je v sav¢ich bunikach syntetizovan enzymem asparaginsyntetazou (ASNS). ASNS
je ATP dependentni aminotransferaza, kterd pfenaSi aminoskupinu glutaminu na aspartat,
¢imz vznika asparagin a glutamat. Ma dvé aktivni mista a katalyzuje tfi odliSné reakce
(Larsen et al., 1999). V prvnim aktivnim mist¢ na C-koncové doméné dochazi k aktivaci
karboxylové skupiny v postrannim fetézci aspartatu, k tomu je nutnd pifitomnost ATP a
hofecnatych kationt. Karboxylova skupina aspartatu napadne o-fosfatovou skupinu ATP,
¢imz dojde k odstépeni dvou fosfatovych skupin z ATP ve formé pyrofosfatu a vzniku
meziproduktu B-aspartyl-adenosinmonofosfatu (BAspAMP). Thiolovd skupina cysteinu na
N-konci druhého aktivniho mista hydrolyzuje glutamin tak, ze se odStépi aminova skupina
glutaminu ve formé& amoniaku za vzniku glutamatu. Ods$tépend aminoskupina je poté
transportovana intramolekuldrnim kandlem k aktivnimu mistu na C-koncové doméné
obsahujicimu meziprodukt PBAspAMP, kde amoniak nukleofiln¢ atakuje -elektrofilni
BAspAMP za vzniku asparaginu (Larsen et al., 1999). ASNS je vhojném mnoZstvi
produkovana bunikami slinivky, mozku, §titné Zlazy a varlat, naopak buiiky ledvin ji exprimuji

po malu.



3.2 Asparaginaza

Asparaginaza (ASNaza) byla nalezena v fad¢ organismil od bakterii, pies kvasinky, rostliny a
ptaky az k savcim vyjma ¢lovéka. Ne vSechny pfirozené se vyskytujici ASNazy ale disponuji
protinddorovymi schopnostmi. PovétSinou ma ASNaza strukturu tetrameru, ale je mozné ji
najit i ve form¢ monomeru, dimeru a hexameru. ASNazy vyuzivané v terapii jsou
purifikované piedevsim z bakterii Escherichia coli a Dickeya dadantii, tyto ASNazy maji

stejnou trojrozmérnou strukturu (Lubkowski et al., 2003).

ASNéza pochazejici z bakterie D. dadantii (ErA), diive zndmé pod jmény Erwinia
chrysanthemi a D. chrysanthemi, je klasifikovana jako tetramer nebo také dimer dimert, kde
oba dimery obsahuji identické monomery. Monomery maji dvé domény — velkou N-doménu a
mensi C-doménu (Aghaiypour et al., 2001). Aktivni mista enzymu se nachdzi mezi dvéma
protilehlymi monomery, dohromady jsou ¢tyfi a maji podobu flexibilni smycky, ktera

v aktivnim stavu enzymu prekryva jeho aktivni misto (Aghaiypour et al., 2001).

ASNéaza vyuzivd ping-pongového mechanismu, pfi kterém dochazi ke sledu dvou
nukleofilnich substituci, kdy prvni je zplisobena nukleofilnim atakem threoninového zbytku a
druha nukleofilnim atakem vody. Vysledkem je hydrolytickd deaminace — ASNdaza odstepi
aminoskupinu z postranniho fetézce asparaginu, ¢imZ vznika aspartat a amoniak (Aghaiypour
et al.,, 2001). Krom¢ asparaginu miize ASNaza jako substrat vyuzit i glutamin, u kterého
stejné jako u asparaginu odStépi amoniak a vznika tak glutamat. ASN4za mlzZe mit kromé

asparaginazove aktivity 1 aktivitu glutaminazovou.

Gramnegativni bakterie E. coli syntetizuje dva izoenzymy ASNazy — v cytosolu ASNazu
typu I (EcAl) a v periplazmatickém prostoru ASNazu typu II (EcAIl, EcA) (Campbell et al.,
1967). EcAll na rozdil od EcAl vykazuje protinddorové ucinky a ma také vyssi afinitu
k substratim (Campbell et al., 1967, Whitecar et al., 1970). Rozdilna afinita ASNazy
k substratim je déana také flexibilitou smyc€ky v aktivnim misté. KdyZ byla tato smycka
upevnéna vodikovymi mustky, glutamindzova a asparagindzova aktivita enzymu se zvysila
(Offman et al., 2011). Mezi aktivnimi misty EcAI a EcAIll je jest¢ jeden rozdil, ktery
vysvétluje jejich odliSnost v afinité ke glutaminu. EcAIl obsahuje v aktivnim misté zbytek
serinu a kyseliny glutamové, ta je zaporné nabitd, a tim padem ochotné pfitahuje kladné
nabitou a-aminoskupinu glutaminu, zatimco v aktivnim misté EcAl se nachazi glutaminovy a

asparaginovy zbytek (Aghaiypour et al., 2001).
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Obr. 2: Monomer asparaginazy. Monomer se skladd z malé C-domény a velké N-domény. Asparagindza ma
asparaginazovou a glutaminazovou aktivitu. Pokud se asparagin nebo glutamin dostane do aktivniho mista,
flexibilni smycka aktivni misto pfekryje. V aktivnim misté poté dochézi k odstépeni aminoskupiny a vzniku

aspartatu nebo glutamatu. Pievzato a upraveno z Aghaiypour et al., (2001).
3.2.1 Asparaginazova terapie

Asparaginazova l1é¢ba primarné cili na nddorové bunky, které exprimuji gen pro ASNS bud’
jen velmi malo, nebo ho neexprimuji viibec. To je pravdépodobné zplisobeno hypermetylaci
cytosin-fosfat-guaninovych (CpG) ostrivkii promotoru genu ASNS (Ding et al., 2005).
DalSimi vhodnymi bunéénymi kandidaty mohou byt buniky, které sice ASNS tvofi, ale jeji
aktivita je nizsi, to lze pozorovat u bun¢k rakoviny vajeéniki (Krall et al., 2016; Purwaha et
al., 2014; Story et al., 1993). V dusledku vyse zminéného si tyto nadorové buiiky nedokazou
asparagin syntetizovat samy v takové mife, ve které ho potiebuji k zajiSténi zakladnich funkci
a k proliferaci, a jsou tak zavislé na jeho extracelularnich zdrojich. Jednim z mechanism,
které se v auxotrofnich nadorovych bunkéch po depleci asparaginu s glutaminem rozbihaji, je
inhibice drahy mTOR, jez ma za nasledek potlaceni proteosyntézy, nukleovych kyselin,
zastaveni bunécného cyklu ve fazi Gi, aktivaci autofagie a nasledné apoptoézu. Plisobenim
ASNdazy dochazi také k metabolickému preprogramovani, konkrétné¢ ke zménadm
bioenergetickych drah, a to bud’ pfimo, nebo neptimo, coz je regulovano drahou mTOR

(Hermanova et al., 2016; Leslie et al., 2006; Yu et al., 2012).



ASNdza je pacientim podavana od 70. let 20. stoleti a v souCasné dobé se jedna o
nejpouzivangjsi cytostaticky enzym, co se klinické onkologie ty¢e. Standardné je vyuzivana
v 1é¢bé leukemii a nékterych druhli non-Hodgkinova lymfomu a tvoii hlavni slozku
medikamenti podavanych détskym pacientim s lymfoblastickou leukemii (Pieters et al.,
2011). Vpravuje se injek¢éné nejcastéji do zily nebo svalu. Muze byt aplikovana i do pateiniho
kandlu, protoze ptfi bézném podéani neprochdzi hematoencefalickou bariérou (Capizzi et al.,
1970). V Evrop¢ je vétSiné pacientll poddvéana nitroziln€, zatimco ve Spojenych statech se
aplikuje do svalu. V ramci 1écby akutni lymfoblastické leukemie (ALL) byly sledovany
rozdily pusobeni ErA pii podavani obéma zpisoby. Bylo zjisténo, Ze intramuskularné

injektovana ErA vykazuje vyssi aktivitu (Schrey et al., 2010).

Prabéh asparaginazové 1écby se 1isi dle zdroje enzymu. Priméarné je k terapii vyuzivana EcA,
ale pokud se u pacientl objevi alergické reakce, pfechazi se na ErA. ErA vykazuje pfi stejném
davkovani méné vedlejSich ucinkl jako neurotoxicitu, pankreatitidu a sepsi nezli EcA, avSak
jeji aktivita je nizsi a anafylaktickou reakci mohou vyvolat obé se stejnou pravdépodobnosti
(Duval et al., 2002). Biologicky polocas rozpadu EcA se pohybuje kolem 1,24 dne, coz je
témét dvojnasobek biologického polocasu rozpadu ErA, ktery ¢ini zhruba 0,6 dne, a tim

padem se ErA musi pacientliim podévat ¢astéji (Miiller and Boos, 1998).

Ve snaze zamezit alergickym reakcim byla EcA upravena pomoci PEGylace. Pti procesu
PEGylace je na ASNazu kovalentné pfipojen polyethylenglykol (PEG). PEGylovana
molekula se poté stava vice stabilni, ¢imz se zvySuje biologicky polo¢as rozpadu molekuly v
organismu, je rozpustna v polarnich rozpoustédlech a organismus netvoii takové mnozstvi
protilatek vici dané molekule. PEGylovana EcA se mize pochlubit vyssi protinadorovou
aktivitou a biologickym polocasem rozpadu kolem 5,73 dne, coz je od jeji nativni formy
s polo¢asem rozpadu 1,24 rozdil 4,49 dne (Miiller and Boos, 1998). Vyssi aktivita a
prodlouzeni cirkulace PEG-EcA v plazm¢ umoziuje niz$i frekvenci davkovani, a tim klesaji i
mozné vedlej$i ucinky. V piipadé, Ze se u pacienta léCeného v Evropé objevi imunitni
odpovéd’ na EcA, piejde se na 1écbu pomoci jeji PEGylované formy nebo pomoci ErA. Az
tietina pacientil vykazujicich alergickou reakci na EcA je ale posléze alergickych i na ErA
(Billett et al., 1992; Vrooman et al., 2010). Ve Spojenych statech se primarné pouziva PEG-
EcA. Precitlivélost miize nastat i po aplikaci PEGylované formy, organismus vyvine
protilaitky na PEG, a tim dochdzi k inaktivaci a odstranéni PEG-ASNazy nékdy i1 bez
pozorovanych alergickych reakci (Armstrong et al., 2007; van der Sluis et al., 2016). Kiizova
reaktivita protilatek se vyskytuje pfi pouziti nativni a PEGylované formy EcA. Navzdory
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vylepSeni vlastnosti EcA PEGylaci byla po vykazovani vaznych vedlejSich u¢inkii PEG-EcA
u pacientek s rakovinou vajecnikl pfed¢asné ukoncena II. faze klinického testovani (Hays et
al., 2013). Metoda PEGylace byla pouzita i u ErA, kde také prodlouzila polocas rozpadu (Rau
et al., 2018; Torres-Obreque et al., 2019). Stejn¢ jako v pfipadé nativnich forem
intramuskularni aplikace prodluzuje dobu cirkulace enzymu v plazmé, avSak tento zptlisob

NS 24

pomalejsi a Castéji dochazi ke koznim projeviim hypersenzitivity (Douer et al., 2007).
3.2.1.1 Glutaminazova aktivita asparagindzy

U klinicky vyuzivanych ASNéaz se glutaminazové aktivita v porovnani s asparagindzovou
aktivitou pohybuje kolem 5 % (Wriston and Yellin, 1973); u nékterych ASNaz mtize dokonce
asparaginazovou aktivitu pfevySovat. Zda se, Ze glutamindzova aktivita ASNazy vyrazné
pomdha pii 1écbé nadorovych bunck, a to nejen téch, které maji snizenou expresi
glutaminsyntetdzy nebo ji uplné postradaji, coz bylo pozorovano napiiklad u rakoviny
vajecnikd, oligodendrogliomu nebo mnohocetného myelomu (Bolzoni et al., 2016; Chiu et al.,
2018; Furusawa et al., 2018). Podle n¢kterych vyzkumi je glutamindzova aktivita ASNazy
nezbytna pro efektivitu asparagindzové terapie pouzité pii 1écbé ALL (Offman et al., 2011;

Panosyan et al., 2004).

Pro lepsi pochopeni duleZitosti role glutamindzové aktivity v asparagindzové terapii byly
vyvinuty ASNazy s odliSnou glutamindzovou aktivitou. Enzymy s knock-outovanou
glutaminazovou aktivitou byly v boji s nddorovymi buiikami neexprimujicimi ASNS stale
ucinné (Parmentier et al., 2015). V dalsi studii, ve které byly pouZity enzymy s niz8i a vyssi
glutamindzovou aktivitou oproti normalu, byly v 1é¢bé ALL bunék bez ASNS piekvapive
nejucinngj§i ASNaza, kterd vykazovala nejvyssi glutaminazovou aktivitu (Offman et al.,
2011). Pokud ptedpokladdme, Ze nddorové buiiky bez ASNS nepouzivaji glutamin k syntéze
asparaginu, ale k dopliiovani citratového cyklu, a tim padem k proliferaci, je glutaminazova
aktivita zddouci. VycCerpani cirkulujiciho glutaminu ASNézou hraje svou roli i u nadorovych
bun¢k, které ASNS exprimuji, jelikoZ jim glutamin slouzi jako donor aminoskupiny pfi
syntéze asparaginu a dalSich produktd (Ratnikov et al., 2015) a bez pfistupu k endogennimu
glutaminu podléhaji apoptoze (Krall et al., 2016). Dalsi vyzkumy ukazuji pfimou iméru mezi
cytotoxickym plisobenim na nddorové bunky obsahujici ASNS a glutaminazovou aktivitou,
jelikoz cytotoxicita se objevovala a zvySovala pfimo imérné glutaminazové aktivit¢ enzymu

(Chan et al., 2014; Parmentier et al., 2015).



Vzhledem k vyznamnym rolim, jaké glutamin v organismu sehrdva, muze jeho deplece
predstavovat problém. Obavy z poSkozeni metabolismu zptsobeného nedostatkem glutaminu
v prubéhu asparaginazové terapie vedly k metod¢ suplementace. Nazory na tuto strategii se
vSak lisi. Nekteré studie popisuji vyhody dopliiovani glutaminu béhem 1é€by ALL a béhem
chemoterapie (Sands et al., 2017; Tanaka et al., 2016; Vicentini et al., 2016), jin¢ jeho

suplementaci neshledavaji pfinosnou (Moe-Byrne et al., 2012; Tao et al., 2014).
3.2.1.2 Limity asparaginazov¢ terapie

Glutaminazova aktivita sice mize byt dilezitou soucasti asparaginazové 1écby, ale ma i svou
stinnou stranku, které je tieba se vyvarovat. V 1. fazi klinického testovani ASNazy
s vyrovnanou glutamindzovou a asparagindzovou aktivitou (nékdy také oznaCovana jako
glutaminaza-asparagindza) u dospélych onkologickych pacientii bylo pozorovano velké
mnozstvi vedlejSich ucinki zahrnujicich hyperglykémii, respira¢ni alkalézu, nevolnost,
zvraceni, zimnici anebo naopak horecku. Navic terapie vedla k projeviim jako asterixis,
letargie a dezorientace, které vypovidaji o zasazeni funkci centrdlni nervové soustavy
(Warrell et al., 1980). Na zaklad¢ tohoto pozorovani se k II. fazi klinického testovani uz
nepfistoupilo. I kdyZ klinicky vyuzivané EcA a ErA disponuji glutamindzovou aktivitou jen
v fadu nékolika procent, mohou vyvolat mnohé vedlejsi G€inky jako naptiklad hypersenzitivni
a anafylaktické reakce, pankreatitidu, trombozu, zvySeni krvacivosti, bolesti bticha, horecku,
infekce, hyperglykémii, sepsi a krvacivé cysty (Avramis et al., 2002; Haskell et al., 1969;
Oettgen et al., 1970; Plourde et al., 2014; Vrooman et al., 2016). Problémy spojené s
koagulaci krve jsou dany ovlivnénim proteosyntézy (Nowak-Gottl et al., 2001). Celkové je

vvvvvv

mnozstvi vedlejSich ucinki totiz koreluje s vékem pacienta (Stock et al., 2011).

Vyzkumy se zacaly ubirat smérem k produkci terapeuticky vyuzitelné ASNéazy se sniZzenou
glutaminazovou aktivitou (Chan et al., 2014; Reinert et al., 2006). Minimalizovani vedlejSich
ucinki zplisobenych glutamindzovou aktivitou ErA muze byt dosazeno skrze zdménu
aminokyselinovych zbytka aktivniho mista enzymu. Pokud je ve flexibilni smyc¢ce mutantni
ErA nahrazen jeden ze dvou aminokyselinovych zbytkli zbytkem glutaminovym, je
a-aminoskupina glutaminu silné odpuzovéana donory vodikovych vazeb. Asparagin se diky
mensi velikosti stdle dokaze vyhnout donorim vodikovych vazeb, a tak dochazi ke snizeni
afinity ke glutaminu (Nguyen et al., 2016). Jind vyzkumna skupina vytvofila mutantni enzym

bez detekovatelné glutaminazové aktivity, ktery byl shledan G¢innym v likvidaci nadorovych
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bunék schopnych syntézy asparaginu (Chan et al., 2014). Dalsi moZnosti je pouziti ASNazy
ptirozené se vyskytujici u jinych organismi nez u bakterii E. coli a D. dadantii. Alternativni
ASNéza ma ale vétSinou nizsi asparaginazovou aktivitu a pti pokusech o jeji zvySeni doslo ke
zvyseni obou aktivit enzymu, ¢imZ by ASNaza ztratila jednu ze svych vyhod (Sudhir et al.,

2016).

Druhou vyhodou ASNdazy z alternativnich zdroji je moznost jejich vyuziti, pokud u pacienta
dojde k imunitnim reakcim na EcA ¢i ErA. Jako alternativni zdroje se nabizeji predevsim
houby (Huang et al., 2014; Mohan Kumar and Manonmani, 2013; Vala et al., 2018), rostliny
(Liu et al., 2019), kvasinky (Darvishi et al., 2019) ¢i jiné druhy bakterii (El-Naggar et al.,
2016; Reinert et al., 2006). Enzymy ptivodem z jinych organismit, nez do kterého jsou
aplikovany, nebyvaji zpravidla dobfe pfijimany, a tak byla vyvinuta i z ¢asti lidskéd a z ¢asti
morceci ASNaza (Rigouin et al., 2017). Do 1. faze klinického testovani vSak zatim nebyla

pfijata ani jedna ASNdza z alternativniho zdroje.

Snizeni efektivity nebo dokonce rezistence vuci asparagindzové terapii mize byt zplisobeno
kooperaci nadorovych bunék sadipocyty za ucelem zisku glutaminu nebo
s mezenchymalnimi buiikami stromatu pro ziskani asparaginu (Ehsanipour et al., 2013;
Iwamoto et al., 2007; Parmentier et al., 2015). Efektivita 1écby proto zavisi i na mnozstvi
tukové tkdné pacienta, coz bylo prokazano na mysSich modelech, kde asparagindzova lécba
neprodlouzila Zivot obéznim my$im. Tato podpora od normalnich bun¢k muize vést k netiplné

eradikaci leukemické populace a naslednému relapsu onemocnéni (Williams, 2007).

Zajimava strategie podavani ASNazy je jeji vloZeni do erytrocytl (Kravtzoff et al., 1996;
Updike et al., 1976). Skrze cytoplazmatickou membranu erytrocyti je k ASNaze aktivné
transportovan glutamin a asparagin, které jsou ASNéazou degradovéany. Tim, ze je ASNaza
soucasti erytrocytu, neni napadana imunitnim systémem a doba cirkulace v organismu je dana
zivotnosti erytrocytu, tj. 120 dni. PoloCas rozpadu se pohybuje kolem 1 mésice, coz je
diametralni rozdil oproti 0,6 dne ErA, 1,24 dne EcA a 5,73 dne PEG-EcA (Halfon-Domenech
et al.,, 2011; Miiller and Boos, 1998). Eryaspaza, ASNéaza enkapsulovand v erytrocytu,
v klinickych studiich s pacienty trpicimi ALL a adenokarcinomem pankreatu s nizkou expresi
ASNS vykazovala mnohem mensi koagulaci a alergické reakce neZzli predchozi varianty
enzymu (Bachet et al., 2015; Halfon-Domenech et al., 2011; Hammel et al., 2020; Hunault-
Berger et al., 2015).
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Obr. 3: Eryaspaza. Asparagin je pumpovan skrze membranu dovnitf erytrocytu, kde ho ASNaza rozlozi na
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amoniak a aspartat. Erytrocyt roznasi asparaginazu krevnim felistém a zaroven ji chrani pfed napadenim
imunitnim systémem. Vysledkem je sniZeni toxicity a prodlouzeni polo¢asu rozpadu asparaginazy. Inspirovano

Thomas and Le Jeune, (2016).
4  Arginin

Arginin je proteinogenni aminokyselina, kterou fadime do skupiny semiesencidlnich
aminokyselin. Za normalnich fyziologickych podminek je jeho endogenni syntéza dostacujici,
ale pii vyvoji ditéte nebo katabolickém stresu neni organismus schopny arginin syntetizovat
do té miry, aby zajistil své fyziologicky spravné fungovani. Je proto nutné arginin dopliovat
pfimo ze stravy. Arginin je nedilnou slozkou metabolickych drah velkého mnozstvi pro télo
vyznamnych latek jako je naptiklad mocovina, oxid dusnaty, citrulin, ornitin, prolin, glutamat,

kreatinin a agmantin (Morris, 2007).
4.1 Metabolismus argininu

Diky enzymiim argininosukcinatsyntaze 1 (ASS1) a argininosukcinatlyaze (ASL) je vétSina
bunék schopna syntetizovat arginin z citrulinu ve dvou krocich. Ustfednimi misty syntézy

argininu v téle jsou jatra a ledviny.

Pfi katabolismu aminokyselin dochazi k produkci amonnych iontl, které jsou pro lidsky
organismus toxické i ve velmi malé koncentraci. Amoniak je proto transportovan z bun¢k do
krevni plazmy ve form¢ glutaminu nebo alaninu a nasledné je krevnim fecistém pifenesen do
jater. V enterocytech je amoniak z glutaminu a alaninu odstépen. Karbamoylfosfatsyntetaza
(CPS1) v matrix jaternich mitochondrii syntetizuje z amoniaku a hydrogenuhli¢itanovych
aniontli karbamoylfosfat za spotfeby dvou molekul ATP. Pfipojeni karbamoylfosfatu na

ornitin za vzniku citrulinu katalyzuje ornitintranskarbamoylaza (OTC). Citrulin je
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transportovan do cytosolu, kde je diky ASS1 spojen s aspartitem, ¢imz vznika
argininosukcinat. V dal§im kroku je plisobenim ASL z argininosukcinatu odstépen fumarat, a
tim dochazi k vytvofeni argininu. Hydrolytickym $tépenim argininu argindzou 1 (ARG1) se
z argininu uvoliiuje mocovina za vzniku ornitinu, ktery je transportovan pomoci translokazy
ORNT1 zpét do matrix mitochondrie. Tim se ornitin recykloval a proces se mtize opakovat.

Tento cyklus je nazyvan mocovinovym a probiha pouze v jatrech.
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Obr. 4: Mocovinovy cyklus v enterocytu. Ornitin je z cytosolu enterocytu pienesen translokazou ORNT1 do
matrix mitochondrie. V mitochondrii enzym CPS1 syntetizuje karbamoylfosfat z hydrogenuhli¢itanovych
aniontli a amoniaku. Z karbamoylfosfatu a ornitinu vznika za ucasti OTC citrulin, ktery je transportovan do
cytosolu, kde je diky ASS spojen s aspartatem, ¢imz vznika argininosukcinat. ASL katalyzuje reakcei, pfi niz je
z argininosukcinatu odstépen fumarat za vytvoreni argininu. Z argininu vznika odstépeni mocoviny ornitin.

Reakci katalyzuje enzym ARGI. Ornitin je znovu transportovan do mitochondrie a dochazi tak k uzavieni cyklu.
Kira ledvin je misto s nejvyssi koncentraci ASL, a proto neni piekvapenim, Ze je 1 mistem
s nejvyssi syntézou argininu. Citrulin pochézejici pfedev§im ze stifev je pfenesen do ledvin,
kde plisobenim enzymii ASS1 a ASL dochazi k jeho pfeméné na arginin, ktery je od ledvin

roznaSen krevnim feCiStém i ke vzdalenym buiikdm téla. Na potkanich modelech bylo



zjisténo, ze na arginin bylo v proximalnim tubulu ledvin ekvimolarné pfeménéno piiblizné 80

% citrulinu pochazejiciho ze stfev (Crenn et al., 2008).
4.2 Draha arginin — oxid dusnaty

Oxid dusnaty, chemickou znackou NO, je velmi mald molekula. Vzhledem k tomu, ze ma
jeden neparovy elektron, patii mezi radikaly a jeho biologicky polocas rozpadu je 5-10
sekund. Pfi biosyntéze NO je zapotiebi arginin jakozto vychozi latka v reakci enzymi syntaz
oxidu dusnat¢tho (NOS, zangl. nitric oxide synthase), které za spotieby
nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADPH) a kysliku vytvaieji NO a citrulin. NOS je vice
typti: eNOS se vyskytuji v endotelovych bunkach, nNOS v nervovych a svalovych bunkéach.
Prostfednictvim iNOS v neutrofilech a makrofazich je v prub¢hu zanétlivych reakcei tvoten
NO za Ucelem zneSkodnit patogenni bakterie v téle. JelikoZ NO dokdze volné difundovat
skrze cytoplazmatické membrany bunék, je vyuzivan jako signdlni molekula a
neurotransmiter v centralni i periferni nervové soustavé. V procesu bunécné signalizace se
NO pfipojuje na thiolové skupiny cysteinli v proteinech, tzv. N-nitrosylace. Mimo toho NO
dokdze relaxovat hladkou svalovinu. NO aktivuje guanylatcyklazu, kterd Stépi
guanosintrifosfat (GTP) na cyklicky guanosinmonofosfat (cGMP), coZ je vyznamny druhy
posel. Aktivizaci proteinkindzy G dochdzi k relaxaci myocytu. Uvolnénim hladké svaloviny
plsobi mimo jiné na vazodilataci cév, peristaltiku stfev, inzulinovou sekreci a erekci penisu.
Dalsi dilezitou roli NO v téle je stimulace tvorby novych kapilar, jejichz vznik je zasadni pro

zasobovani nadoru zivinami, a tim padem nadorovy rust.

Ve vétSich koncentracich je ale NO pro buiiky toxicky. Problém toxicity NO je feSen skrze
enzym ARGI, ktery katalyzuje pfeménu argininu na ornitin a mocovinu. Pfitomnost NO ma
vliv na apoptdzu buiiky - pokud je hladina NO v butice nizkd, proces apoptdzy se nespusti a
buiika je tak k apoptoze rezistentni, zatimco vyssi koncentrace NO apoptozu vyvolava (Lind,
2004). NO zajist'uje nadorovym buiikdm hned dv¢ dilezité schopnosti — schopnost se vyhnout

apoptoze a schopnost indukovat rist kapilar v okoli nadoru.
4.3 Vhodni kandidati pro terapie s arginin-depletujicimi enzymy

ASS1 katalyzuje vznik argininosukcinitu zaspartatu a citrulinu. V nékterych liniich
nadorovych bunék jako jsou naptiklad buiiky hepatocelularniho karcinomu, karcinomu

vajecnikil, melanomul, mezoteliomu a bun¢k vétSiny akutnich myeloidnich leukemii (AML) je
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snizena exprese ASS1 (Dillon et al., 2004; Gupta et al., 2018; Miraki-Moud et al., 2015;
Nicholson et al., 2009; Szlosarek et al., 2006; Tan et al., 2014). U nadorovych bunék
myxofibrosarkomti, které byly vyrazné zdvislé na doddvce argininu z extracelularniho
prostiedi, byla pozorovana hypermetylace ASS1 promotoru (Huang et al., 2013). Jesté lepSim
ukazatelem pro piedpovéd ucinnosti terapie zahrnujici deficit argininu je metylace
CpG ostritvki  promotort genit ASS1 a ASL (Syed et al.,, 2013). Toto pozorovani
nasmérovalo vyzkum k vyvoji cilenych terapii vyuzivajicich enzymy, které dokdzou arginin
v krevnim séru depletovat. Existuje vSak jen pét enzymil katabolizujicich arginin, a to ARG,
NOS, glycinamidinotransferdza (GAT), arginindekarboxyldza (ADC), a arginindeiminaza
(ADI). Pouziti ADC v terapii neni vhodné, jelikoz reakce, pfi niz vznika z argininu agmantin
neni reverzibilni a néslednd vysoka koncentrace agmantinu je pro okolni tkan jedovata.

Terapeuticky Ucinek se zatim zkouma u ADI a ARG.
4.4 Arginindeiminaza

Arginindeimindza je enzym, ktery je produkovan nékterymi eukaryoty a bakteriemi. Ve
velkém mnozstvi ho vytvari bakterie rodu Mycoplasma. Do vyzkumu terapeutickych G¢inka
byla pro své vlastnosti vybrana ADI pochazejici zdruhu M. arginini. Diky
arginindeiminazové metabolické draze si organismy dokaZou vyrobit z jednoho molu argininu
jeden mol ATP, ADI draha se tak pro n€které z nich stala zdsadnim zdrojem energie (Zufiiga
et al., 2002). ADI katalyzuje reakci, pii které se z argininu tvofi citrulin a amoniak. Enzym
k sob¢ nejdiive navaze arginin pomoci polarnich interakci, poté provede nukleofilni atak na
C( argininu, nasledné odstépi amoniak a pfeméni tim arginin na citrulin (Das et al., 2004).
ADI je prvnim enzymem ADI drdhy. Nasledujici druhou reakcei katalyzuje enzym OTC, jenz
pfeménuje citrulin na ornitin a karbamoylfosfat. V prvnim kroku cyklu mocoviny a pii
biosyntéze argininu katalyzuje OTC reverzni reakci, pfi které vznika citrulin z ornitinu a
karbamoylfosfatu. V poslednim kroku ADI drdhy je vznikly karbamoylfosfat rozloZzen na

amoniak a CO; karbamatkindzou, kterd zaroven s touto reakci fosforyluje ADP na ATP.
4.4.1 Arginindeimindzova terapie

Arginindeimindzova terapie v sob¢ skryva velky potencidl. Pii zkoumani vlivu ADI na
bunéénych kulturach akutnich leukemii se zjistilo, Ze ADI mé v ramci inhibice proliferace
oproti ASNé4ze mensSi uU¢inek u bunck myeloidniho pivodu, avSak u bunék plvodu

lymfoidniho je u€inngjsi zhruba sto az dvésténasobné (Gong et al., 2000). Po ptidani ADI se
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bunéény cyklus nddorovych bunc€k zastavuje ve fazi Gi nebo So a nasledné¢ se spousti
apoptéza (Gong et al., 2000), kdezto normalni buniky se pii nedostatku argininu zastavuji ve
fazi Gi1 a po pridani argininu do média jsou schopny déle rist a mnozit se (Lamb and
Wheatley, 2000). Navic oproti jiz desitky let zavedené asparaginazové terapii ma pouziti ADI

tu vyhodu, Ze nepiisobi na zadnou jinou aminokyselinu nezli arginin (Ensor et al., 2002).

Pro zmirnéni imunitnich odpovédi a prodlouzeni biologického polocasu byla vytvoiena
PEGylovana forma ADI (ADI-PEG20). Po inkubaci in vitro bun¢k s ADI-PEG20 navysily
expresi ASS1 jak buiikky normalni, tak buiikky AML, coz znac¢i snahu obou typi bunék o
adaptaci na prostiedi s nedostatkem argininu (Miraki-Moud et al., 2015). NavySenim exprese
ASS1 sice nadorové bunky dosahly urc¢itého stupné rezistence, avSak v porovnani s ristem
nadoru pfi dostatku argininu byl nadorovy riist v argininovém deficitu znatelné¢ pomalejsi
(Miraki-Moud et al., 2015). ADI-PEG20 je vhodné pouzivat s dal§imi cytostatiky, jelikoZ pfi
podavani samotné ADI-PEG20 muiZe dojit k rezistenci nadorovych bunék na 1écbu
zptisobenou obnovenim exprese ASS1 nebo spusténim dradhy zplsobujici rezistenci
k apoptoze (Tsai et al., 2009). Lécba pouzivajici ADI-PEG20 prosla L. a II. fazi klinického
testovani (Izzo et al., 2004; Tsai et al., 2017) a dale byla vyzkousena i ve III. fazi klinického
testovani na pacientech s hepatocelularnim karcinomem. U pacientll s pokroc¢ilym
hepatocelularnim karcinomem, kterym ptedchozi 1écba nezabrala, podavani ADI-PEG20
celkové pieziti neprodlouZzilo, avSak u ostatnich pacientli se celkové preziti zvysilo (Abou-
Alfa et al., 2018). Na endotelidlnich bunkdch cév vice modeli, véetné bunck z lidské
pupecnikové Zily, bylo zjisténo, Ze ADI mé antiangiogenni u¢inky, coz muze byt ndsledkem
jeji schopnosti rozlozit arginin, jenz je prekurzorem proangiogenniho NO, nebo nésledkem
prozatim nezji§téné drahy (Beloussow et al, 2002; Park et al, 2003). Usp&snost
arginindeimindzové terapie se piiklada praveé jejimu vlivu na produkci NO, ADI proto ziistava
velkou nadé¢ji pro nadorova onemocnéni, jako je rakovina prsu, kterd je na své schopnosti

vyvolat angiogenezi zavisla.
4.4.1.1 Limity arginindeiminazové¢ terapie

Z enzymu pouZzivanych v nejrizngjSich terapiich jsou nejlépe tolerovany formy ziskané
z lidskych zdroji. Ponévadz je ADI ziskdvana z bakterii, je pii jejim pouziti vice
pravdépodobné, Ze jeji pritomnost v téle vyvold nechténou imunitni reakci. Mira koncentrace
enzymu v plazmé se proto balancuje mezi koncentraci, kdy dojde k navozeni dostatecné

nepiiznivych podminek pro nadorové buiiky, a koncentraci, kterd pro ostatni buiiky téla jesté
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nebude toxickd. Dalsi limit arginindeiminazové terapie miize piedstavovat biologicky polocas
ADI, ktery ¢ini 4 hodiny, coz ma vliv na efektivitu 1é¢by (Holtsberg et al., 2002). V nedavné
studii byla pouzita v erytrocytech enkapsulovand ADI na myS$ich modelech s riznymi liniemi
ASSI1 deficientnich nadorovych bunék, ptfi¢emz nebyly pozorovany projevy hypersenzitivity

(Gay et al., 2016).
4.5 Arginaza

Enzym arginaza (ARG) patii mezi enzymy mocovinového cyklu. ARG zajistuje hydrolytické
odstépeni mocoviny z argininu za vzniku ornitinu. Zda se, Ze ARG je ptivodné bakterialni
enzym, ktery zacal byt v eukaryotech exprimovan az po vzniku mitochondrii (Dzik, 2014).
Vétsina eukaryot exprimuje pouze arginazu 2 (ARG?2), kterd se nachazi v mitochondriich
(Morris et al., 1997; Samson, 2000). Cast eukaryot vyuzivajicich mocovinu jakoZto
prostfedek pro vylouceni nadbytecného amoniaku exprimuje také cytosolickou izoformu,
ARGI1, ktera se vyskytuje zejména v ledvinach (Kepka-Lenhart et al., 2000). Izoformy maji
celou tfadu spoleénych vlastnosti — sestavaji ze tfi identickych podjednotek, i kdyZz
podjednotky se mezi izoformami mirné odliSuji, maji stejny reakéni mechanismus, pro ktery
je dilezity kofaktor ve formé¢ manganatych kationtl, dale ob¢ potiebu;ji stejné vychozi latky a
generuji stejné produkty (Jenkinson et al., 1996; Kepka-Lenhart et al., 2000; Morris et al.,
1997; Stone et al., 2010a). Pfi zvySeni aktivity ARG1 dochéazi k nadmérné depleci argininu a
snizeni funkce NOS (Kepka-Lenhart et al., 2000). Naopak sniZzena aktivita ARG1 vede ke

strukturadlnim zménam vaskulatury, a tim ke zvySenému ristu nadora (Caldwell et al., 2018).
4.5.1 Arginazova terapie

Dal$im slibnym arginin-depletujicim enzymem je ARGI1. Pifi pouziti PEGylované
rekombinantni lidské ARGI1 in vitro bylo zjiSténo, Ze dochézi k inhibici proliferace
nadorovych bunék s nedostate¢nou syntézou ASS1 nebo OTC (Ensor et al., 2002). Pfednosti
argindzové terapie tkvi zejména v lidském piivodu, ale i tak se potykala s nepfili§ dlouhym
poloc¢asem rozpadu a nizkou katalytickou aktivitou. Za Gcelem zvySeni katalytické aktivity
byla vyvinuta varianta, ktera pouzivd jako kofaktor kobaltnaté¢ kationty misto kationtl
manganatych (Stone et al., 2010b). Takto modifikovany enzym ve vysSich davkéach
zpiisoboval nekrozy kostni diené vedouci ke smrti mySich modelii, coZz pfineslo omezeni
v jejim piipadném klinickém vyuziti (Agrawal et al., 2012; Mauldin et al., 2012). Dalsi

vyzkumy se tak budou zaméfovat na vyvazeni ucinnosti a toxicity této varianty enzymu.
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4.5.1.1 Limity argindzové terapie

K limitim argindzové terapie patii 1 rezistence. Kratkodoba rezistence nadorovych bunék na
argindzovou terapii se vyznacuje spusténim procesu autofagie, kdy se buniky snazi o nahrazeni
chyb¢jiciho argininu z vlastnich zdroji. Tento proces ale neni dlouhodobé udrzitelny a po
vyCerpani intracelularnich zasob se spousti proces apoptozy (Lin et al., 2015; Zeng et al.,
2013). Nedostatku argininu v plazmé mohou nddorové builkky odolavat i dlouhodobé.
Chybéjici ziviny vcetné aminokyselin si berou od stromalnich bun¢k, které se umi s jejich
nedostatkem vyrovnat (Kwong-Lam and Chi-Fung, 2013). Schopnost nadorovych buné¢k
ziskavat chybéjici ziviny ze stromatu je zasadni pro jejich dynamicky rast, avSak snizuje

ucinnost terapie. Tento problém lze vytesit podavanim ARG s dalsim cytostatikem.

5 Methionin

Methionin je pro savce esencidlni aminokyselinou, jez je nutno ziskat pfimo ze stravy, ze
které je vsttebavan pies sténu tenkého stieva. Methionin hraje vyznamnou roli v metabolismu
— podili se na proteosyntéze a je prekurzorem glutathionu (GSH), ¢imz ovliviiuje homeostazu
a odolnost bun¢k vici oxidativnimu stresu. Déle je z néj tvofen cystein a polyaminy jako
spermin a spermidin, které se Ui€astni karyogeneze a cytogeneze. Pfipojenim adenosylového
zbytku ATP k methioninu vznikd S-adenosylmethionin (SAM), ktery ovliviluje stabilitu
genomu a epigenetické znaky. SAM je pro svou schopnost odevzdat tzv. aktivovanou
metylovou skupinu vyuzivan v procesech metylace DNA a syntézy adrenalinu a kreatinu.
Pravé hypermetylace DNA je vyraznym atributem nadorovych bun€k — jejim nasledkem se
genom stava nestabilnim a vznikaji aneuploidni karyotypy. Methionin miiZe ovlivnit 1 syntézu
nukleotidii. Spolecn€ s cysteinem jsou dulezitym zdrojem protondi, a tim padem i
vyznamnymi hrac¢i v udrZzeni protonové bilance. Atomy siry, které obé aminokyseliny
obsahuji, jsou v jatrech oxidovany na kyselinu sirovou, z niz se pfi disociaci na sulfat uvoliuji

protony.

Lidské t€lo si methionin neumi syntetizovat de novo, avSak ho dokaze zpétné vyrobit z jeho
produkti homocysteinu a SAM tfemi rliznymi zpisoby. V methioninovém cyklu je ze SAM
vytvofen S-adenosylhomocystein (SAH), ze kterého jsou posléze vytvoreny adenosin a
homocystein. Methionin vznikd pfenesenim metylové skupiny 5-metyltetrahydrofolatu
(5-MTHF) na homocystein enzymem methioninsyntazou (MS). MS potiebuje jako kofaktor

kobalamin neboli vitamin B12 a vyskytuje se ve vSech tkanich téla. Methioninu mize byt ze
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SAM syntetizovan jeSt¢ v Setficim cyklu, diky kterému mohou byt tvofeny puriny a

polyaminy.

Homocystein stoji na pomyslné kiizovatce v metabolismu methioninu, jelikoz z né¢j mize bud’
byt skrze transsulfura¢ni drdhu vytvoien cystein, nebo mize byt dvéma riiznymi reakcemi
recyklovan zpét na methionin. Prvni znich je popsdna vySe. Ve druhé recyklacni draze
homocysteinu je pomoci enzymu betain-homocysteinmetyltransferazy (BHMT) v jatrech a
ledvinach na homocystein pfenesena metylova skupina betainu, ¢imz dochazi k vytvoteni

methioninu.

Syntéza - ~N ( purinu

purind a ¥
pyrimidind .-~
~ L Setfici \
! Methionin cyklus
' Folatovy
! cyklus ‘
¥
5-MTHF @ |
/
S E
Transsulfuraéni : polyamint
. draha . Dimetylglycin .
Cystein | «— —— —— | Homocystein SAM
Betain

X -
methioninu @
Adenosin SAH

CHy | — Metylace

Created in BioRender.com bio

Obr. 5: Metabolismus methioninu. V methioninovém cyklu vznika z methioninu nejprve SAM, ktery je
v dals$im kroku pfeménén na SAH za odstépeni metylu, ktery je dale pouzit v metylacnich reakcich. Ze SAH je
odstépen adenosin enzymem AHCY, ¢imz vznikd homocystein. V posledni reakci methioninového cyklu je na
homocystein pfenesena metylova skupina bud’ z betainu pomoci enzymu BHMT, nebo z 5-MTHF diky enzymu
MS. 5-MTHF pochazi z folatového cyklu, ktery je dulezity pro syntézu purinl a pyrimidini. Z homocysteinu
mtize byt diky transsulfuraéni draze vytvofen cystein. Setfici cyklus zajistuje syntézu methioninu ze SAM a

prekurzory pro polyaminy a puriny. Inspirovano Sanderson et al., (2019) a Parkhitko et al., (2019).

5.1 Hoffmanuv efekt

Fakt, Zze je proliferace nddorovych buné€k zavisld na exogennim piisunu methioninu, byl
dokazén jiz pred vice nez 60 lety (Sugimura et al., 1959). Nasledujici vyzkumy piedevsim

v dalsich dvou desetiletich se zabyvaly zavislosti nadorovych bunck pfimo na methioninu.
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Nadorové 1 nenadorové builky byly kultivovany v médiu, ve kterém byl misto methioninu
pfitomen jeho prekurzor homocystein. Normalni buniky tim nebyly vyrazné ovlivnény,
zatimco drtiva vétSina bunéénych linii riiznych typt nadorii za téchto podminek nedokéazala
proliferovat (Booher et al., 2012; Chello and Bertino, 1973; Halpern et al., 1974; Hoffman
and Erbe, 1976; Mecham et al., 1983; Stern et al., 1984). OdliSny metabolismus methioninu
nadorovych bun¢k se stal jednim z jejich charakteristickych znakd a dnes je zndm jakozto
Hoffmaniiv efekt, podle doktora Roberta M. Hoffmana. Hoffmaniv efekt je analogicky
Warburgové efektu a predpoklada se, ze by Hoffmantiv efekt mohl hrat vyznamné;jsi roli nez
efekt Warburgliv. Nejjednodussi odpovédi na otazku, pro¢ jsou nadorové bunky zavislé na
exogennich zdrojich methioninu, by byla ta, ze nddorové bunky nejsou schopny pieménit
homocystein na methionin (Borrego et al., 2016; Hoffman and Erbe, 1976). Tomu nahrava i
skute¢nost, Ze v liniich nadorovych bun&k zavislych na pfitomnosti methioninu se MS
nesyntetizuje bud’ viibec, nebo jen velmi mélo (Stern et al., 1984), a stejn¢ tak 1 MTAP
(Carson et al., 1988). Nicmén¢ se zda, ze svou roli v methioninové zavislosti nadorovych
bunék sehravd 1 zvySend poptavka po methioninovych produktech, ackoli vSechny
podrobnosti ohledné¢ Hoffmanova efektu jest€¢ nejsou k dispozici (Booher et al., 2012;
Borrego et al., 2016; Lin et al., 2014; Stern et al., 1984). Pfi nedostatku methioninu se
bunéény cyklus nadorovych bunék, které maji k methioninu auxotrofni vztah, zastavi

v pozdni S/G> féazi (Kawaguchi et al., 2018a; Yano et al., 2014, 2016).
5.2 Methioninadza

Na zéklad€¢ poznatkli Hoffmanova efektu se vyzkumy zaméfily na enzym methioninazu
(METé4za), kterd je syntetizovana bakteriemi a houbami, zatimco v sav€ich buiikdch neni
pfitomna. METaza dokéaze specificky $tépit methionin na a-ketobutyrat, metylmerkaptan a
amoniak. Funkce METazy je zdvisla na ptitomnosti pyridoxalfosfatu (PLP), jenz ji slouzi jako
kofaktor. Nejvhodnéjsi vlastnosti pro terapii vykazovala METaza bakterii Pseudomonas
putida. Jeji stabilngj$i rekombinantni formy (rMET4za) je ziskdvana z bakterii E. coli, ¢imz

bylo dosédhnuto vétsi stability a vysSich vytézkl (Tan et al., 1997a).
5.2.1 Methionindzova terapie

V minulosti prob&€hly I. fadze klinického testovani, které prokazaly uc¢innost methionindzové
terapie s minimalni toxicitou (Tan et al., 1996, 1997b). Na n¢kolik let pak ale vyzkumy

utichly. Nov¢jsi studie ukazuji vyborné vysledky rMETazy v 1€€bé melanomt, sarkomu a
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osteosarkomti v mysSich imunodeficientnich humanizovanych modelech, kterym byly
transplantovany nddorové bunky pacientt (PDX, z angl. patient-derived xenografts,) a
v modelech, kterym byly bunky pacientli transplantovany piimo do mista obvyklého vyskytu
daného typu bun¢k (PDOX, z angl. patient-derived orthotopic xenograft,) (Igarashi et al.,
2017; Kawaguchi et al., 2018b; Murakami et al., 2017). rMETaza byla podavéana do dutiny
bfisni, skrze pobftisnici se dostala do krevniho ob&hu, kde doslo k pifimé depleci methioninu.
Nadory osetfované timto zptisobem meély nizkou koncentraci methioninu a dortistaly mensi
velikosti, coz prokdzalo vysokou efektivitu tMET4zy v inhibici rtstu nadort. Pfi pouziti
rMETazy v 1. fazi klinického testovani dokonce nebyla pozorovéana Zadna toxicita (Hoffman

et al., 2019).

Az prekvapivych vysledkii dosahuje ordlné¢ poddvana rMETaza (o-rMETéza), u které byla
v PDOX mysich modelech pozorovana jest¢ vysSi efektivita 1é€by melanomu, nez byla
pozorovana pfi injekénim podavani tMET4zy (Igarashi et al., 2018a). U¢innost o-rMETézy
tkvi nejspiSe vtom, Ze depletuje methionin uz v gastrointestinalnim traktu. Dalsi studie
popisuji efekt podavani o-rMETazy PDOX modeliim s karcinomem slinivky, kterd ma
obvykle velmi Spatnou prognozu (Igarashi et al., 2018b; Maisonneuve, 2019; Zhu et al.,
2018). Zastaveni buné¢ného cyklu v pozdni S/G: fazi pfi podavani METézy cini naddorové
buitky mnohem citlivéj$imi k pouziti chemoterapie (Kawaguchi et al., 2017). Uspé&$nost
kombinace methionindzové terapie a chemoterapie byla demonstrovana na rakoving slinivky,
vajecnikll, prostaty, ale i melanomii a sarkomd (Han et al., 2021; Higuchi et al., 2018;
Hoffman and Jacobsen, 1980; Igarashi et al., 2018d, 2018c; Kawaguchi et al., 2018e, 2018b,
2018d, 2018c; Sugisawa et al., 2021).

5.2.1.1 Limity methionindzové terapie

Methionin se zd4d byt vyznamnym hra¢em v metabolismu indukovanych pluripotentnich
kmenovych bun¢k (iPSC, z angl. induced pluripotent stem cells) i embryonélnich kmenovych
bunék (ESC, z angl. embryonic stem cell). Deplece methioninu v exogennim prostiedi bun¢k
ma za nasledek rychlé snizeni intraceluldrni koncentrace SAM, coz u iPSC a ESC zplisobuje
diferenciaci a pii dlouhodobé deprivaci methioninu buiiky podléhaji procesiim apoptozy
(Shiraki et al., 2014). Pro udrzeni nediferenciovanych pluripotentnich kmenovych bunck je
nezbytné udrZet spravnou koncentraci SAM. Z téchto poznatkli plynou obavy, Ze by nizky
obsah methioninu v krevni plazmé mohl vést ke ztraté¢ tkanovych kmenovych bungk, a tim

k naruseni homeostazy tkané. Na druhou stranu velké mnozstvi vyzkumii dokazuje, ze praveé

20



deprivace methioninu pusobi kladné¢ na délku Zivota zvifecich modell (Orentreich et al.,

1993).

Pfi pouziti methioninazové terapie u primatt, konkrétné u samct Macaca fascicularis, byly
pozorovany vedlejsi ucinky jako zvraceni, anafylakticky Sok a také pokles hodnot sérového
albuminu a erytrocyt, coz ale mohlo byt zpiisobeno castymi odbéry krve (Yang et al.,
2004a). V ramci snahy o eliminaci vedlej$ich G€inkti methionindzové terapie byly vyvinuty
PEGylované formy rMETazy. Jesté téhoz roku, jen o par mésici pozdéji, vysla publikace
téméei totozné¢ho tymu zabyvajici se jejim pouzitim opét na samcich M. fascicularis. Pti
porovndni s vysledky pifedchozi studie se doSlo k zavérim, ze PEGylovand forma je
vhodnéjsi. U primati predevS§im nevyvolala zadnou imunitni odpovéd’ a dale se PEGylaci
zvysil biologicky polocas rozpadu enzymu, a to konkrétn€¢ z 2,5 hodiny na az 143 hodin

(Yang et al., 2004b).

Pfipadna toxicita mize byt zmirnéna soubéznym podavanim homocysteinu, vitaminu B12 a
folatu, diky ¢emuz je podpoiena syntéza methioninu v nezhoubnych buiikach (Epner et al.,
2002). Inovativnim feSenim imunogenicity a kratké cirkulace enzymu je vpraveni erytrocytu
se zapouzdienou MET4zou, erymethiondzou. Erytrocyty byly injikovany myS$im modeltim
nesoucim buiiky karcinomu prsu, adenokarcinomu Zaludku a glioblastomu, pficemz doSlo
k prodlouzeni aktivity enzymu a k razantni inhibici proliferace nadorti (Gay et al., 2017;

Sénéchal et al., 2019).
6 Cystein

Mezi podminecné esencidlni aminokyseliny patii kromé vySe zminéného asparaginu, argininu
a glutaminu 1 cystein. Mezi dv€ma sulfanylovymi skupinami cysteinli v bilkovindch mohou
vznikat disulfidické mustky, které stabilizuji konformaci bilkovin. Disulfidické mustky se
vyskytuji predevS§im vné bunky, jelikoz extracelularni prostfedi ma redukcéni charakter.
Spojenim dvou cysteinil skrze disulfidicky mustek vznika disulfid cystin (CSSC). Cystein je
prekurzorem pro diileZité metabolity jako je antioxidant GSH a taurin obsaZzeny ve Zlu¢ovych

kyselinach.

De novo syntéza cysteinu je zavisla na metabolismu methioninu. Jak je popsano vyse,
v methioninovém cyklu je z methioninu nejdiive vytvofen SAM a poté homocystein. Enzym

cystathionin-f-syntdza (CBS), vytvofi cystathionin spojenim homocysteinu se serinem. Ve
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druhém kroku rozs§tépi enzym cystathion-y-lydza (CGL) cystathionin na amoniak,
2-oxobutyrat a cystein. Oba enzymy jsou exprimovany v buiikich mnoha lidskych tkani

(Belalcazar et al., 2014; Persa et al., 2006; Vitvitsky et al., 2006; You et al., 2011).

Jednim z nejvyznamnéjSich produkti cysteinového metabolismu je GSH, tripeptid slozeny
z glutamatu, glycinu a cysteinu. V prvnim kroku syntézy GSH jsou cystein a glutamat spojeny
za vzniknu y-glutamylcysteinu v reakci katalyzované enzymem y-glutamylcysteinsyntetdzou
(yGSC). Ve druhém a zéaroveil poslednim kroku enzym glutathionsyntetaza (GSS) piipoji k
y-glutamylcysteinu glycin, ¢imz dochazi ke vzniku tripeptidu GSH. GSH ma klicovou roli v
udrzeni redoxni homeostdzy a ochrané¢ bunék pied oxidaénim stresem zplsobenym
reaktivnimi formami kysliku (ROS, z angl. reactive oxygen species). Pti oxidaci GSH se mezi
jeho dvéma molekulami vytvofi disulfidicky miastek. Tento dimer se nazyva

glutathiondisulfid.

Serin Glutamat Glycin

Homocystein ¥—A Cystathionin Cystein L_’ y-glutamylcystein L’ GSH | =——= GsSSG
\ & &S

2-oxobutyrat

NH;

Created in BioRender.com bio

Obr. 6: Metabolismus cysteinu. Homocystein se serinem propojuje enzym CBS za vzniku cystathioninu, ze
kterého enzym CGL odstépi amoniak a 2-oxobutyrat, ¢imz vytvoii cystein. Cystein reaguje s glutamatem
v reakci katalyzované enzymem y-GSC. Enzym GSS v nésledujicici reakci katalyzuje syntézu GSH, ke které

dojde spojenim y-glutamylcysteinu s glycinem. Inspirovano Sanderson et al., (2019).
6.1 Vztah nadorovych bunék k cysteinu

Kvili rychlé proliferaci, abnormalnimu ristu a dal$im zménam v metabolismu je uvnitt
nadorovych bunék vysoka hladina ROS (Trachootham et al., 2009). Ve snaze se vyrovnat
s oxidac¢nim stresem nddorovy metabolismus spotfebovava vice GSH, a tim padem potiebuje i
vice cysteinu, coZz muze vést az vycerpani jeho intraceluldrnich zasob (Dixon and Stockwell,
2014; Harris et al., 2015; Trachootham et al., 2009). Pokud je koncentrace cysteinu
v extracelularnim prostfedi nizkd, nadorovy metabolismus nemusi zvySenou poptavku po
GSH pokryt, ¢imz je buiika vystavena neblahym ucinklim ROS (Cramer et al., 2017; Harris et
al., 2015; Trachootham et al., 2009; Zhang et al., 2012). K tomuto jevu pfispiva i transkripéni
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umlceni genii enzymi transsulfuracni drahy v nékterych liniich hepatocelularniho karcinomu,

rakoviny prsu, lymfomt a leukemii (Cramer et al., 2017; Kim et al., 2009; Zhao et al., 2012).

Nadorové buiiky se tak staly auxotrofnimi ve vztahu k cysteinu a je pro né zivotn¢ dualezité si
cystein importovat z extracelularniho prostfedi. K tomu vyuzivaji pfedevsim antiportér xCT,
ktery ptenasi cystein ve formé CSSC dovniti buniky, zatimco transportuje glutamat do
extracelularniho prostiedi a naopak (Doxsee et al., 2007; Shiozaki et al., 2014; Takeuchi et
al., 2013; Timmerman et al., 2013; Zhang et al., 2012).

6.2 Cyst(e)indza

Enzym CGL pouziva jako kofaktor PLP, a krom¢ cystathioninu mize vyuzit jako vychozi
latky svych reakei 1 cystein a CSSC. Cystein $tépi za vzniku pyruvatu, amoniaku a sulfanu.
CSSC preménuje na pyruvat, thiocystein a amoniak. Katalyticka ti¢innost CGL v téchto dvou
reakcich je pro vyuziti CGL jakozto terapeutického enzymu nizka. Pfi bliz§im prozkoumani
struktury CGL bylo zjisténo, ze zvySeni reakéni rychlosti degradace cysteinu a CSSC by
mohlo byt dosaZeno substituci Glu59 a Glu339 v aktivnim misté¢ enzymu (Cramer et al.,
2017). Vyvinutd mutantni forma CGL s pétadvacetkrat vyS$si katalytickou uc€innosti pfi
pouziti cysteinu jako substratu a padesatinasobné vyssi katalytickou ucinnost pii degradaci
CSSC (Cramer et al., 2017). Z mutantni CGL byla pro zlepSeni vlastnosti enzymu vytvofena
PEGylovana forma, kterd byla pojmenovéana cyst(e)indza, nékdy je téZ oznacovana jako
CYSaza. Pro zjisténi moZné cytotoxicity enzymu byla CYSaza poddvana dvéma jedincim
makakl, kdy doSlo kredukei cysteinu a CSSC, zatimco cytotoxické projevy nebyly

pozorovany (Cramer et al., 2017).
6.2.1 Cyst(e)indzova terapie

Vyse zminéné abnormality nddorovych bun€k otviraji pomyslné dvefte terapii, kterd negativné
ovlivni bunky nadorové, zatimco na normdlni buiiky nebude mit vyraznéjsi vliv. Cilena
terapie by nebyla u¢inna, pokud by se inhiboval pouze transportér xCT, jelikoZ se v buitkach
vyskytuji 1 jiné transportéry schopné piendset rizné formy cysteinu, a proto se vyzkum

zamg¢ftil na depleci CSSC a cysteinu v exogennim prostiedi.

Cyst(e)inazova terapie byla nasazena in vitro u bunck rakoviny prostaty. Jeji ucinek se
projevil snizenim hladiny GSH, zvySenim hladiny ROS, zvySenim fosforylace

adenosinmonofosfatem aktivované proteinkindzy (AMPK), snizenim fosforylace mTOR a
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doslo ke spusténi procest autofagie (Cramer et al., 2017). Poté byla CYSaza pouzita in vivo u
mySich modelii srakovinou prostaty, CYSéaza depletovala cystein pod detekovatelné
mnozstvi, inhibovala proliferaci nddorovych bunck a zarovenn nebyly zaznamenany vedlejsi

ucinky (Cramer et al., 2017).

Ptipady, kdy jsou nadorové buiiky vyzivovany buiikami nddorového mikroprostiedi, nejsou
nijak vyjimecné, avSak zasadné snizuji efektivitu terapie. Pii inkubaci bunék stromatu a bunék
chronické lymfocytarni leukemie (CLL) s nizkou expresi transportéru xCT v médiu, ve
kterém byl jako zdroj cysteinu obsazen CSSC, byla prokédzéna intercelularni metabolicka
interakce, kterd CLL bunkdm pomohla nepfiznivé podminky piezit. Bunky CLL tak
nepodlehly ni¢ivym G¢inkiim ROS z nedostatku tvorby GSH (Zhang et al., 2012). Stromalni
bunky kostni dfené totiz pfijimaly velké mnozstvi CSSC diky vysoké expresi transportéru
xCT a syntetizovany cystein exportovaly do extracelularniho prostfedi kostni diené, ze
kterého jej pfijimaly buiikky CLL (Zhang et al., 2012). V reakci na pozorovani této interakce
byla CYSaza aplikovana na kokulturu CLL bun¢k se stromalnimi bunkami kostni difené
s vybornym vysledkem (Cramer et al., 2017). Na zakladé téchto poznatki se nyni klade
mnohem vétsi diraz na slozeni kultivaéniho média a na kokultivaci nddorovych bunék ve
snaze dosdhnout podminek co nejblizSich mikroprostfedi nadoru, a tim co nejrelevantnéjsSich
vysledkd vyzkumt (Cantor et al., 2017). V souladu s témito vyzkumy je studie, ve které byly
bunky rakoviny prsu se zvySenou expresi antiportéru xCT v mySich PDOX modelech uspésné
zlikvidovany pii podani CYSéazy (Cramer et al., 2017). Mira exprese antiportéru xCT tedy

muze slouzit jako dobry ukazatel vhodnosti nasazeni cyst(e)indzové terapie.
6.2.1.1 Limity cyteindzové terapie

Bylo zjisténo, ze CYSaza v porovnani s buthioninsulfoximinem (BSO), léc¢ivem taktéz
zasahujicim drahu syntézy GSH, vykazovala mnohem vys$8i cytotoxicitu, a proto je
doporucovano CYSéazu pouzivat spolecné¢ s BSO, jelikoz spolu pisobi mnohem efektivnéji
(Cramer et al., 2017). Vzhledem k tomu, Ze je CYSaza pomérné novym farmakem a zatim

neprosla vétsim mnozstvi testil, nejsou znamy jeji limity véetné vedlejSich ucink.
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7 Zavér

Cilem vyvoje jakéhokoliv 1éciva je schvaleni jeho pouzivéani v klinické praxi. Z enzymu
vyuzivajicich aminokyselinovou auxotrofii nadorovych bunck se to zatim podafilo jen
ASNéze. Ta po dlouhd léta zistdva na vysluni sama, avSak v blizké budoucnosti by se tato
situace s ohledem na pozorované vysledky mohla zménit. Velky pfislib do budoucna
piedstavuji vlastnosti ADI, o které je uvazovano, ze by se mohla ASNaze pfinejmenSim
vyrovnat. ADI v klinické fazi testovani uspé$né ovlivnila buiiky hepatocelularniho
karcinomu, na rozdil od ASNazy depletuje vyhradné jednu aminokyselinu, arginin, a ma
antiangiogenni uc¢inky. ASNaza 1 ADI jsou ziskané z bakteridlnich zdroji, a tak se potykaji
s pomérné vysokou imunogenicitou, a tim padem 1 s kratkym polo¢asem rozpadu. Terapie
pomoci ARG by takové problémy mit nemusela, jelikoz se jednd o enzym lidského pivodu.
Je to ale Cisté hypoteticka tvaha, jelikoz ARG se potyka s nedostatecnou enzymatickou
aktivitou a zatim nebyla pouzita v klinickém testovani, tudiz ji neni mozné plnohodnotné
porovnat s ADI, kterd méla nad&né vysledky ve III. fazi klinického testovani, natoz ji
porovndvat s bézné vyuzivanou ASNazou. Také METéaza zatim neprosla klinickym
testovanim, ackoli od prvnich vyzkumi ubéhla jiz fada let. V poslednich letech vSak doslo
k projeveni op&tovného zdjmu o zkoumani jejich schopnosti omezovat proliferaci nddorovych
buné¢k, a tak mozna nebudeme muset na dal$i vysledky dlouho ¢ekat. Za pozornost stoji i
cerstva novinka na poli depletanich enzymt — cyst(e)indza, jiz ale ¢eka jeste dlouha cesta, na

které bude muset ukazat sviij terapeuticky potencial a piipadné obstat v dalsich testovanich.

Vyzvou stavajicich a budoucich vyzkum je eliminace vedlejSich G¢inkd a zmirnéni imunitni
reakce, kvili které je zkracovan polocas rozpadu. K ¢astecné redukcei téchto problému doslo
pfipojenim PEG na enzymy. Ve hie je nyni ambiciézni projekt enkapsulace enzyma do
erytrocytl. Takto upraveny enzym je schovan pfed imunitnim systémem, diky ¢emuz razantné
poklesla toxicita a prodlouzila se cirkulace enzymu v téle. Dals$i vyzvou je zamezeni
kooperace nadorovych buné¢k s buitkami nddorového mikroprostiedi, kvitli které¢ se nadorové
buiitky mohou stat rezistentni vii¢i poddvanému enzymu a posléze miize dojit az k relapsu
onemocnéni. Proto se neptedpoklada, ze budou tyto enzymy podavané samostatné. Vice
pravdépodobné je jejich vyuziti v kombinaci se zavedenou protinddorovou 1é€bou, ¢imz by
mohlo byt dosazeno sniZeni koncentrace dosud podavanych cytostatickych 1ékti. Vzhledem
k jejich nespecifickému uUc¢inku jak na nddorové, tak na normalni buiiky dojde k poklesu

toxicity a nezddoucich uc¢ink1, které jsou limitujici pro zlepSovani G¢inku soucasné terapie.
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