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1. Fyziologicka tiloha kathepsinu D

1.1. Kathepsin D

Kathepsin D (CD, E.C. 3.4.23.5) je lysosomdlni aspartd-
tovd proteasa syntetizovand témér ve vSech savcich bunkach.
Jako kathepsiny poprvé oznacil R. Willstitter a E. Bamann
kyselé proteasy, které byly nalezeny ve vodnych extraktech
riznych tkani zvifat'. Prvni studie o proteasové aktivité v ex-
traktech se objevily v roce 1941 (cit.?). Na zdklad& jejich
specifity k riznym syntetickym substrdtiim jim byla pfidélena
jména kathepsin A, B, C, D a E. Dnes za kathepsiny povazu-
jeme intraceluldrni enzymy, které rozkladaji bilkoviny v pro-
stiedi o nizkém pH (optimalni pH ~ 3,5-5). Kathepsiny jsou
z velké Casti umistény v lysosomadlnich frakcich, ¢imz se 1is{
od jinych proteas v bunice (napf. trypsin, chymotrypsin). Podle
mechanismu dcinku patif vétsina kathepsind mezi cysteinové
(thiolové) peptidasy. Kathepsin D je vSak zdstupcem aspartd-
tovych peptidas. V lidském genomu je gen pro prokathepsin
D (proenzym kathepsinu D, pCD) lokalizovdn na patnictém
lokusu 11p chromosomu, obsahuje devét exonti a velikost jeho
priméarniho transkriptu je 2,2 kb (cit.*).

1.2. Transport prokathepsinu D
v nenddorovych bunkdch

V nenddorovych liniich je pCD syntetizovdn na endoplaz-
matickém retikulu (ER) jako prekurzor o molekulové hmot-
nosti 52 kDa, ktery jesté v endoplazmatickém retikulu podléha
N-glykosylaci nejcastéji dvéma oligosacharidovymi fetézci,
jez obsahuji mannosu, kterd je fosforylovdna na mannosa-6-
fosfat (M6P). Jedna molekula pCD tedy nese dva signdly pro
vazbu receptorti mannosa-6-fosfatu (M6Pr). Interakce s témito
receptory analogicky jako u ostatnich Lysosomélm’ch enzymu
zajistuje transport pCD do lysosomii>®. V&tsina M6Pr je pri-
marné lokalizovana v trans-Golgiho retikulu (obr. 1), kde také
dochdzi k jejich interakci s lysosomdlnimi enzymy nesoucimi
M6P. Komplex téchto M6Pr s pripojenymi lysosomalnimi
enzymy je soustiedovdn na malém tseku membrany frans-
-Golgiho retikula”®, kterd je na strané cytosolu pokryta struk-
turni bilkovinou klatrinem. Pisobenim klatrinu je tento usek
membrany oddélen a vytvareji se specidlni transportni vacky,
z nichz je klatrin postupné odbourdvan (obr. 1). Tyto holé
transportni vacky fuzuji s tfidicimi vacky, a tvofi tak organelu
zvanou pozdni endosom, uvniti které je pH okolo 5,5. Toto
snizeni pH zptsobi uvolnéni M6Pr z lysosomalnich enzymd,
protoZe vazba M6Pr s M6P je stabilni pii pH 6,5-7. Z pozdnich
endosom vznikaji dva typy vacki. Jeden typ vackil obsahuje
lysosomdlni enzymy (ve formé fosforylovanych glykoprotei-
ni). V téchto vaccich, které fizuji s lysosomy, je od C6
mannosy fosfatasou odstépen fosfat (obr. 1), coz zabranuje
zpétnému navdzdni transportovanych proteinti na M6Pr. Dru-
hy typ vacki obsahuje M6Pr, ktery se navraci zpét do trans-
-Golgiho retikula (obr. 1).
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Obr. 1. Transport prokathepsinu D v nenddorovych buiikiach. Lysosomdlni enzymy migruji z drsného endoplazmatického retikula (ER —
vlevo) do cis-Golgiho aparatu, kde dochazi k fosforylaci M6P zbytki. V trans-Golgiho retikulu se lysosomdlni enzymy navazi na vysoce
specificky membranovy receptor M6Pr, ktery zajisfuje transport téchto enzymt do vacki pokrytych strukturni bilkovinou klatrinem. Klatrin
depolymerizuje a vzniklé holé vacky fuzuji s pozdnimi endosomy, v nichz se oddéluje fosforylovany enzym od M6Pr, coz je zptisobeno nizkym
pH (5,5). M6Pr recykluje zpét do trans-Golgiho retikula a fosforylovany enzym je inkorporovan do odlisnych transportnich vacku, které puéi z
pozdnich endosomt. Zde probihd defosforylace a vacky fizuji s lysosomy. M6Pr se také vyskytuji na cytoplazmatické membrané (vpravo
nahote). Sekretované lysosomadlni enzymy tak mohou byt transportovany do lysosomu po endocytose zprostiedkované M6Pr

1.3. Dva typy receptord linovych zbytkd, u krys je to 407 a u kufat 398 se jednd
mannosa-6-fosfdtu o zbytkd. Prekurzor vzdy obsahuje N-vedouci sekvenci (VS,

obr. 1), kterd u 1lidi obsahuje 20 aminokyselinovych zbytki

Jak bylo zminéno vyse, slouzi interakce proteinti s M6Pr a je odStépena béhem translokace pfes membranu endoplaz-

k transportu hydrolas z trans-Golgiho apardtu do lysosomi. matického retikula. Vznika tak inaktivni prokathepsin D (392
Dosud jsou zndmy pouze dva druhy M6P receptort interagu- aminokyselinovych zbytkl u lidi, coz odpovidd molekulové
jicich s pCD. Prvni z nich, M6P/IGF-II receptor, je transmem- hmotnosti 52 kDa). Jak vyplyvd z podobnosti aminokyselino-
branovy glykoprotein o molekulové hmotnosti 275 kDa, ktery vé sekvence prokathepsinu D a pepsinogenu, prokathepsin D
specificky vaze také IGF-II (insulin-like growth factor II) miiZe podléhat autokatalytickému §tépeni za vzniku aktivniho
a zprostiedkovava endocytosu sekretovanych lysosomalnich kathepsinu D (CD) o molekulové hmotnosti 48 kDa (cit.?).

enzymu a IGF-II. Druhy typ receptoru o molekulové hmotnos- Aktivace CD muze byt katalyzovdna také dal$imi proteasami,
ti 46 kDa se neucastni endocytosy, je zdvisly na pfitomnosti které jsou piftomné v lysosomech'’. Peptid o molekulové
kationtti. Experimenty s butikami postrddajicimi jeden ¢i dru- hmotnosti 4 kDa odstépeny béhem aktivace CD se nazyva
hy typ téchto receptorii ukdzaly, ze pCD je pfednostné sekre- aktivacni peptid (AP, obr. 1). CD je ddle Stépen na N-koncovy
tovén fibroblasty, kterym chybi M6P/IGF-II receptor’. lehky fetézec (15 kDa) a C-koncovy tézky fetézec (30 kDa),
které jsou spojeny nekovalentnimi interakcemi, a tvoii tak

1.4. Primdrn{ struktura, aktivace dvouretézcovou formu CD. Vétsina lidského a prase¢tho CD
a specifita prokathepsinu D existuje vyhradné ve dvouretézcové formé, zatimco vyskyt

CD skotu je téméf rovnomérné rozdélen mezi jedno- a dvou-

Primdrni strukturu prekurzoru pro lidsky kathepsin D tvoii fetézcové formy. Mysi a krysi CD existuje prakticky pouze
fetézec 412 aminokyselinovych zbytki a nazyva se preproka- v jednotetézcové formé. Aktivni misto CD je tvoieno dvéma
thepsin D. Preprokathepsin D my$i obsahuje 410 aminokyse- aspartdty, md tvar $térbiny podobné jako u ostatnich aspartd-
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Obr. 2. Maturace prokathepsinu D; vedouci sekvence (VS) pro
interakci se signdlni rozpozndvaci Castici, kterd se vaze na membra-
novy receptor endoplazmatického retikula, VS je ndsledné odstépena
signdlni peptidasou

tovych proteas a je podobné aktivnimu mistu pepsinu. St&pe-
nim B fetézce inzulinu jako substrdtu bylo potvrzeno, Ze také
specifita CD je pepsinu podobnd a pfi §t€peni jsou preferovany
peptidové vazby za hydrofobnimi aminokyselinami3 . Proteo-
lytickou aktivitu 1ze podobné jako u ostatnich aspartatovych
proteas inhibovat pepstatinem.

1.5. Fyziologické funkce kathepsinu D

CD je pfitomen v lysosomech vSech savcich bunék, kde
prispivd hlavnim podilem k degradaci proteinti ve spolupréci
s ostatnimi proteasami“. Jeho zastoupeni se lis{ u rtznych
tkdni a je rovnéz pritomen v endosomech urcitych typt bun¢k
jako napf. makrofdgd a hepatocyti. Nejcastéji se vyskytuje
jako rozpustny protein, ale v endosomech miize byt az z 20 %
vdzdn na membrany.

CD hraje dilezitou roli také pfi proteolytické uipravé pre-
kurzor hormonti nebo antigentt pro jejich prezentaci'>'. Gly-
koproteiny II. tfidy MHC II (major histocompatibility com-
plex) jsou za fyziologickych podminek pfitomny jen na buri-
kach prezentujicich antigen. V endoplazmatickém retikulu
je vazebné misto na MHC II blokovdno kritkym peptidem
(tzv. invariantnim fetézcem), takze se do néj nemohou nava-
zat peptidové fragmenty vzniklé St€penim vlastnich bilko-
vin. Komplex glykoproteind MHC II s invariantnim fetézcem
je z endoplazmatického retikula transportovan ptes Golgiho
aparat do sekrecnich vackd, které po oddéleni od Golgiho
apardtu fizuji s endosomy. Po fizi endosomu se sekre¢nim
vackem degraduji kathepsiny v endosomech invariantni fetéz-
ce a do uvolnéného vazebného mista glykoproteini MHC II
se pak mohou navizat peptidové fragmenty endocytovanych
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proteinti. Degradace pohlcenych cizorodych proteinti v endo-
somech patii mezi dalsi funkce kathepsinti. Byla publikovdna
také data naznacujici roli CD pii obnové tkani'“,

CD se tcastni pravdépodobné také nékterych patologic-
kych procest, jako jsou proliferace rakovinnych bunék, uvol-
fiovani B-amyloidu z prekurzoru pii Alzheimerové chorobé.

2. Role prokathepsinu D v onkogenesi

2.1. Objev zvySené koncentrace pCD
a CD v nddorovych bunkdch prsu

Zvysena exprese prokathepsinu D (pCD) v nddorovych
burikdch prsu (ddle NBP) byla zjisténa ndhodou Henrim Ro-
chefortem' ™7 na pocatku 80. let. H. Rochefort v té dob&
zkoumal vliv estrogenti na NBP a snazil se izolovat proteiny,
jejichz exprese byla estrogeny vyvolana. Domnival se, Ze by
tyto proteiny mohly hrat dtlezitou roli pfi fizeni rGstu nddoru
a jeho invaze a pisobit jako autokrinni ¢i parakrinni faktory.
Velkou pozornost vzbudil protein 52K, ktery byl ve vel-
kém mnozstvi sekretovan MCF7 butikami (estrogen pozitivni
NBP) a vykazoval mitogenni aktivitu'®. Navic byl indukovan
antiestrogenem tamoxifenem v nékolika antiestrogen-rezis-
tentnich bunécnych liniich, zatimco tamoxifen inhiboval jeho
produkci v divokém typu bunék MCF7 (cit.'®). Kritickymi
kroky pro identifikaci 52K proteinu jako pCD bylo izolovat
specifické monoklonalni protilatky®’, vy&istit tento sekretova-
ny protein21 a studovat jeho ko- a posttranslacni modifikace.
Interakce nezndmého proteinu s receptory mannosa-6-fosfatu
vedly k hypotéze, Ze se jednd o lysosomdlni hydrolasu®. Cisty
52K byl pozdéji identifikovdn jako prokathepsin D (pCD) na
zdklade jeho proteolytické aktivity v kyselé oblasti pH, inhi-
bice pepstatinem, jeho interakce s protilatkami proti pCD
a sekvence prvnich patnacti aminokyselinzz. Poradf ostatnich
aminokyselin pCD bylo urceno sekvenovdnim cDNA ziska-
nych z lidskych jater a sleziny. Srovndnim aminokyselinové
sekvence pCD z MCF7 a ze zdravych ledvinovych bunék bylo
zjisténo pét zameén, z nichZ jedna byla v AP ¢asti (Ala—Val).
V bunécnych liniich ZR-75-1 (estrogen negativni NBP) a dal-
$ich liniich byly sice prokdzany dalsi zamény aminokyselin,
celkové je vsak sekvence pCD v NBP konzervativni.

2.2.pCD jako prognosticky marker
rakoviny prsu

pCD je v NBP exprimovdn dva- aZ pétkrat vice ve srovndni
s jinymi buiikami, jako jsou naptiklad fibroblasty nebo zdravé
buiiky prsnich 714z%3. Metodami imunohistochemie, imuno-
analyzou cytosolické frakce, Northern a Western blot analy-
zami C¢i in situ hybridizaci bylo zjiSténo, ze se v NBP zvysuje
mnozstvi jak mRNA kdédujici pCD, tak koncentrace piepiso-
vaného proteinu®. Ukazuje se, Ze nadprodukce pCD neni
zpusobena amplifikaci genu ani chromosomalnim preskupe-
nim**, Proto se pCD dnes jiZ isp&iné vyuziva jako nezavisly
prognosticky marker pfi diagnostice klinické metastdzy rako-
viny prsu. pCD neni jakoZto marker rakoviny prsu zdvisly na
jinych parametrech, jako je napriklad inhibitor urokinasy.
Otdzkou ztistavd, zdali mize byt pCD pouzit jako marker pro
jiné typy rakoviny napf. v hepatomech, melanomech a rako-
vinnych burikdch prostaty. V klinickych laboratofich jsou ke
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stanovovdni koncentraci pCD a CD pouzivdny standardni
imunochemické metody zalozené na pouziti dvou monoklo-
nalnich protilitek®. Podobné vysledky lze ziskat také stano-
venim proteolytické aktivity CD v cytosolu po jeho aktivaci
snizenim pH. Odlisné vysledky jsou Casto ziskdvany rtiznymi
imunochemickymi metodami, coZz miZe byt zptisobeno pouZi-
tim rtznych protildtek, riznych metod fixace tkanf ¢i ztrdtou
sekretované formy pCD béhem fixace.

2.3. Role estrogent pfi expresi
a sekreci pCD v nddorovych
bunkdch prsu

Ve zdravé savci bunice, napiiklad v lidském fibroblastu, je
vétSina syntetizovaného pCD cilena do lysosomt, kde rychle
probiha jeho Stépeni na aktivni formu kathepsinu, a jen malé
mnozstvi prokathepsinu ge akumulovédno v jinych ¢&éstech
buiiky nebo sekretovano®®. V nékolika liniich hormonalng
zavislych (MCF7, ZR-Z5-1) a nezdvislych (MDA-MB-231,
BT20) NBP byla zjisténa znac¢né zvySend sekrece pCD (nad
50 %) a akumulace 52 kDa a 48 kDa forem v bunkdch. Zména
transportu a sekre¢niho mechanismu pCD je pravdépodobné
zptsobena nadprodukci pCD, ktery vysyti vazebnd mista M6P
receptord. Nadprodukce pCD a dalsich lysosomédlnich proteas
je v hormondlné zdvislych NBP indukovana estrogeny. Estro-
geny v téchto buitkdch navic snizuji expresi M6Pr. Bylo
prokdzdno, Ze snizeni exprese miZze byt regulovdno na drov-
ni transkripce i translace’’. Sekreci lysosomdlnich enzymii
z NBP tedy usnadfiuji estrogeny dvéma zptisoby, nebot velké
mnozstvi exprimovaného pCD md k dispozici sniZeny pocet
MG6Pr. Princip indukce exprese pCD v hormondlné neza-
vislych NBP nebyl dosud pozorovan.

2.4. Interakce pCD s receptorem
mannosa-6-fosfdtu a transport CD
nezdvisly na tomto receptoru

S cilem vysvétlit sekreci a transport pCD v nddorovych
buiikdch byly studovédny jeho interakce s M6Pr. Ukdzalo se,
ze in vitro interaguje pCD s MOP/IGFIIr a jejich vzdjemnd
afinita je srovnatelnd s afinitou pCD a M6Pr v normdlnich
buitkach??. Pii pokusech v NBP a sledovani transportu pCD
do lysosomi vsak bylo zjisténo, ze MO6P/IGFIIr vykazuje
snizenou aktivitu. Gen pro M6P/IGFIIr je kédovan na 6q
chromosomu a patii mezi nddorové supresorové geny™, které
kéduji proteiny, udrzujici normdlni somatické buniky v GO fazi
a potlacujici proliferaci. K neregulované proliferaci bunék
a vzniku nddoru dochdzi az v piipad€, ze jsou tyto alely
homozygotné mutovany. Takovédto ztrdta heterogenity na use-
ku 6q chromosomu kédujicim M6P/IGFIIr lokus byla popsdna
v hepatokarcinomech30 arovnéz v NBP (cit.3').

SniZend afinita M6Pr k pCD (zptsobend mutaci genu pro
M6Pr) ¢i sniZeni koncentrace téchto receptordl plisobenim
estrogend (viz predchozi kapitola) umoziuje vazbu pCD na
jiné receptory nez M6Pr. V NBP miZe byt tedy pCD transpor-
tovdn nezdvisle na M6Pr. Alternativni transport pCD se pro-
jevuje nizkou akumulaci zralého enzymu v lysosomech a zvy-
Senou sekreci proenzymu®®. V nékterych antiestrogen-resis-
tentnich liniich NBP byl nové syntetizovany pCD sekretovan
az z 90 % (cit."”*%. Transportu pCD pomoci M6Pr lze v riiz-
nych burikdch zabranit jejich kultivaci v pfitomnosti NH,ClI,
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nebof tato slabd baze zvysenim pH v ,tfidicich* endosomech
zabranuje rozpadu pCD-M6P/IGFIIr a ndsledné recyklaci re-
ceptoru do Golgiho aparétu®®. Po piidani NH,CI do riistovych
médii fibroblastd a zdravych bunék prsu se nové syntetizovany
pCD sekretuje ven z bunék namisto jeho transportu do lyso-
somu. Naopak v mnoha liniich NBP a nddorovych bunék
vajecnikl dochdzi ke zvySeni intraceluldrni hladiny proenzy-
mu po kultivaci s NH,Cl. Zd4 se, Ze tato rezistence k NH,CI
je specifickd pro pCD, protoze komplexy M6Pr s jinymi
enzymy jako je B-hexosaminidasa, a-glukosidasa a arylsulfa-
tasa se v prostiedi NH,Cl rozpadaji>”.

2.4.1. Transport pCD v B lymfoblastech
vykazujicich ,,I-cell“ onemocnéni

Transport lysosomdlnich enzymd nezdvisly na M6P byl
podrobné studovan v B lymfoblastech vykazujicich dédi¢né
lidské onemocnéni, pfi kterém nezndmd mutace sniZuje nebo
eliminuje aktivitu N-acetylglukosamin-fosfotransferasy, tzv.
I-cell onemocnéni®® (ICD). N-acetylglukosamin-fosfotransfe-
rasa katalyzuje prvni krok fosforylace mannosovych zbytki ob-
sazenych v glykoproteinech lysosomdlnich enzymd (obr. 1),
¢imz napomdhd k interakci lysosomdlnich enzyma s M6Pr.
V poskozenych B-lymfoblastech tedy nedochdzi k tvorbé kom-
plexu pCD-M6Pr. Normdlni hladina lysosomdlnich enzymu
v B-lymfocytech téchto pacientl je pak dikazem, Ze jsou
sledované enzymy transportovainﬁy jinym zpsobem, nezZ s vy-
uzitim receptoru pro M6P (cit.*®). Dal$i pokusy s B-lymfo-
blasty s neaktivni N-acetylglukosamin-fosfotransferasou po-
mohly identifikovat aminokyselinovou doménu pCD, kterd je
zodpovédnd za M6P-nezdvisly transport do lysosomu. Zjisté-
ni, Ze neglykosylovany pCD je dopravovan do lysosomi
stejné ucinné jako glykosylovany, je diikazem toho, Ze ami-
nokyselinova sekvence pCD musi obsahovat specificky tfidic{
signa’ll3 3, Analyzou nékolika chimernich proteinti pCD/glyko-
pepsinogen bylo zjisténo, Ze za transport pCD do lysosomt je
zodpovédny tsek pCD od 188 do 265 aminokyseliny.

Cesta nezdvisld na M6Pr je méné ucinnd nez transport
lysosomdlnich enzymut v normdlnich lymfoblastech, ktery je
na M6Pr zdvisly. V posledni dobé se objevily tdaje o tom, Ze
tento M6P nezdvisly transport je tkdfiové specificky, nebot
prestoze byl zjistén napf. v hepatocytech a thymocytech, ne-
dochdzi k nému ve fibroblastech™. Tyto alternativni receptory
by se mohly uplatiiovat nejen v transportu, ale i pfi indukci
mitogenni aktivity prokathepsinu D.

2.4.2. Asociace pCD s prosaposinem

Saposiny A, B, C a D jsou malé termostabilni glykoprotei-
ny, vznikajici ze spolecného prekurzoru prosaposinu v lyso-
somech. Tyto proteiny aktivuji rdzné lysosomalni hydrolasy,
které se tcastni metabolismu sfingolipidi. Kromé své lysoso-
malni funkce je prosaposin také pritomen jako integralni mem-
branovy protein a jako nestépeny hraje rGzné role v rtiznych
télnich tekutindch, napt. v semindlni plazmé, lidském mléce
a cerebrospindlnim moku. Bylo navrzeno, Ze pravé molekula
prosaposinu by mohla byt odpovédnd za tento alternativni
transport pCD (cit.”). Komplex pCD s prosaposinem se vy-
tvaff hned po syntéze pCD na endoplazmatickém retikulu.
Vznikly komplex asociuje s membranou az v Golgiho apardtu.

Metodami bunécné frakcionace bylo prokdzano, ze komplex
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pCD s prosaposinem disociuje od membrany a rozpadd se az
v kyselém prostiedi lysosomi.

2.5. Hypotézy o funkci pCD
pfi metastdze

Vysledky nékolika nezdvislych pokust ukazuji, Ze pCD je
nejen dobrym markerem metastizy NBP, ale pravdépodobné
se na proliferaci NBP také podili. Na poc¢atku 90. let byl ziskdn
piimy dikaz toho, Ze nadmérnd exprese pCD muiZe podporo-
vat n&které kroky metastizy>®. Do krysich nadorovych bungk
linie 3Y1-Ad12 byl vnesen vektor pro expresi lidského pCD.
Stabilni buné¢né linie produkujici a sekretujici vysoké hladiny
lidského pCD rostly mnohem rychleji v médiu s nizkym
obsahem séra nezZ kmeny s kontrolnimi vektory. Také jejich
schopnost zplisobovat metastdzy po intravendzni injekci do
athymickych mysi byla mnohem vyznamnéjsi ve srovndni
s kontrolou.

Mechanismy ptsobeni pCD na proliferaci rakovinnych
bunék jsou nyni intenzivné zkoumany. Z dosavadnich vysled-
ki vyplyvd, ze pCD miiZe pfi stimulaci ristu NBP uplatiiovat
dva na sobé€ nezdvislé zpisoby. Jak naznaCuje uvedené schéma
(obr. 3), pCD mize na NBP ptisobit pfimo, to znamend, zZe
uplatiiuje néjaky vlastni strukturni motiv a interaguje napii-
klad jako rdstovy faktor s povrchovym receptorem buriky ¢i
pusobi jako inhibitor kontrolnich mechanismi pii déleni buri-
ky (obr. 3a). Pfi nepfimém mitogennim ptsobeni mize pCD
uplatnit svoji proteolytickou aktivitu. Z extraceluldrni matrix
mize napiiklad uvolfiovat molekuly, které mohou podporovat
rust nddorovych bunék (obr. 3b). Struktura extraceluldrni mat-
rix je timto zptsobem narusena, ¢imZ je usnadnéna invaze
nadorovych bunék. Jinym dasledkem proteolytické aktivity
CD je specifickd proteolytickd inaktivace komplexu sekreto-
vaného ristového inhibitoru IGF-1 s vazebnym proteinem 3
(IGF-I-VP 3) (obr. 4) (cit.*). Uvolnény IGF-I tak miiZe stimu-
lovat svij receptor (IGF-Ir), a tim i rist rakovinnych bunék.
Zrani pCD a ndsledné inaktivaci IGF-1 — vazebného proteinu
3 kathepsinem lze zabrdnit neutralizaci kyselych vackt chlo-
ridem amonnym. Aktivni CD mtiZze napomdhat také degradaci
bazdlni membrany, coZ je jeden z krokl vedoucich k metastize
rakovinnych bunék.

2.5.1. Neprimé piisobeni pCD na nddorové buriky —
proteolytickd aktivita

Jak jiz bylo feceno, proteolytickd aktivita CD se uplatiiuje
pfi degradaci extraceluldrni matrix a bazdlni membrany obklo-
pujici primdrni nddor. Na otdzku, jakym zptisobem mohou byt
kyselé proteasy v extracelularnim prosttedi aktivovany, odpo-
vida skutecnost, Zze nddorové buiniky si v organismu casto
vytvareji mikroprostiedi o nizSim pH, nez je pH fyziologické.
Na rozdil od zdravych tkdni mohou NBP sniZzovat pH extra-
celuldrniho prostiedi produkei kyseliny mlé¢né a pomoci HY/
ATPasové pumpy, kterd zevnitf burniky transportuje protony
pres cytoplazmatickou membranu. pH miZze byt takto sniZeno
az na hodnotu 5,5, coz je postacujici pro aktivaci pCD. Jakym
zpusobem mohou byt kathepsiny nddorovymi buiikami sekre-
tovany, neni zatim zcela objasnéno.

Fakt, ze pCD miZe byt zodpovédny za degradaci extrace-
luldrni matrix, potvrdily pokusy, pfi kterych se pCD obsaZeny
v mediu po kultivaci MCF7 bunék s estrogeny ponechal in

196

Referaty

nadorova ECM

bunka

pCD
N ../K.'. .
b .: .

aktivni mitogeny ~ poSkozend ECM zvysuje
z ECM invazibilitu bun¢k

Obr. 3. Mechanismy pisobeni pCD na nadorové buiiky; a: mito-
genem je pfimo molekula pCD, b: — nepfimo — prostfednictvim
proteolytickych produktt

IGF-1
QOQ IGF-Ir
IGF-1-VP 3
zdrava nddorova
bunika bunika
regulované
uvolnéni IGF-1 CD inaktivuje IGF-I-VP 3,
z IGF-1-VP 3 IGF-I interaguje s IGF-Ir

Obr. 4. Role CD pri inaktivaci ristového inhibitoru — IGF-I -
vazebného proteinu 3; IGF-I — inzulinu podobny ristovy faktor I
(insuline-like growth factor I), IGF-I-VP 3 — vazebny protein pro
IGF-1, IGF-Ir — receptor pro IGF-I na povrchu bunky

vitro pasobit na extraceluldrni matrix pfipravenou z hovézich
rohovkovych endothelidlnich bunék. Rozklad extraceluldrn{
matrix proteasami, které byly pfitomny v médiu NBP, byl
zpusoben piedevsim CD, coz dokazuje kompletni inhibice
tohoto procesu inhibitorem aspartdtovych proteas pepstati-
nem, ne vSak inhibitory dalSich proteas. Nejvyssi stupenl de-
gradace extraceluldrni matrix byl v obou piipadech naméfen
pii pH v kyselé oblasti (4—5) (cit.*").

Teoreticky mtize CD §tépit extraceluldrni matrix vné bu-
nék, tedy po jeho sekreci a aktivaci. Nddorové burky jsou
schopné také endocytdzy ¢i fagocytdzy extracelularni matrix.
V NBP byly objeveny intraceluldrni objemné kyselé vacky
(LAVs, large intracellular acidic vesicles) odlisné od lysoso-
md, o priméru vétsim nez 5 um. LAVs se vyskytuji mnohem
Castéji u NBP nez u zdravych bunék a obsahuji jak fagocyto-
vanou extracelularni matrix, tak velké mnozstvi CD, ale niko-
liv pCD. K rychlému $tépenf extraceluldrni matrix v LAVs je
potieba velké koncentrace kathepsint, coz by mohlo byt jed-
nim z vysvétlent, pro¢ jsou rakovinné buiiky produkujici velkd

Proteolytickd aktivita CD mtiZe mit roli také pfi degradaci
nebo aktivaci fady molekul, které mohou hrat dalezitou roli
pri metastdze. Na extracelularni matrix je v inaktivni formé
véazdno nékolik rastovych faktort a cytokint. Piikladem jsou
prekurzory TGFp (tumor growth factor) nebo FGF (fibroblast
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growth factor), které mohou po uvolnéni z ECM spustit invazi
tumoru. MCF7 buiiky péstované na extracelularni matrix ob-
sahujici prekurzor '*I-bFGF (bovine fetal growth factor) §tépi
extraceluldrni matrix a uvolniuji z néj biologicky aktivni 12};—
-bFGF, ktery ndsledné stimuluje rozvoj MCF7 bunék. Uvol-
néni aktivniho bFGF lze inhibovat pepstatinem A, coZ je opét
dikazem, ze aspartitové proteasy degraduji extraceluldrn{
matrix.

2.5.2. Autokrinni mitogenni aktivita pCD

Jak jiz bylo uvedeno, existuje jesté dalsi vysvétleni, proc¢
po transientni expresi pCD v krysich nddorovych burnikdch
dochdzi k pomnoZzeni téchto bunék. pCD by pii proliferaci
nddorovych bun€k mohl uplatnit néjaky motiv své struktury
a pusobit piimo jako rtstovy faktor ¢i inhibitor kontrolnich
mechanismu pro délen{ buriky. Tato aktivita pCD se nazyvd
autokrinni mitogenni a byla testovdna inkubaci bunék s pCD
a s IGF-II faktorem jako pozitivni kontrolou*'. Proliferacni
aktivita pCD i IGF-II je zdvisld na jejich vysledné koncentraci
v mediu, pficemz nejlepsich vysledkl bylo dosazeno pri kon-
centracich 20 ng.ml’1 pro pCD i IGF-II (cit.?). pCD byl pro
tyto pokusy izolovdn z medii po inkubaci bunék linie ZR-75-1
s estrogeny a preci§tén pomoci imunoafinitni chromatogra-
fie*!. Nadorové buiiky rostly v piitomnosti pCD stejné dobie
jako pfti inkubaci v pfitomnosti IGF-1I. Bunky, které nebyly
od nddorovych bunék odvozeny, rostly mnohem pomaleji
v pfitomnosti pCD nez IGF-II. Tyto vysledky potvrdily jiz
znamy fakt, ze pCD podporuje rdst nddorovych bunék jako
autokrinni mitogen.

S cilem blize objasnit mechanismus mitogenni aktivity
pCD byly stejné pokusy provedeny v pfitomnosti pepstatinu,
mannosa-6-fosfitu a riznych protilatek. Vysledky jsou shrnu-
ty v tabulce (tab. I). Pfidani pepstatinu A jakoZzto uicinného
inhibitoru proteolytické aktivity CD nemélo vliv na rist nado-

Tabulka I

Vliv pCD, CD, aktiva¢niho peptidu a IGF-II na riist bunék*":
— béhem 7 denni kultivace nebyl zaznamendm vyznamny
ndrGst bunék, + béhem 7 denni kultivace byl zaznamendm
vyznamny ndrdst bunék, PL protildtka, IGF-II inzulinu podob-
ny ristovy faktor I (insuline-like growth factor II), AP akti-
vacéni peptid

Testovana
latka

Bunky

nenadorové

nadorové

pCD

IGF-II

pCD + pepstatin A
pCD + M6P
Deglykosylovany pCD
pCD + PL proti CD
pCD + PL proti pCD
IGF-II + PL proti pCD
CD

AP

AP + PL proti CD

AP + PL proti pCD

+ + 4+ + + +

+ |

I+ + |
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rovych bunék, cozZ naznacuje, Ze kromé proteolytické aktivity
zpusobuje proliferaci NBP i mitogenni funkce pCD.
2.5.2.1. Vylouceni teorie o vlivu mannosa-6-fosfatu
Moznost ucasti M6Pr na mitogenni aktivit¢ pCD byla
zkoumdna testovanim vlivu piidavku M6P, ktery ve vyssich
koncentracich (10 mM) inhibuje interakci pCD s M6Pr na
povrchu bunék a blokuje internalizaci pCD (cit.*). Kdyby byla
mitogenni aktivita pCD zprostfedkovdna pomoci interakce
pCD s M6Pr, inhiboval by ji nadbytek volnych M6P, nebot by
MG6Pr na povrchu byly vysyceny mannosa-6-fosfaty. Priddn{
MG6P vSak nemélo Zddny vliv na mitogenni aktivitu pCD.
Odstépenim cukerné slozky od pCD N-glykanasou se mito-
genn{ aktivita pCD jen mirné sniZila, coz mize byt zpisobeno
tim, ze pfi deglykosylaci enzym@ dochdzi Casto k naruSeni
pavodni struktury. Souhrnné vysledky vsak svéd¢i o tom, ze
samotny M6P neni pro mitogenni aktivitu pCD rozhodujici.

3. Role aktiva¢niho peptidu pCD v onkogenezi

3.1. Vliv aktivaé¢niho peptidu
na proliferaci nddorovych
bunék prsu

Zajimavé vysledky byly ziskdny pfi kultivaci bunék s rtiz-
nymi protilitkami*. Protilatky, které rozpozndvaji epitop
uvniti aktiva¢niho peptidu (ddle AP) prokathepsinu D, silné
inhibovaly mitogenni funkci pCD, zatimco protildtky proti
kathepsinu, které neinteraguji se samotnym AP, nemély na
rist bunék zadny vliv. AP by proto mohl hrat dilezitou roli
v mitogenni aktivit€ pCD.

Pro dal$i vyzkum ucasti AP v mitogenni funkci pCD byl
AP pripraven synteticky. Pii kultivaci rGznych typt bunék
s takto pfipravenym AP byly naméfeny podobné proliferacni
aktivity jako v piipadé¢ pCD (viz tabulka I). Buné¢né linie
odvozené z rakovinnych bunék odpovidaly na pfitomnost AP
v mediu jen o mdlo intenzivnéji neZ na pridavek pCD a naopak
u linii, které na pCD nereagovaly, nebyla naméfena zadnd
odpovéd ani pro AP. Nepatrné sniZeni mitogenni aktivity AP
oproti pCD lze vysvétlit vétsi konformacni flexibilitou volné-
ho AP. AP jako soucdst molekuly méni htife konformaci, kterad
je vhodnd pro mitogenni receptor. Pro srovndni byly méfeny
také interakce s pepsinogenem. Zraly pepsin md s CD podob-
nou prostorovou strukturu, av§ak primdrni struktury aktivac-
nich peptidi se 1isi**. Rovnéz pfitomnost protildtek proti AP
¢i proti samotnému CD méla srovnatelny vliv na rist bunék.

3.2. Interakce konjugdtu pCD-FITC
s nddorovymi bunkami prsu

Zaucelem potvrdit dalsi hypotézu, Ze na povrchu nadoro-
vych bunék existuje receptor, na ktery se vaze AP, byl pfipra-
ven konjugdt pCD-FITC (FITC — fluoresceinisothiokyandt)
(cit.*h). Po interakci konjugédtu pCD-FITC s bun&&nym povr-
chem NBP byla prtitokovou cytometrii méfena intenzita fluo-
rescence jednotlivych bunék. Pokles fluorescence v disledku
preinkubace NBP s aktivacnim peptidem naznacuje, Ze na
povrchu bunék jsou receptory spolecné jak pro aktivacni pep-
tid, tak pro pCD. Obdobné bylo blokovédni povrchovych re-
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ceptorti pozorovdno také u bunék, inkubovanych nejprve s ne-
znac¢enym pCD. Interakcim konjugatu pCD-FITC s povrchem
nddorovych bunék 1ze zamezit pfiddnim protildtek proti pCD.

3.3. Lokalizace vazebného mista
aktivacniho peptidu
pro povrchovy receptor

Zatim zUstdvd nejasné, kterd ¢dst AP je za interakci s re-
ceptorem zodpoveédnd. Na zdkladé znalosti prostorové struk-
tury aktivniho CD (cit.?) a modelu struktury pCD (cit.**9 byly
pripraveny dva syntetické peptidy, které obsahovaly prvnich
26 (1-26) a dalsich 18 (27-44) aminokyselin aktivacniho
peptidu pCD. Srovndnim jejich mitogennich aktivit bylo zjis-
téno, Ze vazebné misto pro povrchovy receptor na NBP je
lokalizovéano nékde mezi aminokyselinami 27—44 (cit.*’).

4. Zavér

Je ziejmé, Ze CD nebo jeho AP hraji roli v onkogenezi,
ato zejména pii vzniku rakoviny prsu. Podili se jak na zvyseni
bunécného rastu, tak na snizenf{ inhibice ristu mezibunéénym
kontaktem. Mechanismus ptisobeni CD v onkogennim proce-
sunenf zatim dostate¢né objasnén. Je v§ak zndmo, Ze v prsnich
nddorovych bunikach dochazi k jeho nadmérné sekreci a stava
se hlavnim sekretovanym proteinem. Z publikovanych dat
vyplyvd, Ze divodem jeho onkogenniho plisobeni miize byt
jak jeho proteolytickd aktivita spojend s degradaci urcitého
tumorového supresoru, tak aktivace receptord, at jiZ pfimou
interakci s nebo proteolytickym rozrusenim komplexu IGF-I
— vazebny protein. Uvolnény IGF-I se pak mize vdzat na
vlastni receptor a aktivovat bunéc¢nou proliferaci. Nékterd
experimentdlni data ukazuji, Ze za mitogenni aktivitu je zod-
povédny AP, ktery je z prokathepsinu odstépen pfi jeho akti-
vaci.

Existuji vSak také vysledky naznacujici, Ze CD sekretova-
ny nddorovymi buiikami lidské prostaty ovliviiuje tvorbu an-
giostatinu, tj. inhibitoru vyvoje krevnich cév, ¢imz zabranuje
vyzivé rostouciho nddoru a rozvoji metastdz. Tato funkce CD
je vyznamné snizena v pfipadé pCD sekretovaného nddorovy-
mi buitkami prsu, coZ je ddvdno do souvislosti s rozdilnou
glykosylaci téchto forem CD.

LITERATURA

1. Willstitter R., Bamann E.: Hoppe-Seylers Z. Physiol.
Chem. 180, 127 (1929).

2. FrutonJ. S., Irwing J., Bergmann M.: J. Biol. Chem. /41,

763 (1941).

Metcalf P., Fusek M.: EMBO J. 12, 1293 (1993).

Redecker B., Heckendorf B., Grosch H. W.: DNA Cell

Biol. 10, 423 (1991).

Griffiths G.: Cell 52, 329 (1988).

Kornfeld S.: Annu. Rev. Biochem. 61, 307 (1992).

Griffiths G., Gruenberg J.: Trends Cell Biol. 7, 5 (1991).

von Figura K., Hasilik A.: Annu. Rev. Biochem. 55, 167

(1986).

Ludwig T., Munier-Lehmann H., Bauer U.: EMBOJ. /3,

3430 (1994).

Hasilik A.: Experientia 48, 130 (1992).

B

LN

N

10.

198

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.
26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.
36.

37.

38.

30.

40.

41.

Referaty

Barrett A. J.: Biochem. J. 117, 601 (1970).

Watts C.: Curr. Opin. Imunol. /3, 26 (2001).

Riese J. R., Chapman H. A.: Curr. Opin. Imunol. /2, 107
(2000).

Safting P., Hetman M., Schmahl W.: EMBO J. /4, 3599
(1995).

Rochefort H., Coezy E., Joly E., Westley B., Vignon F.:
Horm. Cancer /980.

Lippman M. E., Dickson R. B., Bates S., Knabbe C., Huff
K., Swain S., McManaway M., Bronzert D., Kasid A.,
Gelmann E. P.: Breast Cancer Res. Treat. 7, 59 (1986).
Westly B., Rochefort H.: Cell 20, 352 (1980).

Vignon F., Capony F., Chambon M., Freiss G., Garcia
M., Rochefort H.: Endocrinology 718, 1537 (1986).
Westley B., May F. E. B., Brown A. M. C., Krust A.,
Chambon P., Lippman M. E., Rochefort H.: J. Biol.
Chem. 259, 10030 (1984).

Garcia M., Capony F., Derocq D., Simon D., Pau B.,
Rochefort H.: Cancer Res. 45, 709 (1985).

Capony F., Garcia M., Capdevielle J., Rougeot C., Ferrara
P., Rochefort H.: Eur. J. Biochem. 161, 505 (1986).
Morisset M., Capony F., Rochefort H.: Biochem. Bio-
phys. Res. Commun. /38, 102 (1986).

Capony F., Rougeot C., Montcourrier P.: Cancer Res. 49,
3904 (1989).

Roger P., Montcourrier P., Maudelonde T.: Hum. Pathol.
25, 868 (1994).

Rochefort H.: Eur. J. Cancer 284, 1780 (1992).

Capony F., Rougeot C., Montcourrier P., Cavailles V.,
Salazar G., Rochefort H.: Cancer Res. 49, 3904 (1989).
Geisinger S. R., Berens M. E., Duckett Y.: Cancer (Phi-
ladelphia) 65, 1055 (1990).

Capony F., Morisset M., Berrett A. J., Capony J. P,
Broquet P., Vignon F., Chambon M., Luisot P., Rochefort
H.: J. Cell. Biol. 104, 253 (1987).

Isidoro C., Baccino F. B., Hasilik A.: Int. J. Cancer 70,
561 (1997).

De Souza A. T., Hankins G. R., Washington M. K., Orton
T. C., Jirtle J. L.: Oncogene 70, 1725 (1995).

Chappell S. A., Walsh T., Walker R. A., Shaw J. A.: Brit.
J. Cancer 75, 1324 (1997).

Coopman P., Garcia M., Brunner N.: Int. J. Cancer 56,
265 (1994).

Diment S., Leech M. S., Stahl P. D.: J. Biol. Chem. 263,
6901 (1988).

Capony F., Braukle T., Rougeot C., Roux S., Montcour-
rier P., Rochefort H.: Exp. Cell Res. 275, 154 (1994).
Jonathan N. G., Stuart K.: J. Cell Biol. 123, 99 (1993).
Hasilik A., Waheed A., Figura K.: Biochem. Biophys.
Res. Commun. 98, 761 (1981).

Yunxiang Z., Conner E. G.: J. Biol. Chem. 269, 3846
(1994).

Garcia M., Derocq D., Pujol P., Rochefort H.: Oncogene
125, 145 (1990).

Garcia M., Platet N., Liaudet E., Laurent V., Derocq D.,
BrouilletJ. P., Rochefort H.: Stem Cells (Dayton) /4, 642
(1996).

Nakopoulou L., Giannopolou 1., Gakiopolou H., Liapis
H., Tzonou A., Davaris P. S.: Hum. Pathol. 30, 436
(1999).

Fusek M., Vétvicka V.: Biochem. J. 303, 775 (1994).



Chem. Listy 97, 192 — 199 (2003)

42. Vétvicka V., Vétvickova J., Fusek M.: Cancer Lett. 79,
131 (1994).

Creek K. E., Sly W. E.: Lysosomes Biol. Pathol. /984, 63.
Vétvicka V., Wagner J., Baudys M., Tang J., Foundling
1. S., Fusek M.: Biochem. Mol. Biol. Int. 30, 921 (1993).
Vétvicka V., Vétvickova J., Fusek M.: Arch. Biochem.
Biophys. 322, 295 (1995).

Metcalf P., Vétvicka V., Fusek M.: New York Plenum
1995, 273.

Vétvicka V., Vétvickovd J., Hilgert I., Vobirka Z., Fusek
M.: Int. Cancer 73, 403 (1997).

43.
44.

45.
46.
47.

M. Kroulikova®, M. Fusek®, and T. Ruml® (“Department
of Biochemistry and Microbiology and Center for Integrated
Genomics, Faculty of Chemical Technology, Institute of Che-
mical Technology, Prague, "Sigma-Aldrich Ltd., Prague): Ca-

thepsin D and its Role in Oncogenesis

Cathepsin D (CD) is involved in oncogenesis particularly
in the formation of breast tumors. The mechanism of its
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contribution to the process remains to be elucidated. Expres-
sion of cathepsin D is stimulated by estrogen in mammary
cancer cells. It is also known that CD is very actively secreted
from the breast tumor cells. It has been suggested that its
oncogenic role might be related to its proteolytic activity and
degradation of a certain tumor suppressor or to proteolytic
destruction of a complex of the growth factor with its binding
protein. The released growth factor may subsequently interact
with its own receptor and activate cell proliferation. Some
experimental data show that the activation peptide, proteoly-
tically released from procathepsin during its activation, may
be responsible for the mitogenic activity of procathepsin D
(pCD). On the contrary, some data suggest that CD secreted
by prostate cancer cells stimulates the formation of angiosta-
tine and thus prevents nutrition of the growing tumor. Such
function of CD is severely decreased in the case of pCD that
is secreted by breast cancer cells probably due to different
glycosylation of the CD forms. This review evaluates the
current opinion on the role of pCD and the activation peptide
in the carcinogenesis.

Autorem obrédzkl v tomto ¢isle je Ing. Jan Budka, odborny asistent Ustavu organické chemie na VSCHT Praha. Ing. Budka ilustroval
jiz nékolik skript, naposledy Palecek, Hampl: Farmakochemie, VSCHT Praha 2002, plakat k predndskdm Novartis Lecture a jeho kresby
byly pouzity na nékolika konferencich, a v doktorskych dizertacnich pracich. V listopadu loniského roku uspotadal prvni vystavu svych

kreseb v klubu Carbon na VSCHT v Praze.
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