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Abstrakt

Tato prace je zaméiend na studium exprese 41 genti icastnicich se KRAS signélni drahy,
jejiz deregulace ovlivituje rozvoj duktalniho adenokarcinomu pankreatu (PDAC). Karcinom
pankreatu je zavazné a témé&f ve vSech piipadech smrtelné onemocnéni, kterému kazdoro¢né
spojené s nadorovym onemocnénim spociva piredev§im v pozdni diagnostice a neefektivnosti
1é€by pokrocilych stadii onemocnéni.

V experimentalni ¢asti prace byly zkoumany metodou gPCR hladiny exprese mRNA
klicovych genli zapojenych do KRAS signalni drahy v nadorovych bunikach pankreatu u
bunéénych linii (PaCa-44, MIA PaCa-2, BxPC-3), a mozné ovlivnéni této drahy podanim
cytostatik (taxan) modelovym nadorovym xenograftim in vivo. KRAS aktivujici mutace
udrzuji trvale aktivni KRAS protein, nicméné v nasi studii se nepotvrdilo, ze by vedly obecné
k zvysené expresi gend signalnich drah, které se nachazeji v bunééné signalizaci pod timto
onkogenem. Navic, po chemoterapii experimentadlnim taxanem nedoslo k inhibici genové
exprese KRAS signalni drahy in vitro, ani in vivo.

Pochopeni fungovani KRAS signalni drahy u onkologickych pacientli s pokrocilym

adenokarcinomem slinivky je dllezitym aspektem pro nalezeni novych lécebnych moznosti.
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Abstract

This work is focused on the study of expression of 41 genes of KRAS signaling pathway
whose deregulation affects the progress of pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC).
Pancreatic cancer is a serious and almost always fatal illness that is every year responsible for
the deaths of almost 230,000 patients around the world. The dangerousness of the fourth most
common cause of cancer-related deaths lies above all in the later diagnosis and ineffectiveness
of the treatment of advanced stages of the disease.

In the experimental part, the expression levels of MRNA key genes involved in the KRAS
signaling pathway in pancreatic tumor cells in cell lines (PaCa-44, MIA PaCa-2, BxPC-3) were
examined by qPCR method and possible influence of this pathway by the administration of
cytostatics (taxanes) to model tumor xenografts in vivo. KRAS activating mutations keeps a
permanently active KRAS protein, however in our study it has not been confirmed that it would
generally lead to increased expression of signaling pathways’s genes which are located in cell
signalization under this oncogene. Moreover, after experimental taxane chemotherapy, there
was no inhibition of gene expression of KRAS signaling pathway neither in vitro nor in vivo.

Understanding the function of the KRAS signaling pathway in oncology patients with

advanced pancreatic adenocarcinoma is an important aspect of finding new treatment options.
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1 Uvod

Duktéalni adenokarcinom pankreatu je ¢tvrtd nejcastéj$i pfi¢ina umrti na nadorova
onemocnéni a do roku 2030 se pravdépodobné stane druhou nejcastéjsi pri¢inou. Vysoka
mortalita prameni pfedev§im z pozdni diagnozy a neefektivnosti 1é¢by pokrocilych nadori
(Ying et al.,, 2016). Nejcastéji mutovanym onkogenem karcinomu pankreatu je KRAS.
Somatické mutace v KRAS se vyskytuji u vice nez 90 % téchto nadort, a to ¢asto jiz v rannych
stadiiich pankreatické tumorgeneze (Kanda et al., 2012).

Cilem teoretické casti této prace bylo vypracovani literarni reSerSe se zaméfenim na
soucasny stav poznani KRAS signalni drahy v karcinogenezi, progresi a terapii duktalniho
adenokarcinomu pankreatu. Teoretickd c¢ast prace tedy shrnuje informace o etiologii,
rizikovych faktorech, diagnostice a terapii karcinomu pankreatu a KRAS signalni dréze,
jednotlivych proteinech ucastnicich se pfenosu signalu, se zaméfenim na ulohu v karcinogenezi
a progresi karcinomu pankreatu, a dale také na potencialni moznosti jejiho ovlivnéni
v onkologické 1é¢be, a to chemoterapii a cilené terapii.

V druhé ¢asti, ktera je prakticky zamétena, bylo cilem podrobné studium exprese signalni
drahy KRAS v nddorovych buiikdch pankreatu u bunécnych linii, a jejiho ovlivnéni podanim
cytostatik (taxand) modelovym nadorovym xenograftim in vivo. Cilem této prace bylo
porovnani hladiny transkriptd 41 klicovych genit KRAS signalni drdhy mezi jednotlivymi
bunéénymi liniemi, liSicimi se jak genetickym profilem (v€etné pritomnosti KRAS aktivujici
mutace), tak i biologickym chovanim, agresivitou a ptezivanim. Zmény v expresi u bunéénych
linii s pfitomnou KRAS mutaci (MIA PaCa-2 a PaCa-44) byly srovnavany s kontrolni KRAS
divokou bunécnou linii BXPC-3. Dale byly studovany zmény v genové expresi této drahy
zpusobené podanim cytostatik (experimentalnich taxand) u parentalnich bun&¢nych linii in
vitro i in vivo v nadorech chemonaivnich xenograftii a xenografti 1é¢enych cytostatiky.

Pochopeni vyznamu KRAS signalni drahy pro pribéh onemocnéni miize otevtit nové
1écebné moznosti pro pacienty s duktalnim adenokarcinomem pankreatu. Tato prace navazuje
na pilotni projekt analyzy genti KRAS signalni drahy, jako potencidlnich prognostickych
biomarkerti u pacientli s duktalnim adenokarcinomem, kteti podstoupili radikélni chirurgicky

vykon.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Karcinom pankreatu

Duktalni adenokarcinom pankreatu (PDAC) je zavazné onemocnéni, kterému ro¢né
podlehne vice nez 227 000 lidi po celém svété (Raimondi et al., 2009). Klicova je zde v¢asna
diagnostika, avSak u vétSiny pacientd dochazi k ur€eni diagnoézy pozdé, kdy uz je onemocnéni
V pokrocilém inoperabilnim stadium a tvoii se vzdalené¢ metastdzy. Primérna doba preziti
s pokroCilym karcinomem pankreatu ¢ini 6-12 mésicii. Lécba casnych stadii, zahrnujici
chirurgickou resekci a naslednou adjuvantni onkologickou 1é¢bu, miize pacientovi navysit dobu
preziti v pruméru 0 2 roky (Spalding, 2011).

Je znama fada rizikovych faktord, které piispivaji k rozvoji karcinomu pankreatu. Jde
pfevazné o onemocnéni starSich osob s medidnem 73 let. Jednim z uvadénych rizikovych
faktorl je koufeni cigaret, které az zdvojnasobuje riziko vzniku rakoviny pankreatu. Dal§imi
publikovanymi faktory jsou obezita, diabetes mellitus, chronicka pankreatitida a Helicobacter
pylori (Lowenfels et Maisonneuve, 2006; Maitra et Hruban, 2008).

Na rozvoj karcinomu pankreatu maji vliv i dédi¢né predispozi¢ni faktory. Minimalné 5-
10 % PDAC je zpusobeno vrozenymi mutacemi (Brand et al., 2007). Nejcasté&ji se mutace
nachazi v genu BRCA2. Lidé s mutaci v tomto genu maji az dvakrat vyssi pravdépodobnost
vyskytu rakoviny pankreatu (Klein et al., 2004). ZvySené riziko je spojené i s BRCAL
mutacemi. Genetické syndromy, jako je dédi¢na pankreatitida zptisobena mutacemi v PRSS1
(Rebours et al., 2009), Peutz-Jegherstv syndrom zpisobeny mutacemi zarode¢né linie v STK11
(Giardiello et al., 1987) nebo familiarni adenomatdzni polypdza zpiisobena mutacemi
zarode¢éné linie v APC (adenomatosis polyposis coli) také zvysuji riziko rozvoje tohoto
onemocnéni (Giardiello et al., 1993).

NejcastéjSim histologickym typem zhoubného nédoru pankreatu je duktalni
adenokarcinom, ktery se mtize rozvinout bud’ z pankreatické intraepitelidlni neoplazie, coz je
nejcastejsi moznost, nebo z intraduktalni papilarni mucinézni neoplazie ¢i pankreatické

mucinodzni cystické neoplazie (Vincent et al. 2011).
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Duktalni adenokarcinom pankreatu nejéastéji vznika v hlavé pankreatu odkud se §ifi do
lymfatickych tkani, peritonealnich dutin, sleziny a hematogenné do vzdalenych organu,
nejcastéji jater a plic. Charakteristické je pro néj nizké zastoupeni nadorovych bunék v poméru
k vyraznému okolnimu vazivovému stromatu (vyrazna desmoplazie), s hojnym vyskytem

fibroblastd, zanétlivych bun¢k a stelatovych bunék (Jaster, 2004).

Zluéovod

Vyvod :
pankreatu |

Duodenum—"

Nador

Obrazek 1. Karcinom v oblasti hlavy pankreatu. Stadium I1A zasahujici do duodena (Pfevzato a

upraveno z webové stranky National Cancer Institute).
2.1.1 Epidemiologie

V roce 2012 bylo celosvétové nové diagnostikovano 338 000 lidi, ¢imz se karcinom
pankreatu fadi na 12. misto v Zebti¢ku nejcastejSich nadord a je 7. nejcastéjsi pfi¢inou timrti na
zhoubna onemocnéni (Ferlay et al., 2012). 94 % pacientli umira do péti let od diagnozy
(Rossi et al., 2014). V Ceské republice v roce 2015 dosahovala incidence 9.34 na 100 000 lidi
a s mortalitou 8.05 na 100 000 se fadi na 4. misto mezi zhoubnymi nadory. Ve Srovnani
s ostatnimi zemémi svéta se Ceska republika svou vysokou incidenci PDAC fadi na 2. misto po

Arménii. S vys$sim vékem ¢loveéka se i zvySuje pravdépodobnost rozvoje karcinomu pankreatu.
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Procento nové diagnostikovanych PDAC je proto nejvyssi ve veéku 70-74 let

(internetovy zdroj: SVOD).

2.1.2 Diagnostika

Karcinom pankreatu se obvykle klinicky manifestuje az v pokrocilé fazi nemoci. Mezi
Casté piiznaky nadora slinivky bfisni patii Zloutenka (ikterus) zptisobena obstrukci zlu¢ovych
cest, jez ma za nasledek zvySené mnozstvi konjugovaného bilirubinu a absenci urobilinogenu,
coz se projevi tmavou moci a svétlou stolici. Dalsi ¢asté piiznaky pokro¢ilého onemocnéni jsou
bolesti epigastria a zad, ubytek na vaze, nauzea a zvraceni (Freelove et Walling, 2006). VSechny
tyto symptomy jsou nespecifické, poukazuji na zavazny problém, ale nediagnostikuji karcinom
pankreatu. K diagnostice se vyuzivaji zobrazovaci metody, jako je ultrasonografie,
endoskopicka ultrasonografie (EUS) s aspira¢ni biopsii (FNAB; fine needle aspiration biopsy),
vypocetni tomografie (CT), magnetickd rezonance (MRI) ¢i pozitronova emisni tomografie
(PET) (Spalding, 2011), v kombinaci s laboratornim vySetfenim onkomarkert, jako je
karbohydratovy antigen 19-9 (CA19-9). Pro stanoveni definitivni diagnosy s naslednou terapii

je nezbytna histologicka verifikace nadoru.

2.1.3 Lécba

Progn6za tohoto onemocnéni je velmi Spatnd. Jedind potenciadlné kurativni lécba je
radikalni resekce tumoru. BohuZel pouze u 15-20 % pacientl je mozné operativni odstranéni
(Li et al. 2004). Odstranéni nadoru se provadi Whippleovou operaci, pii které je krom¢ hlavy
pankreatu odstranéna i distalni ¢ast zaludku a duodenum (Freelove et Walling, 2006).
V piipadé, Ze se nador nachazi v téle a ocasu pankreatu je provadéna distalni pankreatektomie
spolu se splenektomii. V nasledné adjuvanti 1écbé se vyuZzivaji rezimy zaloZené na
nukleosidovych analozich (gemcitabin, 5-fluorouracil), eventualné¢ v kombinaci s radioterapii
(Rossi et al., 2014).

U vétSiny nemocnych s inoperabilnim onemocnénim je prvnim cilem 1écby zajisténi
hepatobiliarni drenaZe (zavedeni stentu). Vybér paliativni onkologické 1éCby zavisi na

vykonnostnim stavu nemocného a rozsahu onemocnéni.
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U nemocnych s lokaln¢ pokrocilym ¢i generalizovanym onemocnénim v dobrém
celkovém stavu je indikovana kombinovand chemoterapie (FOLFIRINOX, gemcitabin/nab-
paklitaxel), ¢i monoterapie gemcitabinem. Dalsi 1é¢ebnou moznosti je i radioterapie, eventualné
konkomitantni chemoradioterapie. U vSech nemocnych je 1éCebny zamér planovan nejen
Vv zavislosti na rozsahu nadorového onemocnéni (stadium), ale také na vykonnostnim stavu

(Lemstrova et al. 2016).

2.1.4 Molekularni onkologie

V nadorové tkani karcinomu pankreatu bylo nalezeno vice nez 60 genetickych alteraci
(Jones et al., 2008). Az v 90 % karcinomi pankreatu se nachazeji mutace v onkogenu KRAS
(Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog), velmi ¢asté jsou také somatické mutace a
homozygotni delece vedouci k inaktivaci tumor supresorovych genti jako je CDKN2A, TP53,
MADH4 a BRCA2 (Caldas et Kern, 1995; Li et al., 2004). Genetické abnormality byly nalezeny
i U gent kodujici ristové faktory a zejména jejich receptory, coz vede k ovlivnéni signalnich
drah zapojenych do kontroly rustu a diferenciace bunék. Ve tkanich karcinomu pankreatu
dochazi ¢asto k vysoké expresi epidermalniho rastového faktoru, vaskularniho endotelialniho
ristového faktoru a cytokint jako je interleukin 1, interleukin 8 ¢i tumor nekrotizujici faktor o

(Li et al., 2004).

2.2 Postaveni taxanu v terapii karcinomu pankreatu

Taxany, chemicky diterpeny, jsou ziskavany z rlznych druht tist. VyuZivaji se jako
cytostatika, pfedevSim pak paclitaxel a docetaxel. Jednd se o toxické latky, Casto také
oznaCované jako vieténkové jedy, jelikoz narusuji funkci mitotického vieténka vazbou na
mikrotubuly (Fauzee et al., 2011).

Mikrotubuly jsou Castym strategickym cilem pfi 1écbé nadorovych onemocnéni. Jsou
slozeny ze dvou proteinovych podjednotek, a a B tubulinu, jez obsahuji vazebné misto pro
guanosintrifostat (GTP). Jejich hlavni funkei je tvorba mitotického vieténka béhem bunécného
déleni. Dal$i, neméné dilleZitou funkci je intracelularni transport. Podili se také na udrzovani
tvaru a pohyblivosti buiiky. Mechanismus pusobeni taxanii tedy spoc¢ivd v navazani na f

wrwe

Z dynamického nestabilniho mikrotubulu se timto stava stabilni, ¢imz dochazi k narusSeni
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piirozené rovnovahy, inhibici mitdzy a apoptdze bunky (Schiff et Horwitz, 1981; Pronk et al.,
1995).

Paclitaxel (Taxol) byl poprvé izolovan a charakterizovan vroce 1971 ztisu
tichomoiského (Taxus brevifolia) (Wani et al., 1971). Analog paclitaxelu, docetaxel
(Taxotere; RP 56976) je semisynteticka latka, pfipravena z 10-deacetylbaccatinu III, jeZ se
nachazi v jehlicich tisu ¢erveného (Taxus baccata) (Lavelle, Gueritte-VVoegelein et Guenard,
1993). Oba taxany jsou metabolizovany v jatrech cytochromem P450 a vylu¢ovany zlué¢i. Mezi
témito dvéma taxany jsou také urcité rozdily. Docetaxel vykazuje vyssi afinitu K  tubulinu,
také je 2x vice u€innéjsi pii inhibici depolymerace mikrotubulil a indukuje fosforylci proteinu
Bel 2 vedouci ke smrti buniky pii 100x niz$i koncentraci, nez je vyzadovana pii pouziti
paclitaxelu (Haldar et al., 1997; Gligorov et Lotz, 2004).

Taxany jsou Vv klinické praxi podavany pacientim intraven6zné. Jelikoz se vSak jedna o
latky hydrofobni, je jejich rozpustnost ve vodé zajiSténa polyoxyethylovanym ricinovym
olejem (cremofor EL; CreEL). Pouziti cremoforu EL vSak s sebou piindsi fadu vedlejSich
ucinkl jako hypersenzitivni reakci, poruchy lipidového metabolizmu, agregaci erytrocyti ¢i
periferni neuropatii (Gelderblom et al., 2001). Z hlediska lep§iho profilu toxicity a
protinadorové ucinnosti byly tedy navrZzeny nové strategie pro zlepSeni rozpustnosti a
farmakologie taxant, vCetné albuminovych nanocastic, emulzi a liposomu. Pro eliminaci
toxicity spojené s rozpoustédlem polyethylovaného ricinového oleje byla vyvinuta nova
kompozice paclitaxelu, nab-paclitaxel (nanoparticle albumin-bound paclitaxel). Jedna se o
¢astici o velikosti 130 nm, tvofenou z paclitaxelu homogenizovaného spolu s lidskym sérovym
albuminem (Thota et al., 2014).

U karcinomu pankreatu se uvadi u¢innost kombinovanych chemoterapeutickych rezimi
S vyuzitim taxanu a nukleosidového analoga ¢i platinového derivatu 20-60 %
(Lemstrova, Melichar et Mohelnikova-Duchonova, 2016). Od roku 2013 se stal nab-paclitaxel
v kombinaci s gemcitabinem novou léebnou moznosti pro pacienty s metastatickym
karcinomem slinivky bfiSni, a to na podkladé vysledki klinické studie IMPACT (Von Hoff et
al., 2013). Tato studie prokazala, ze pfidanim taxanu k monoterapii gemcitabinem se vyznamné
prodluzuje doba celkového piezivani (OS, overall survival) pacienti. Tyto povzbudivé
vysledky ozivily diskusi o potencialnim vyuziti taxant v lécbé karcinomu pankreatu, a

V soucasnosti jsou z tohoto hlediska intenzivné studovany.
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2.3 KRAS protoonkogen a signalni drahy s nim spojené

Onkogeny jsou mutac¢né aktivované geny (protoonkogeny), jez ptispivaji k onkogenezi.
Mohou byt aktivovany prostiednictvim nékolika mechanisma vcetné bodové mutace nebo
amplifikace genu. Pravé bodové mutace v onkogenu KRAS maji za nasledek permanentni
aktivaci proteinu RAS, jenz vede k zvysené proliferaci, angiogenezi a migraci bun¢k, a zaroven
k potlaceni apoptozy a diferenciace a tim k rozvoji duktalniho adenokarcinomu pankreatu
(Maertens et Cichowski, 2014; Mann et al., 2016).

KRAS gen koduje protein P21 RAS, cozZ je mala guanosintrifosfatdza (GTPaza), ktera
propojuje extracelularni signaly pro intracelularni efektorové drahy. P21 RAS je lokalizovan
na vnitinim povrchu bunééné membrany a interaguje s vice nez dvaceti efektorovymi proteiny
(Bournet et al., 2016). RAS proteiny spole¢né se svymi dvéma klicovymi regulatory GEF
(Guanin nucleotide exchange factor) a GAP (GTPase activating protein) tvoii molekularni
,prepinac®, ktery je spustény ¢i vypnuty dle navazani bud’ GTP, nebo GDP. GEF aktivuje RAS
vyménou GDP za GTP, naproti tomu GAP deaktivuje RAS hydrolyzou GTP na GDP (Bos et
al., 2007). Tato aktivace RAS je stimulovana pomoci receptorit ristovych faktori jako je
napiiklad EGFR (receptor pro epidermalni ristovy faktor; epidermal growth factor receptor).
Po navazani ptislusnych ligandi (v tomto ptipadé epidermalniho riistového faktoru; EGF)
dochazi k homodimerizaci receptorti a je zahajena fosforylaéni kaskada, ¢imz dojde k aktivaci
proteinu GRB2 (Growth factor receptor-bound protein 2; receptor ristového faktoru vazici
protein 2) a GEF, ktery odstrani GDP z RAS a tim je umoZnéna vazba GTP a nasledna aktivace
RAS. V ptipadé mutace KRAS genu dochazi ke konstitutivni trvalé vazbé s GTP, coz ma za
nasledek trvalou aktivaci KRAS nezavislou na ligandu a deregulaci ¢tyt nejvyznamnéjsich
efektorovych signalnich drah nachéazejicich se niZze pod RAS proteinem, konkrétné
RAF/MAPK, PI3BK/PDK1/AKT, RAL guanine nucleotide exchange factor a RIN1/ABL drahy
(Obrazek 2).
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Obrazek 2. Piehled signalnich drah Raf/MAPK a PI3K/PDK1/Akt fizenych onkogennim KRAS u rakoviny
pankreatu. Aktivace pro-tumorigennich signalizaénich spojeni jsou zobrazeny jako zelené $ipky, inhibi¢ni anti-
tumorigenni drahy jsou zobrazeny jako plné Cervené cary vedené svislou ¢arou a Cervené Sipky znazoriuji

aktiva¢ni anti-tumorigenni zpétné smycky (Pfevzato a upraveno od Eser et al., 2014).

19

SZapnuty“ KRAS tedy reaguje s velkym mmnozstvim downstream signalnich drah.
Nékteré z téchto signalnich drah vedou ke tvorbé signall, které aktivuji KRAS prosttednictvim
pozitivni zpétnovazebni smycky. Napfiklad medidtory zanétu, které jsou aktivovany
prostfednictvim KRAS, nasledné vedou k dalsi aktivaci KRAS. GAP za normalnich podminek
zajistuje velmi rychlou inaktivaci KRAS, v pfitomnosti onkogenni formy KRAS ovSem
dochazi k opozd’'ovani inaktivace, coz mize vést k rozvoji rakoviny. Cely tento mechanismu je

schématicky znazornén na obrazku 3.
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Obrazek 3. Fungovani KRAS a zpétnovazebni smycka mezi KRAS a zanétem
(Pfevzato a upraveno od Di Magliano et Logsdon, 2013). TKR (tyrozinkinazovy receptor), GPCR (G
protein-coupled receptor; receptor spiazeny s G proteinem), RAGE (receptor for advanced glycation end

products; receptor pro kone¢né produkty pokrocilé glykace).

U vice nez 90 % PDAC je nalezena bodova mutace v KRAS genu, jedna se tedy o
nejfrekventovanéjsi zménu v KRAS genu v lidskych nadorech viibec. Mutace postihuji zejména
kodony 12, 13 a 61 a jsou nalézany v ¢asnych stadiich, véetné prekancerdz. Ve vétsiné piipadu
se vSak mutace vyskytuji ve dvanactém kodonu, kde vV jejich disledku dochazi k
zaméné glycinu na aspartat (G12D) nebo valin (G12V), vzacné vsak byly nalezeny i mutace
v kodonu G13 a Q61. (Almoguera et al., 1988; Hruban et al., 1993; Koorstra et al., 2008b;
Mann et al., 2016). Nadory nesouci KRAS Q61 mutaci, vykazuji niz§i MAPK (mitogenem
aktivovana proteinkinaza; mitogen-activated protein kinase) aktivitu oproti nadorum
S mutacemi na kodonech GI12 nebo GI13 a jsou také spojeny s lepsi progndzou
(Witkiewicz et al., 2015).

V grafu 1. je uvedeno pét gentl, u nichz dochazi velmi ¢asto bud’ k bodovym mutacim
nebo k homozygotni ¢i heterozygotni ztraté v poctu kopii v pribéhu karcinogeneze PDAC.
Vyskyt mutaci je uvadén na procento pacientd, u kterych k mutaci doslo. Z grafu je také patrné,

ze nejcetnéji se mutace vyskytuje v KRAS genu, jak jiz bylo uvedeno vyse.
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Graf 1. Pfehled néjcastéji zasaZenych gent bodovou mutaci a heterozygotni nebo homozygotni ztratu

poctu kopii (Di Marco et al., 2015). SNV (single-nucleotide variant; jednonukleotidova varianta).

2.3.1 RAS/RAF/MAPK signalni draha

2.3.1.1 RAS

RAS je rodina malych GTPaz, neboli G-proteinti s molekulovou hmotnosti 20-40 kDa.
Jsou zndmy tii malé G-proteiny, které jsou schopny transformace sav¢ich buné€k bodovou
mutaci: HRAS (Harvey-RAS), NRAS (Neuroblastoma-RAS) a KRAS
(Kirsten-RAS). Vsechny tyto proteiny vazi jak GDP, tak GTP a vykazuji GTPazovou aktivitu,
ktera je mnohdy nezbytna k ukonceni funkce proteinil, neni ovSem nutn¢ potiebna pro plnéni
jejich funkce. RAS proteiny vykazuji riznou schopnost aktivace jak RAF/MAPK, tak
PI3K/PDK1/AKT drahy (Yan et al., 1998).

K aktivaci RAS dochézi, kdyz je tyrozinkindzovy receptor (napi. EGFR) obsazen
ligandem, coz vede k fosforylaci receptoru a k interakci se signaliza¢nimi prvky jako je SHC
(SHC adaptor protein), které se poté vazou s GRB2 a nakonec s GEF SOS (Son of sevenless).
Plisobenim SOS dochézi k nahrazeni GDP za GTP, ktery méni konformaci RAS a tim umozni
RAS komunikaci s vice efektory (napt. PI3K, Raf, Tiaml nebo Ral GEF) (Matallanas et
Crespo, 2010).
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V ramci ERK signalizace RAS zaujima funkci adaptoru, ktery se vaze s Raf efektorem
s vysokou afinitou. To ma za nésledek jejich translokaci do bunééné membrany, kde je Raf
aktivovan prostfednictvim PHB (Prohibitin) (Jelinek et al., 1996; Rajalingam et al., 2005).
Pro spravnou funkci RAS proteinu je nutné jeho ukotveni na vnitini stranu bunééné
membrany, ¢ehoz je dosazeno prenylaci. Prenylace ptfedstavuje piipojeni izoprenylového
lipidového fetézce k cysteinovému reziduu C-konce proteinu RAS a je zprostiedkovana
enzymy farnesyltransferdzou ¢i geranylgeranyltransferdzou. Farnesylova skupina pfedstavuje
linearni seskupeni tii izoprenovych jednotek. Geranylova skupina vznika linedrnim spojenim
dvou izoprenovych jednotek, a geranylgeranylace tak znamend pfipojeni linearniho seskupeni
Ctyt izoprenovych jednotek. RAS piednostné prochazi farnesylaci, je-1i vSak ptitomen inhibitor
farnesylace, NRAS a KRAS mohou projit geranylgeranylaci. Tyto posttranslaéni modifikace
mohou byt potencialné vyuzity k terapii (K#izkova, 2014; McCubrey et al., 2007). Lokalizace

RAS na vnitini strané¢ membrany umoziuje interakci S vyménnym proteinem SOS.

2.3.1.2 RAF

Raf kinazy, zahrnujici A-Raf, B-Raf a Raf-1 (C-Raf), jsou efektory KRAS,
zprostiedkovavajici aktivaci MAP kinazy. Gen A-Raf se nachazi u ¢lovéka na chromozomu X.
Nejvice je exprimovan u dospélého ¢loveék v urogenitalnim traktu a je nejslabsi Raf kindzou,
co se tyce aktivace ERK.

B-Raf gen je lokalizovan na chromozomu 7q34 a nejvyssi exprese je ve varlatech a
nervové tkani. Aktivita B-Raf a Raf-1 je negativné regulovana fosforylaci Akt. B-Raf je
nejsilngjs$im Raf z hlediska indukce MEK aktivity. Raf-1 je lokalizovan na 3p25 chromozomu,
je exprimovan v lidskych tkanich, pfedev§im pak ve svalech a v mozecku
(Steelman et al., 2004). Zajimavosti je, Ze tvorba plicnich nadorti u mysi je nepifitomnosti Raf-
1 blokovana, na vyvoj karcinomu pankreatu ma vSak absence Raf-1 minimalni vliv
(Eser et al., 2013).

Raf proteiny maji tfi rizné funkéni domény: CR1, CR2 a CR3. CR1 je diilezit4 pro vazbu
S RAS a naslednou aktivaci, CR2 je regula¢ni doména a CR3 je kinazova doména. Delece
domény CR1 a CR2 ma za nasledek konstitutivni aktivaci Raf proteinu (Steelman et al., 2004).
Aktivace tii Raf izoforem je slozity proces. Dochazi k aktivaci B-Raf prostfednictvim RAS
nezavisle na Src (SRC protoonkogen, nereceptoricka tyrosinkinaza) aktivité, zatimco pro
uplnou aktivaci Raf-1 a A-Raf je Src aktivita vyzadovana

(Marais et al, 1997; Chong et al., 2001).
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B-Raf miize byt aktivovan pomoci interakce s Rap-1, coz mtize slouzit zaroven jako inaktivace
Raf-1. B-Raf lze také aktivovat diky Raf-1 pies interakci s RAS-GTP (Mizutani et al., 2001).
Akt a SGK mohou fosforylovat B-Raf, coz ma pro zménu za nasledek jeho inaktivaci.
Aktivovany Raf nasledné fosforyluje kindzy MEK1 a MEK2, coz zase vede k aktivaci
serin/threonin kindz ERK1 a ERK2.

2.3.1.3 MEK

MEK proteiny jsou primarnim cilem Raf. Rodina gentt MEK ma pét genti: MEK1, MEK2,
MEK3, MEK4 a MEK5. Rodina ma dualni, serin/threonin a tyrosin kinazovou aktivitu.
Struktura MEK se sklada z regulacni, amino-terminalni domény a karboxy-termindlni domény,
jez vaze MAPK. Karboxy-terminalni doména je také nezbytna pro vazbu a aktivaci ERK.
Delece vregulacni oblasti MEK1 ma za nasledek konstitutivni aktivaci MEK1 a ERK
(Huang et al., 1995; Tanoue et al, 2001; Crews et al., 1992). MEK1 je protein slozeny z 393
aminokyselin, s molekulovou hmotnosti 44 kDa. Jeho nejvétsi exprese je v mozkové tkani
(Crews et al., 1992).

Riizné izoformy Raf rozdilné aktivuji MEK1 a MEK2. A-Raf je slabym aktivatorem, B-
Raf aktivuje MEK1 pfednostné a Raf-1 u¢inné aktivuje MEK1 i MEK2 (Koloch, 2000).

2.3.14ERK

Do rodiny ERK spadaji ¢tyfi rizné rodiny kinaz: ERK, JNK (c-Jun NH2-terminal kinase),
p38MAPK a ERKS. Existuji také kindzy ERK3, ERK4, EKR 6, ERK7 a ERKS, které ackoli
jsou piibuzné s ERK1 a ERK2, maji jiny zptisob aktivace. MAP kindzy ERK1 a ERK2 jsou 44
a 42 kDa serin/threonin kindzy. ERK1 1 ERK2 jsou exprimovany témét ve vSech sav€ich
tkanich, obecné je vSak ERK2 ve vy$sim mnozstvi. ERK jsou aktivovany dudlni fosforylaci
tyrosinovych a threoninovych zbytkli prostfednictvim MEKI. Po fosforylaci nésleduje
dimerizace ERK, ktera udrzuje ERK aktivované. Fosforylované ERK jsou pienédseny
Z cytoplasmy do jadra, aby mohli fosforylovat celou fadu transkrip¢énich faktorii véetné Ets-1,
c-Jun a c-Myc. Navic mize ERK nepfimo vést k aktivaci transkripéniho faktoru NF-kB
(nuklearni faktor kB). ERK mohou fosforylovat i mnoho proteinti zapojenych do regulace

bunécného cyklu. ZvySena aktivita ERK2 je asociovdna s bunéfnou proliferaci, zatimco
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aktivita ERK1 mitize v urCitych bunikach inhibovat uc¢inek ERK2 (Steelman et al., 2004;
Pouysségur et al., 2002; McCubrey et al., 2007).

2.3.2 PIBK/PDK1/AKT signalni draha

2.3.21PI3K

Druhou neméné vyznamnou efektorovou drahou KRAS je PI3K/PDK1/AKT dréha, jejiz
alterace nachazime u fady nadord, vcetné karcinomu pankreatu. Jde o drahu dulezitou pro
regulaci buné¢ného cyklu. PI3K je to rodina proteind, jenz katalyzuje ptenos fosfatu z ATP do
fosfoinositidt. PI3K molekuly jsou slozeny z riznych katalytickych podjednotek, které patii do
jedné ze tii tid (I, 11 a I1I). Molekuly tfidy I jsou p110 podjednotky (a, B, y a d) a jsou kodovany
Ctyfmi ruznymi geny (PIK3CA, PIK3CB, PIK3CG a PIK3CD) (Castellano et Downward,
2011). Ttida I je regulovana aktivaci receptoru riistového faktoru. Ttida II je jeden peptid o
velikosti 170-210 kDa s karboxy-terminalni C2 doménou nezbytnou pro vazbu fosfolipidi a
kinazovou aktivitu (Misawa et al., 1998).

Kaktivaci PI3K tfidy I dochazi translokaci k plazmatické membrané¢ a spojenim
s aktivovanym tyrosin-kinazovym receptorem (Van der Geer et al., 1994). Aktivaci lokalizace
PI3K na membrané ma na svédomi IL-3 receptor, RAS nebo mista bohatd na prolin naptiklad
u Shc, Grb2, v-Src a dalsich (Steelman et al., 2004). Tyto interakce vedou k aktivaci produkce
fosfatidylinositolového-3-fosfatu ~ a/nebo  fosfatidylinositolového-3,4,5-trifosfatu.  Prvni
zminény je degradovan fosfatazou, stejné tak tumor-supresorovy gen PTEN. Kinazova aktivita
PI3K je inhibovana cAMP (cyklicky adenosinmonofosfat) (Kim et al., 2001). Fosfolipidové
produkty PI3K aktivuji PDK, Akt a PKC (Proteinkindza C). Aktivni PI3K tedy stimuluje
produkci PIP3 z PIP2, ktery vaze a odvadi Akt i PDK 1 na membranu, prostfednictvim ¢ehoz je
Akt aktivovan ptes fosforylaci.

PDK je serin/threonin kindza o hmotnosti 63 kDa. Rodina PDK ma dva ¢leny, konkrétné
PDK1 a PDK2. PDK1 je exprimovan ve vSech lidskych tkanich a obsahuje dilleZzitou doménu
PH (pleckstrin homology), stejné jako Akt-kinaza, ktera jim umoziuje vazbu s fosfoinositidy a

dostava je tak to do vzajemné blizkosti. PDK 1 fosforyluje Akt, ale pouze na Threoninu®®

, Pro
tiplnou aktivaci Akt je viak nezbytna i fosforylace na Serinu*'3, kterou zajistuje PDK2 (Alessi

et al., 1996; Ktizkova, 2014; Nicholson et Anderson, 2002; Vanhaesebroeck et Alessi, 2000).
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2.3.2.2 AKT

Akt neboli proteinkinaza B, se sklada ze tif domén, a to z PH domény, kindzové domény
a regula¢ni domény. PH doména interaguje s lipidy a zaméfuje se na aktivované membranové
proteiny. Rodina Akt genti zahrnuje tii geny: Aktl(PKBa), Akt2 (PKBp) a Akt3 (PKBy). Aktl
se nachazi na chromozomu 14q32, Akt2 byl mapovéan v chromozomalni oblasti 19q13.1-q13.2.
Nejvyssi exprese Aktl a AKt2 je v mozku, brzliku, srdci a jatrech. Akt3 je nejvice exprimovan
v mozku a varlatech (Nicholson et Anderson, 2002).

Akt ma vliv na bunéény cyklus, proliferaci prostfednictvim cyklind, transkripci
prostiednictvim transkripnich faktorit FOX (Forkhead box) a také na pteziti bunky.
Antiapoptotické ucinky Akt jsou zajistény fosforylaci celé fady molekul. Jednou z nich je i
BAD, ¢len Bcl-2 (B-cell lymphoma) rodiny, kterému fosforylace umoziuje interakci
S proteiny, jenz podporuji pieziti buiiky (Datta et al., 1997). Interakce BAD s témito proteiny,
zaroven inhibuje jeho schopnost interakce s Bcl-2 a Bcl-XL, coz umoziuje Bel-XL vazat se
s pro-apoptickou molekulou Bax a zabranit tak tvorbé pro-apoptickych Bax homodimerd, ¢imz
je inhibovana apoptoza (Steelman et al., 2004). Aktivace Akt mize byt negativné regulovana
defosforylaci PIP3 prostiednictvim PTEN (Morimoto et al., 2000). Akt ma také na svédomi
aktivaci mTORC1 komplexu.

2.3.2.3mTOR

mTOR (mammalian target of rapamycin) je serin/threonin kinaza, ktera prezentuje dva
rozdilné komplexy. mTOR komplex 1 (mTORCI) reaguje na riistové faktory, energeticky stav,
bunéény stres a aminokyseliny (Sengupta et al., 2010). Komplex mTORCI1 obsahuje kromé
mTOR také protein RAPTOR (Regulatory-associated protein of mTOR), mLST8 (mammalian
lethal with SEC13 protein 8) a PRAS40 (Proline-rich Akt substrate 40 kDa). mTORCI1 fidi
bunécny rist tim, Ze fidi celou fadu procest, které reguluji syntézu a degradaci proteind.
V ptipad¢, ze je Akt neaktivni, TSC1/2 inhibuje RHEB, zatimco PRAS40 inhibuje mTORCI.
Poté, co je Akt aktivovan, fosforyluje TSC1/2 a PRAS40, coz ma za nasledek vazbu RHEB
S GTP, ktery pfimo aktivuje mTORCI1, ¢imZ je negativni zpé&tnou vazbou inhibovan Akt
(Mendoza et al., 2011; Guertin et Sabatini, 2007).

MTORC2 obsahuje také mLSTS, v komplexu se uz ale nenachazi RAPTOR a PRAS40,
ale RICTOR (Rapamycin-insensitive companion of mammalian target of rapamycin), mSIN1

(mitogen-activated protein kinase-associated protein 1) a PROTOR. mTORC2 muize regulovat
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PKCa fosforylaci a v PI3K draze se podili na bunécném rastu, proliferaci a pieziti bunky

(Guertin et Sabatini, 2007).

2.3.3 RAL guanine nucleotide exchange factor signalni draha

Ral GTPaza vykazuje téméf 60 % podobnost s RAS. Stejné jako RAS, Ral proteiny
vykazuji velmi vysokou afinitu s GDP a GTP. Obé skupiny proteini se také nachazi vylu¢né
na buné¢nych membranach (Frech et al., 1990; Bhullar et al., 1990). V fadé dulezitych aspektet
se vSak od sebe RAS a Ral li§i. Kazdy z nich napftiklad interaguje s rozdilnym GAP. Maji také
rozdilny vliv na bunky. Konstantn¢ aktivni Ras ma za nasledek onkogenni transformaci,
zatimco Ral nikoli. Odlis$nosti jsou pravdépodobné dlisledkem rozdilnych efektorovych domén
u téchto GTPaz (Urano et al., 1996). Zprostiedkovatelem komunikace mezi RAS a Ral je Ral-
GEF, ktery maze u Ral proteinti vyvolat ztratu GDP a navazani GTP. Interakce mezi Ral-GEF
a RAS ma za nasledek konforma¢ni zménu v Ral-GEF, ktera aktivuje GEF, dochazi tedy
k pfenosu GTP na Ral a aktivaci RalA a RalB GTPaz (Weinberg, 2013).

2.3.4 RIN1/ABL signalni draha

ABL (Abelson tyrozin kinaza) proteiny reguluji cytoskeletarni remodelaci v prubéhu
adheze a motility, obsahuji diky tomu vazebna mista pro aktin a fosforyluji proteiny kontrolujici
dynamiku cytoskeletu (Van Etten et al., 1999; Hernandez et al., 2004). Aktivace ABL kinazy
je usnadnéna autofosforylaci nebo fosforylaci zprostiedkovanou kindzou SRC
(Plattner et al., 1999).

RIN1 (Ras a Rab interaktor 1) je RAS efektorovy protein (Han et al., 1997), ktery
organizuje downstream signaly podilejici se na adhezi a migraci bunék. Je to také vazebny
partner pro ABL1 a ABL2.

Interakce mezi RIN1 a ABL je iniciovana mezi motivem bohatym na prolin na RIN1 a
doménou SH3 na ABL. ABL nésledn¢ fosforyluje RIN1 a dochézi k vazbé SH2 domény ABL
na pY (RIN1). RIN1 podporuje fosforylaci ABL substrati CRK a CRKL, které¢ koordinuji
funkci CAS (cellular apoptosis susceptibility protein) a dalsich proteint. (Hu et al., 2005).
Tyrosinova fosforylace CRK/CRKL vede k intramolekularni interakci SH2-pY, ktera narusuje

intermolekularni interakci s CAS a inhibuje bunéénou motilitu (Feller, 2001).
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2.4 Uloha KRAS u karcinomu pankreatu

Jak uz bylo vyse uvedeno, KRAS je protoonkogen, pattici do RAS rodiny kodujici
proteiny vazici GDP nebo GTP. Zprostiedkovava fadu bunéénych funkci véetné proliferace,
diferenciace, apoptdzy nebo bunécné migrace. KRAS gen koduje lidsky bunéény homolog genu
izolovaného z Kirstenova viru sarkomu krysy. Zatimco nemutovany divoky typ (wildtype)
KRAS hraje dtilezitou roli v normélni tkédfiové signalizaci, mutovany gen se vyskytuje u mnoha
onkologickych onemocnéni. Mutace v KRAS jsou detekovany v 30 % benignich pankreatickych
lézich a az v90 % plné rozvinuttho PDAC (Weinberg, 1982; Moskaluk et al., 1997;
Kranenburg, 2005; lacobuzio-Donahue et al., 2009). KRAS signalni draha je tedy jedna z
klicovych signalnich drah pro patogenezi PDAC, nicméné pfesny mechanismus, kterym vznik

a dal$i pribéh PDAC ovliviiuje, neni doposud pln€ objasnén.

2.4.1 Pankreatické prekancerozy

Karcinom pankreatu se vyviji z prekurzorovych prekancerdznich 1ézi. Nejbéznéjsi a
nejlépe prozkoumana je pankreatickd intraepitelidlni neoplazie (PanIN), muze vSak také
postupovat skrze makroskopické 1éze, mucindzni cystickou neoplazii (MCM) a intraduktalni
papilarni mucinézni neoplazii (IPMN) (Cooper et al.,, 2013). Léze jsou vétSinou
asymptomatické.

K progresi z PanIN az Kk metastatickému tumoru je zapotiebi fada specifickych
genetickych zmén zahrnujicich zkraceni telomer, aktivaci KRAS a inaktivaci tumor
supresorovych genti jako CDKN2A. (Almoguera et al., 1988; Smit et al., 1988).

PanIN jsou mikroskopické, ploché nebo papilarni 1éze, sloZzené z bunck obsahujicich
rizné mnozstvi mucinu (Zamboni et al., 2013; Distler et al., 2014). PanIN se rozdéluje na tii
stupné: PanIN-1A, PanIN-1B, PanIN-2 a PanIN-3. PanIN-1A a PanIN-1B maji minimum
cytologickych a strukturnich atypii. PanIN-2 jiz vykazuje mirnou az stfedni cytologickou a
architektonickou atypii. Nejvyssi stupen piedstavuje PanIN-3 (Koorstra et al., 2008a; Zamboni
etal., 2013).

Méng¢ casté jsou prekurzory MCN a IPMN. MCN jsou velké mucin-produkujici epitelialni
cystické 1éze. KRAS mutace byly detekovany u MCN s nizkou dysplazii. Jaké molekuldrni
zmeény jsou vSak zékladem pro tvorbu a progresy MCN neni zcela znamo.

IPMN jsou potencialné maligni epitelidlni novotvary, tvofené¢ bunikami sloupcovitého

tvaru, produkujici mucin (Longnecker et al., 2005; Hruban et al., 2004).
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Déli se na dva typy, IPMN hlavniho pankreatického vyvodu a IPMN postrannich vétvi (Ikeuchu
et al., 2010). Cetnost vyskytu KRAS mutaci se u IPMN rizni od 38,5 % az po 100 %
(Yonezawa et al., 2008).

Casné udalosti

Zkracovani telomer IPMN
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Obrazek 4. Pankreatické prekurzorové 1éze a genetické udalosti pii progresi PDAC. Na obrazku jsou
histologické snimky tii prekurzorovych 1ézi duktalniho adenokarcinomu pankreatu: PanIN, MCM a [IPMN.
Jsou zde také uvedeny riizné genetické zmény vedouci k progresi PDAC (Ptevzato a upraveno od Hezel et
al., 2006).

2.4.2 Onkogenni forma KRAS p¥i progresi karcinomu pankreatu

Pritomnost onkogenni formy KRAS jest¢ samo o sob&é nemusi nutné vést k rozvoji
rakoviny. Lze proto pfedpokladat, ze na zahdjeni karcinogeneze maji zna¢ny podil i genetické
nebo epigenetické faktory a vlivy vnéjSiho prostiedi. Zasadni vliv mé i aroven aktivity KRAS
(Lu etal., 2002; Yan et al., 2005; Parsons et Meng, 2009).

Nejcastéji se mutace v KRAS vyskytuji na kodonu 12, coz vede k substituci glycinu na

kyselinu asparagovou, valin nebo arginin. Tyto mutace se vyskytuji v tkéni pankreatu
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sporadicky i za fyziologickych podminek. U pokrocilého adenokarcinomu pankreatu dosahuje
frekvence vyskytu mutaci téméf k100 % (Klimstra et Longnecker 1994,
Rozenblum et al., 1997). Mutace maji za nasledek akumulaci RAS v aktivnim GTP vazaném
stavu diky ud€leni rezistence proteinim aktivujicim GTPéazu a naruseni GTPazové aktivity

(Zenker et al., 2007).

2.4.3 Prognosticky a prediktivni vyznam KRAS

Mutace v KRAS se nachazeji az u 90 % pacienti s PDAC (Almoguera et al., 1988). Z toho
diivod jsou mutace v KRAS zkoumany jako mozny prognosticky faktor pro adenokarcinom
pankreatu. Pfestoze nékteré, z jiz provedenych analyz mutovaného KRAS naznacuji, ze se jedna
0 biomarker s moznym prognostickym vyznamem, je jeho vztah k prognéze PDAC pacienti
Vv soucasnosti velmi kontroverzni (Lee et al., 2007; Chen et al., 2010; Kullmann et al., 2011).
KRAS byl také zkouman jako prediktivni marker pro odpovéd na 1écbu. Ukazalo se, ze aktivace
KRAS mutacemi intraceluldrni cestou, nema vliv na vysledky 1é€by gemcitabinem.

Chen (Chen et al., 2010) ve své publikaci uvadi, ze mutace v 12 kodonu KRAS mohou
byt detekovany v plazmé pacientti s neoperabilnim karcinomem pankreatu a mohla by tedy
predikovat nizkou dobu pieziti u téchto pacienti. K potvrzeni téchto vysledkl jsou vsak

zapotiebi dalsi vyzkumy.

2.4.3 Metabolismus nadoru

Karcinomy pankreatu vytvateji hypoxické mikroprostiedi, jelikoZ nejsou pftili§ dobie
vaskularizovany a obsahuji desmoplazie (Hidalgo et Maitra, 2009; Neesse et al., 2011).
Hypoxie stabilizuje aktivitu HIF (hypoxia-induced factor; transkripéni faktor indukovany
hypoxii), jenZ méni metabolismus rakovinnych bun€k a tim usnadiiuje jejich rast i za
nepfiznivych podminek (Chaika et al., 2012). Zvysena hladina proteinu HIF-10, ma za nasledek
zvySeny metabolismu glukézy, ale omezeny vstup glukozy do Krebsova cyklu (Semenza,
2010). Az 10krat vy$si metabolismus glukozy vaci laktatu oproti normalni bunce, tzv.
Warburgtv efekt (Warburg, 1956) je typickym znakem malignich bunék. Onkogenni KRAS
zpiisobuje metabolické preprogramovani builkky zvySenim aerobni glykolyzy napiiklad
zvySenim exprese glykolytickych enzym, jako je Hkl, Hk2, Glutl, Pfkl a Ldha. Tyto

metabolické zmény napomahaji nadorovym buiiky ke zvysené produkci biomasy a tim zvysuji
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i celkovou proliferaci. KRAS tyto zmény reguluje kontrolnimi faktory, které reguluji transkripci
gent glykolytickych enzymu (Ying et al., 2012).

2.4.4 Mikroprostiredi PDAC

Mikroprostiedi tumoru je v ptipadé PDAC velmi dileZitou slozkou a potencialé ovliviiuje
tkanove-specifickou  signalizaci  prostfednictvim  parakrinni  aktivace  specifickych
cytokininovych nebo tyrozinkinazovych receptorii. Neptetrzita KRAS signalizace v pankreatu
vytvari mikroprostfedi, které podporuje neoplastickou progresi prostfednictvim parakrinni
stimulace aktivovanymi fibroblasty, pankreatickymi hvézdicovitymi bunikami a imunitnimi
burikami hrajicimi kli¢ovou roli nejen u zanétu, ale také nadorovych onemocnéni (Erkan et al,
2012; Collins et al., 2012). Tato zména v mikroprostiedi je pfimo spojena s onkogenni Kras
signalizaci, protoze inaktivace onkogenniho Kras v pankreatické neoplazii v raném stadiu mize
zvratit fibrotické a zanétlivé zmény (Collins et al., 2012).

Je znadmo, Ze 1idé s chronickym zanétem zpisobenym opakovanym a/nebo trvalym
poskozenim slinivky, maji podstatné vyssi riziko rozvoje rakoviny pankreatu (Yadav et
Lowenfels, 2013). Trvale zanétlivé mikroprostredi pfispiva k naruseni protinadorové imunitni
odpovédi skrze infiltraci imunosupresivnich regula¢nich T-bunék a myeloidnich supresorovych
bunék (Pylayeva-Gupta et al., 2011; Steele et al., 2013). Navic zde muze dochazet k fibrotické
remodelaci pankreatické tkané, diky aktivaci steldtovych bun€k a fibroblastlh zanétlivymi
podnéty, coz nakonec vede k zvySeni onkogenni Kras signalizace. Zanétlivé podnéty tedy
zvySuji onkogenni signalizaci Kras a ta zaroven sama vede k zanétu a desmoplazii (Pylayeva-

Gupta et al., 2011).

2.4.5 Autofagie a progrese PDAC

Autofagie je mechanismus slouzici k odbouravani intracelularnich slozek. Poskytnutim
energie ve formé ATP a zakladnich stavebnich latek jako jsou aminokyseliny, lipidy, cukry a
nukleosidy, podporuje preziti buriky pod metabolickym stresem (Rabinowitz et White, 2010).
Mechanismus kontroly autofagie je slozity proces, do kterého je zapojeno vice nez 30 riznych
geni (Chen et Klionsky, 2011). Po aktivaci autofagie dochazi k pohlceni cytoplazmatickych
slozek fagoforem, nasledn¢é se vytvofi autofagozém s dvojitou membranou. Ten fuzuje s

lysozoémem, coz vede k degradaci obsahu v autolysozomaélni organele.
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Autofagic mize tumorgenezi inhibovat, ale také podporovat (Hippert et al., 2006;
Kimmelman, 2011). U PDAC autofagie pravdépodobné slouzi k udrzeni rastu nadoru. Dle
studie provedené Fujii a kolektivem PDAC vykazuje aktivovanou autofagii a vysokou expresi
LC3 proteinu, jakozto komponentou pii tvorbé autofagosomu, coz koreluje se Spatnymi
vysledky u pacientt (Fujii et al., 2008).

Dalsi studie zkoumaly souvislost mezi autofagni zavislosti na nadorovych bunkéch
PDAC s mutaci v KRAS a mitochondrialni funkci. Vysledky ukazaly, ze v bunéénych liniich
PDAC pfi inhibici autofagie dochazi k porucham mitochondridlniho dychéni, které mohou byt
napraveny dodanim substratl pro Krebsiv cyklus. PDAC tedy spoléha na autofagii, ktera
potiebné bioenergetické meziprodukty pro Krebstv cyklus zajisti (Yang et al., 2011).

2.4.6 Potencialni 1écba s vyuzitim KRAS inhibice

U mysi inhibice aktivity KRAS proteinu zpomaluje rust nebo dokonce zpisobuje regresi
pankreatickych tumord. Dokonce 1 nékteré lidské rakovinné buiiky pankreatu vyzaduji aktivni
KRAS, aby mohlo dojit k vytvofeni naddoru. Je tedy snaha o vytvofeni strategie pro piimou
inhibici KRAS nebo jeho efektort (Collins et al., 2012). Jednotlivé nadorové bunky vsak
piezivaji inaktivaci KRAS proteinu, pravdépodobné diky udrzovani klidového stavu. Je proto
zapotiebi detailné prostudovat mechanismus jakym nadorové buniky piezivaji tuto inaktivaci,

aby bylo mozné docilit tiplné eradikace nadoru (Di Magliano et Logsdon, 2013).
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3 Prakticka ¢éast

V praktické casti této praci byl zkouman Uc¢inek experimentalniho taxanu SBT-1216
V koncentraci 30, 100 a 300 nM na tfi bunécéné linie, konkrétné se jednalo o bunécnou linii
BXxPC-3 (KRAS wild type), MIA PaCa-2 a PaCa-44. VVzorky bunéénych linii byly indukované
taxanem po dobu 24 a 72 hodin.

Z nadorové tkané byla nejprve vyizolovana RNA, kterd byla reverzni transkripci prepsana
do cDNA. Nasledovalo méteni hladiny exprese genti pomoci real-time PCR. Ziskané vysledky

byly vyhodnoceny pomoci softwaru RT? Profiler PCR Array Data Analysis v3.5.

3.1. Pouzité bunéc¢né kultury

Stanoveni exprese genti KRAS signdlni drahy bylo provedeno ve tfech bun&tnych
kulturdch adenokarcinomu pankreatu. Bunécné linie se vzajemné liSily genetickymi mutacemi
klicovych gent kancerogeneze PDAC i biologickym chovanim, agresivitou a prezivanim.

Bunécénd linie BXPC-3 byla vyizolovana z bioptického vzorku primarniho
adenokarcinomu t¢la pankreatu 61leté pacientky (Tan et al., 1986). BXPC-3 buné¢na linie nema
pritomnou zadnou mutaci v genu KRAS, ma mutace v genech TP53, CDKN2A/p16INK4A a
SMADA4/DPC4 (Sipsos et al., 2003).

Bunéeéné linie MIA PaCa-2 byla ziskdna z nddorové tkan€ 65letého muze. Velka
nadorova masa byla nalezena v téle a ocasu pankreatu. Buiiky této linie jsou velké, vykazuji
vysoky stupen aneuplodie a maji tendenci rist na ostatnich buiikach (Yunis et al., 1977). MIA
PaCa-2 bunécnd linie ma homozygotni missense mutace v kodonu 12 (G12C; GGT > TGT)
KRAS genu a v exonu 7 TP53 genu (CGG > TGG), homozygotni delece zahrnujici exony 1, 2
a 3 genu CDKN2A/p16INK4A a ma neuroendokrinni diferenciaci (Gradiz et al., 2016).

PaCa-44 byla ziskana z priméarniho adenokarcinomu pankreatu 44leté pacientky (Elsésser
et al., 1993). Vykazuje mutace v kodonu 12 KRAS (G12V; GGT > GTT), v genu TP53 (TGC
> AGC) a metylace v CDKN2A/p16INK4A (Moore et al., 2001).

Vzorky bunéénych linii byly indukované taxanem SBT-1216, a to v koncentracich 30,
100, 300 nM / po dobu 24 a 72 hodin, kontrolni skupina byla inkubovana bez taxanu.
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3.2 Xenografty

Xenografty byly pfipraveny na spolupracujicim pracovisti (Institut klinické a
experimentalni mediciny, Praha), a to subkutdnni aplikaci suspenze bunécnych linii PaCa-44
imunodeficientnim nude mySim jedincim. Mysi byly nasledné 1éCeny experimentalnim SBT
(Stony Brook Taxane) taxanem SBT-1216 v davce 10 mg/kg i.p. v tydennim intervalu, a
usmrceny po aplikaci 2. davky. Nadory byly ihned poté chirurgicky vyjmuty a zamrazeny na -

80 °C do doby izolace nukleovych kyselin.

3.3 Izolace RNA

3.3.1 Chemikalie

Trizol, ethanol, MilliQ voda, isopropanol

3.3.2 Pristroje

Eppendorf centrifuga 5430

3.3.3 Postup

Nejprve bylo potifeba nadorovou tkan zhomogenizovat. Zkumavky s kulickami a 2 ml
eppendorfky byly na 15 minut chlazeny. Poté byl do zkumavek s kuli¢kami piidan 1 ml Trizolu
anadorova tkan byla centrifugovéna dle velikosti tkan¢, malé kousky pii 6500 RPM 20 sekund,
vetsi kousky 2x20 sekund. Rozdrcena tkan se v Trizolu ptepipetovala do cistych 2 ml
eppendorfek v laminarnim boxu a nasledovala jiz samotna izolace RNA.

K pfipravenym buitkdm v 1 ml Trizolu bylo pfipipetovano 200 pl chloroformu,
nasledovalo zvortexovani a inkubace na 3 minuty pii laboratorni teploté. Poté byla provedena
centrifugace 15 minut pii 12000 RPM a 4°C. Po centrifugaci byla pifenesena horni faze do Cisté
eppendorfky, piidal se stejny objem ledového isopropanolu a inkubovalo se 10 minut pfi
laboratorni teploté. Opét byla provedena centrifugace po dobu 15 minut, pii 12000 RPM a 4°C.
Po centrifugaci byl supernatant slit a pelet promyt 500 pl 70 % ethanolu a poté byl ethanol
odebran. Zbytek ethanolu bylo vysuseno pii 60 °C v suchém bloku.
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Po vysuSeni bylo pfidano 40 pl MilliQ vody a zvortexovano. Nasledovala inkubace 15 minut
pii 60 °C v suchém bloku, pii které byl pelet sledovéan, zdali dochézi k jeho rozpousténi.
Poslednimi kroky bylo zvortexovani, centrifugace a piepipetovani po 20 pl do 200 ul

eppendorfky a zamrazeni na -80°C.

3.4 Testovani integrity a kvantity RNA

RNA je termodynamicky stabilni molekula, ktera je ovSem velmi snadno a rychle st€pena
témét vSudyptitomnymi enzymy RNé4zami. To mize ohrozit ziskané vysledky, proto je potieba
vyhodnotit stupen degradace (Auer et al., 2003; Witkiewicz et al., 2006). Za ti¢elem hodnoceni
této degradace RNA se v soucasné dob¢ nejcastéji vyuziva bioanalyzator Agilent 2100. Jde 0
automatizované bioanalytické zafizeni, jez Vv kanélcich mikro€ipti oddé€li vzorky RNA podle
molekulové hmotnosti a nasledné detekuje fluorescenci indukovanou laserem. Vysledkem je
elektroforetogram, kde mnozstvi namétené fluorescence koreluje s mnozstvim RNA dané
velikosti. Vyhodnoceni integrity vzorki RNA poté probiha pomoci algoritmu, ktery se nazyva
RNA Integrity Number (RIN), a nabyva hodnot 0-10, pficemz vzorky s RIN=0 jsou zcela
degradované, a vzorky s RIN=10 nevykazuji znamky fragmentace (Schroeder et al., 2006).

Z buné¢nych linii a tkdni tumortl xenografth byla izolovana RNA. Vzorky, které¢ mély
dostate¢nou integritu RNA, tzn. RIN>7 a kvantitu n>1pg byly dale pouzity k syntéze cDNA za
pomoci RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania).
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Obrazek 5. Elektroforeticky zdznam pro stanovované vzorky 28S a 18S. Agilent 2100 expert software; osa
x: pocet vzorki; osa y: ¢as (s). Vzorek PCI2 s RINem 7.0- je vidét mirna degradace prouzkt odpovidajicich
18S a 28S RNA; Vzorek ZP13 s RINem 2.6- nejsou zachyceny prouzky odpovidajici svou velikosti 18S a
28S RNA.

3.4.1 Pristroje

Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA), IKA vortex, Model
MS2-S8/MS2-S9 (Agilent Technologies)

3.4.2 Kit

RNA Nano 6000 LabChip kit (Agilent Technologies)
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3.4.3 Postup

Vsechny reagenty byly nejprve ponechany 30 minut pii pokojové teploté. Naslediné bylo
vlozeno 550 pl Agilent RNA 6000 Nano gelu na filtr zkumavky a byla provedena centrifugace
pii 4000 RPM po dobu 10 minut. Do 0,5 ml mikrozkumavky byl poté pfidan filtrovany gel
v mnozstvi 65 pl. K prefiltrovanému gelu byl pfidan 1 pl barvy RNA 6000 Nano dye
concentrate a smés gelu a barvy byla zvortexovana a poté centrifugovana 10 minut pti 14000
RPM. Mix gel-barva byl v mnozstvi 9 ul napipetovan na chip do mista ozna¢eného pismenem
,G*“. Do dalSich 12 jamek urcenych pro vzorky a do jamky urcené pro ladder byl napipetovan
v mnozstvi 5 ul Agilent RNA 6000 Nano Marker. Pfed nanesenim vzorkt na chip, byla jesté
provedena teplotni denaturace pii 70 °C na 2 minuty. Poté jiz byl ladder a vzorky v mnozstvi 1
ul naneseny na ptislu§na mista na chipu a chip byl vortexovan v horizontalni poloze 60 sekund

pii 2400 RPM. Takto pfipraveny chip byl posléze analyzovan na Agilent 2100 Bioanalyzeru.
3.5 Syntéza cDNA

Vzorky mRNA s dostate¢nou integritou a kvantitou byly reverzni transkripci s pouzitim
RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit, (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania) pfepsany

do cDNA.

3.5.1 Chemikalie

Random Hexamer Primer, nuclease-free voda, mix (5x reakéni pufr, 10 mM dNTP mix a

RiboLock RNase inhibitor), RevertAid reverzni transkriptazy

3.5.2 Pristroje

Implen NanoPhotometer® P360, Eppendorf centrifuga 5430, termoblok
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3.5.3 Postup

K 1ug RNA byly pfidany 2 ul Random Hexamer Primeru a nuclease-free voda na celkovy
objem 28 ul, mikrozkumavky byly promichany a zcentrifugovany. Poté byly na 5 minut
umistény do termobloku na 70 °C. Nasledn¢ bylo k vzorkim ptiddno 14 pl mixu, ktery
obsahoval 5x Reaction Buffer, 10 mM dNTP mix a RiboLock RNase inhibitor. Obsah
zkumavek byl opét zamichan a centrifugovan. Nasledovalo odebrani 4 ul z kazdého vzorku
jako negativni kontroly kontaminace kitu, ke kterym nebyla ptidana transkriptiza.

K ostatnim vzorkiim byly pfidany 2 pl RevertAid reverzni transkriptasy. VSechny zkumavky
byly nasledn¢ inkubovany po dobu 10 minut pii pokojové teploté 25 °C, a poté 60 minut vV
termobloku o teploté 42 °C. Nasledn€ byla reverzni transkriptasa inaktivovana pfi teploté 70

°C po dobu 10 minut. Koncentrace ziskané cDNA byla méfena pomoci hanophotometru.

3.6 Kontrola kvality cDNA

Ke kontrole kvality nasyntetizované cDNA z hlediska kontaminace genomovou DNA
byla vyuzita PCR amplifikace fragmentu ubiquitinu C (UBI). Ziskana cDNA mé¢la koncentraci
v pruméru 1247 ng/ul, pro PCR reakci a naslednou elektroforézu byla cDNA 13x fedéna.
Produkt amplifikace ubiquitinu C cDNA je pouze 190 para bazi velky, protoze neobsahuje
intron na rozdil od produktu amplifikace genomové DNA, ktery obsahuje 1009 pari bazi.

Vsechny vzorky bez kontaminace DNA byly uskladnény pii — 20 °C.

38



Ladder 100 - 1500 bp
PaCa-44A 24-h 100p
PaCa-44 B 24 h 30p
PaCa-44 A 72 h 30p
PaCa-44 B 24 h Op
PaCa44B72h 100p
MIAPaCa-2A72 h 300p
MIAPaCa-2B0OhG
MIAPaCa-2A24 h 30p
MIAPaCa-2A24 h 300p
BXPC-3A0h C
BXPC-3 B 24 h 300p
BXPC-3 B 72 h Op
BXPC-3A72 h 100p
BXPC-3 B 72 h 300p
Pozitivni kontrola

MIAPaCa-2 B 72 h 100p

Kontaminace celogenomovou DNA \
) [

----.---d---di_h—

Obrazek 6. Elektroforéza nahodné vybranych vzorki cDNA pro kontrolu kvality na 2 % agarosovém gelu
pfi 150 V. V prvni jamce je ladder o velikosti 100—1500 bp. Predposledni jamka je pozitivni kontrola, tedy

cDNA kontaminovana celogenomovou DNA, v posledni jamce je pak negativni kontrola.

3.6.1 Chemikalie

5x HOT FIREPol Blend Master mix (DNA polymeraza, opravny enzym, pufr, 7,5 mM
MgClz, 2 mM dNTPs, BSA, modré ~ 4 Kb a zluté ~ 40 bp barvivo pro elektroforézu), UBI
primery, nuclease free voda, TAE pufr (800 mM Tris, 400 mM kyselina octova, 20 mM EDTA),
deionizovana voda, agaroza, Gel loading dye, SYBR Safe, 100 bp DNA Ladder

3.6.2 Pristroje
Mastercycler® pro S (Eppendorf, Hamburg, Némecko), analytické vahy (Radwag,

Polsko), PowerPac™ Universal elektroforéza (Bio-Rad), ChemiDoc MP Imaging system (Bio-
Rad, USA)
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3.6.3 Postup

Prvnim krokem bylo provedeni PCR reakce, kdy byly ptipraveny jednotlivé vzorky dle
tabulky 1, a nasledovala PCR reakce. PO pocate¢ni denaturaci trvajici 12 minut pii 95 °C,
nasledovalo 38 cykll, béhem kterych se stiidala denaturace po dobu 30 sekund pii 95 °C,
nasednuti primerd (annealing) pii 64 °C po dobu 30 sekund a prodluzovani vlédken pii 72 °C
opé€t po dobu 30 sekund. Poslednim krokem byla kone¢na elongace, ktera trvala 5 minut pfi
72 °C.

Amplifikované vzorky byly naneseny na 2 % agarozovy gel a pti 125 V po dobu pfiblizné
70 minut byla provedena elektroforéza. Po skonceni elektroforézy, byl gel v pfitmi, a pfi

mirném tfepani, barven SYBR Safe barvou po dobu 30 minut. Nasledovala UV vizualizace.

Tabulka 1. Jednotlivé slozky smési pro PCR reakei a jejich mnozstvi

Jednotlivé sloZky smési mnoZzstvi [ul]
Nuclease free voda 14,5
5x HOT FIREPol Blend Master Mix 4
Forward primer 0,5
Reverse primer 0,5
cDNA 0,5
celkem 20

3.7 Méfeni hladiny exprese genii pomoci real-time PCR

Real-time gPCR (RT-gPCR), neboli kvantitativni polymerazova fetézova reakce
v realném cCase, je vysoce citliva metoda slouzici k amplifikaci produkti cDNA reverzné
transkribovanych z mRNA, a umoziujici kvantifikaci transkriptd a malych zmén genové
exprese (Pfaffl, 2001). Pti PCR reakci se vyuziva DNA polymerazy a specifickych
oligonukleotidi (primertt) k amplifikaci fragmenti DNA. Dvoufetézcova DNA je
denaturovéna pfi teploté 95 °C. Naslednym snizenim teploty na ptiblizné 60 °C je umoznéno
komplementarnimu nasednuti primert. Poté se teplota opét zvysi, aby mohlo dojit k elongaci
fetézce z primeri Taq polymerazou. Tento proces se cyklicky opakuje, coZ ma za nasledek

naamplifikovani piivodni molekuly DNA (Pusterla et al., 2006).
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Pti pouziti TagMan® assay se vyuziva fluorogenni TagMan sondy, kterd ma pfipojeny
reportérovy fluorofor na 5’-konci a na 3"-konci se nachazi zhasec. Je-li reportér a zhasec v té€sné
blizkosti, fluorescenci nepozorujeme.

Béhem elongaéni faze PCR je ovSem mozné diky exonukleazové aktivité Taq polymerazy,

ktera oddé¢li reportérovou molekulu a zhasec, fluorescenci detekovat (Arya et al., 2005).

3.7.1 Chemikalie

TagMan™ Universal Master Mix 11 s UNG, TagMan® Gene Expression Assays (Applied

Biosystems, Foster City, USA), Nuclease-free voda

3.7.2 Pristroje

Light Cycler 480 Il Real-Time PCR systém (Roche), Eppendorf centrifuga 5430

3.7.3 Postup

Pomoci RT-PCR byla méfena mira exprese 45 genti, a to 41 klicovych geni KRAS
signalni drahy (viz tabulka 2.) a ¢ty referen¢nich gent (ELF1, EIF2B1, MRPL19, POP4), které
byly diive popsany jako vhodné referenc¢ni geny pro expresni studie na vzorcich PDAC
(Mohelnikova-Duchonova et al., 2011). Referen¢ni geny by se mély exprimovat stabiln¢ za

vSech podminek a cilové geny jsou k témto referen¢nim geniim vztahovany.

Tabulka 2. Mé&fené geny KRAS signalni drahy vCetné assay ID. Hvézdickou jsou oznaCeny referenéni geny.

Gen Néazev genu Assay 1D
AKT1 AKT serine/threonine kinase 1 Hs00178289 ml
AKT2 AKT serine/threonine kinase 2 Hs01086102_m1
ARAF A-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase Hs00176427 _ml
BRAF B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase Hs00269944 ml

*EIF2B1 eukaryotic translation initiation factor 2B subunit o Hs01106484 m1
*ELF1 E74 like ETS transcription factor 1 Hs00152844 ml
GSK3B glycogen synthase kinase 3 f3 Hs00275656_m1

KRAS KRAS proto-oncogene, GTPase Hs00270666_g1

MAP2K1 mitogen-activated protein kinase kinase 1 Hs00983247 g1

MAP2K2 mitogen-activated protein kinase kinase 2 Hs04194606_gH

MAP2K7 mitogen-activated protein kinase kinase 7 Hs00178198 m1l
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MAP3K1
MAP3K2
MAP3K4
MAP3KY7
MAPK1
MAPK10
MAPK14
MAPK3
MAPKY7
MAPKS
MAPK9
MKNK1
MKNK?2
*MRPL19
MTOR
PAK1
*POP4
PDPK1
PIK3CA
PIK3CG
PLKS
PRKCA
PTEN
PTK2
PTK2B
RAC1
RAF1
RALA
RALBP1
RALGDS
RHOA
RIN1
RPS6KA2
SRC

mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1
mitogen-activated protein kinase kinase kinase 2
mitogen-activated protein kinase kinase kinase 4
mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7
mitogen-activated protein kinase 1
mitogen-activated protein kinase 10
mitogen-activated protein kinase 14
mitogen-activated protein kinase 3
mitogen-activated protein kinase 7
mitogen-activated protein kinase 8
mitogen-activated protein kinase 9
MAP Kinase interacting serine/threonine kinase 1
MAP kinase interacting serine/threonine kinase 2
mitochondrial ribosomal protein L19
mechanistic target of rapamycin kinase
p21 activated kinase 1
POP4 homolog, ribonuclease P/MRP subunit
3-phosphoinositide dependent protein kinase 1
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit o
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit y
polo like kinase 3
protein kinase C o
phosphatase and tensin homolog
protein tyrosine kinase 2
protein tyrosine kinase 2 f3
Rac family small GTPase 1
Raf-1 proto-oncogene, serine/threonine kinase
RAS like proto-oncogene A
ralA binding protein 1
ral guanine nucleotide dissociation stimulator
ras homolog family member A
Ras and Rab interactor 1
ribosomal protein S6 kinase A2
SRC proto-oncogene, non-receptor tyrosine kinase

Hs00394890_m1
Hs01109981_m1
Hs00245958_m1
Hs01105682_m1
Hs01046830_m1
Hs00373455_m1
Hs01051152_m1
Hs00946872_m1
Hs00611114 g1
Hs00177083_m1
Hs00177102_m1
Hs00374376_m1
Hs01046586_g1
Hs00608519_m1
Hs00234508_m1
Hs00176815_m1
Hs00198357_m1
Hs00176884_m1
Hs00907966_m1
Hs00277090_m1
Hs00177725_m1
Hs00925195_m1
Hs02621230_s1
Hs01056457_m1
Hs01559708_m1
Hs01025984_m1
Hs00234119_m1
Hs01564991 g1
Hs01034988 g1
Hs00325141_m1
Hs00357608_m1
Hs00182870_m1
Hs00179731_m1
Hs01082238 g1

Reverzni transkripci ziskana ¢cDNA o koncentraci 1247 ng/ul byla 22,5x nafedéna

nuclease-free vodou a nasledné takto nafedéna cDNA byla v mnozstvi 4,5 pl rozpipetovana do

96 jamkové PCR desticky dle tabulky 3.
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Tabulka 3. Schéma rozpipetovani 22,5x nafedéné cDNA v mnozstvi 4,5 pl. V kazdém okné tabulky je

uvedena testovana bunééna linie, koncentrace taxanu a kultivaéni Cas.

1
A
B
C
NFW
D C
PaCa-44
e
0h
PaCa-44
Pl
0h
PaCa-44
¢ 7
0h
PaCa-44
oo P
0h

2
PaCa-44
A
C
24 h
PaCa-44
A
C
24 h
PaCa-44
B
C
24 h
PaCa-44
B
C
24 h
PaCa-44
A
C
72h
PaCa-44
A
C
72h
PaCa-44
B
C
72h
PaCa-44
B
C
72h

3
PaCa-44
A
30P
24 h
PaCa-44
A
30P
24 h
PaCa-44
B
30P
24 h
PaCa-44
B
30P
24 h
PaCa-44
A
30P
72h
PaCa-44
A
30P
72h
PaCa-44
B
30P
72h
PaCa-44
B
30P
72h

4
PaCa-44
A
100P
24h
PaCa-44
A
100P
24 h
PaCa-44
B
100P
24 h
PaCa-44
B
100P
24 h
PaCa-44
A
100P
72h
PaCa-44
A
100P
72h
PaCa-44
B
100P
72h
PaCa-44
B
100P
72h

5
PaCa-44
A
300P
24 h
PaCa-44
A
300P
24 h
PaCa-44
B
300P
24 h
PaCa-44
B
300P
24 h
PaCa-44
A
300P
72h
PaCa-44
A
300P
72h
PaCa-44
B
300P
72h
PaCa-44
B
300P
72h

6

NFW
C

MIA PaCa-
2A
Oh
MIA PaCa-
2A
Oh
MIA PaCa-
2B
Oh
MIA PaCa-
2B

Oh

7
MIA PaCa-
2A
C
24 h
MIA PaCa-
2A
C
24 h
MIA PaCa-
2B
C
24 h
MIA PaCa-
2B
C
24 h
MIA PaCa-
2A
C
72h
MIA PaCa-
2A
C
72h
MIA PaCa-
2B
C
72h
MIA PaCa-
2B
C
72h

8
MIAPAC
A2A
30P
24 h
MIA PaCa-
2A

30P
24 h
MIA PaCa-
2B
30P
24 h
MIA PaCa-
2B
30P
24 h
MIA PaCa-
2A
30P
72h
MIA PaCa-
2A
30P
72h
MIA PaCa-
2B
30P
72h
MIA PaCa-
2B
30P
72h

9
MIA PaCa-
2A
100P
24h
MIA PaCa-
2A
100P
24 h
MIA PaCa-
2B
100P
24 h
MIA PaCa-
2B
100P
24 h
MIA PaCa-
2A
100P
72h
MIA PaCa-
2A
100P
72h
MIA PaCa-
2B
100P
72h
MIA PaCa-
2B
100P
72h

10
MIA PaCa-
2A
300P
24 h
MIA PaCa-
2A
300P
24 h
MIA PaCa-
2B
300P
24 h
MIA PaCa-
2B
300P
24 h
MIA PaCa-
2A
300P
72h
MIA PaCa-
2A
300P
72h
MIA PaCa-
2B
300P
72h
MIA PaCa-
2B
300P
72h

11

12

Do kazdé jamky bylo dale ptidano 5 pul TagMan™ Universal Master Mix II s UNG

(Uracil-DNA Glycosylase) a 0,5 ul TagMan® Gene Expression Assay. Celkovy objem reakéni

smési byl tedy 10 ul na jamku. VVzorky byly nanaseny v duplikatu a pro kazdou reakci byla vzdy

jedna negativni kontrola, kde byla ¢cDNA nahrazena nuclease-free vodou K vyloucéeni

kontaminace reaki¢ni smési.

Po rozpipetovani vsech slozek reakéni smési, byla PCR desticka zvortexovana a kratce

zto¢ena na centrifuze. Nasledovala samotna PCR reakce, za nasledujicich podminek: 2

minutami pii 50 °C, poté inicialni denaturace 10 minut pti 95 °C, a dale 40 cyklu pti kterych

dochazelo ke stiidani denaturace po dobu 15 sekund pii 95 °C a elongace po dobu 1 minuty pfi

60 °C.
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3.7.4 Analyza miry exprese genii

Vysledky byly statisticky hodnoceny komparativni delta-delta Ct metodou a pomoci
softwaru RT? Profiler PCR Array Data Analysis v3.5 (Qiagen, 2014).

Relativni expresi nasich zajmovych gent ve vztahu k referen¢nim gentim lze vypocitat
na zakladé hodnoty delta-delta Ct (AACt), kde AACt = [ACt naseho cilového genu — ACt

referencniho genu].

R +
0.8 - A n
" Vzorek
g 0.6 - -
O 0.4
[wm] P
E ld .
= 0.2 i A
Baseline
0 - - : :
0 10 20 30 40
CT

Pocet cyklu

Graf 2. — Kvantitativni real-time PCR (Pfevzato a upraveno z prezentace Real-Time Quantitative PCR Data
Analysis; Mosquera, 2012). ARn — nartst signalu fluorescence; Baseline — cykly, ve kterych se akumuluje signal,
ale je pod limity detekce; Treshold — je vypo¢itana na zakladé fluorescence pozadi v zakladni oblasti v§ech kiivek
ve skuping; Ct — ¢islo cyklu, pfi kterém fluorescence generovana béhem reakce piekroci fluorescencni prahovou

hodnotu (treshold).

Hodnota Ct muze byt pouzita pro zjisténi relativni Grovné exprese. Pro vypocet jsou
potieba dva vzorky (kontrola a [é€eny vzorek) a je potfeba méfit uroven jak cilovych gent, tak
referenCnich genitl, tzn. Ze pro kazdy vzorek je pocitdn rozdil v hodnotach ACt pro cilovy i
referen¢ni gen, ¢imz ziskdme hodnotu AACt. Poslednim krokem je ziskani hodnoty 244

vyjadiujici zménu exprese (Livak et Schmittgen, 2001; Pfaffl, 2006).
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4 Vysledky

4.1 Porovnani exprese geniit KRAS signalni drahy mezi jednotlivymi liniemi

V této praci byla studovana expresni hladina 41 klicovych gentit KRAS signalni drahy
mezi bunéénymi liniemi PaCa-44, MIA PaCa-2 a BxPC-3. Linie jsou odlisné v mnoha
aspektech, v¢etné biologického chovani, genetického profilu ¢i agresivity.

M¢fenim exprese vybranych gend, byla ziskana data, ktera jsou uvedena v tabulce 4. Ke
kazdému testovanému genu je vZdy uvedena zména exprese (fold change). V ptipadé zvysené
exprese (>2,00) je hodnota oznaéena Cervené, modra barva Cisla pak zna¢i expresi snizenou
(<0,50). Hodnota p-value znac¢i vyznamnost namétenych dat. Tuéné jsou zvyraznény hodnoty
s p-value mensi nez 0,05. Sloupce s intervalem 95 % CI poukazuji na statistickou vyznamnost
rozdilu exprese vyjadienou 95 % intervalem spolehlivosti.

Vysledky u bunécné linie PaCa-44 vzhledem ke kontrolni linii BXPC-3 (KRAS wild type)
byly odli$né, up-regulace byla pozorovana u gentt KRAS, MAP2K7, MAP3K7, MAPK1,
MAPK3, MAPK7, MAPK9, PDPK1, PIK3CA, RAF1 a RALA. Down-regulace byla pifitomna u
geni MAP3K1, MAPK10, PIK3CG, RAC1, RIN1 a SRC. Schématické zndzornéni zmén exprese
pro PaCa-44 bunécnou linii je na obrazku 7.

U bunééné linie MIA PaCa-2 vzhledem k linii BXPC-3 (KRAS wild type) byla rovnéz
snizena exprese u genu MAP3K1, MAPK10, PIK3CG, RAC1, RIN1, a SRC, a oproti PaCa-44
linii navic i u gent MAP2K1, PAK1, PDPK1, PLK3, PTK2B, RALGDS, a RPS6KA2. Naopak
zvysenou expresi vykazovaly geny AKT1, MAP2K2, MAP3K7, MAPK1, MAPK3, MAPK9 a
MKNK2. Schéma deregulace signi drahy KRAS u bunééné linie MIA PaCA-2 vzhledem kK linii

BXPC-3 je znazornéno na obrazku 8.
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PAK1 _—— INK draha
RAC1
| RHOA

PIK3CA
/'[ PDK1 l. | AKT1 HMTOR J Syntéza proteinQ
PIP3
.p‘\'
ARAF +p +P W "
MAP2K1 MKNK1 - Proliferace
— — — RPS6KA2
KRAS-GTP / ii’zi MAP2K2 i MKNK2 - Diferenciace
Aktivni
Cytoskeletarni remodelace,
RIN1 ,
endocytoza

[ RALGDS ]—-0[ RALA I—»I RALBP1 ]—’I RAC1 I Siteni bunék, migrace

Obrazek 7. Deregulace signalni drahy KRAS u buné¢né linie PaCa-44 vzhledem ke kontrolni linii BxPC-3 dle
tabulky 4. Modra barva vyznacuje sniZenou expresi a ervend barva expresi zvySenou. Schéma bylo pfevzato a

upraveno od Lemstrova et al., 2017.

PAK1 — INK draha

RAC1
| RHOA
‘\.’ v [ PDK1 H AKT1 H MTOR I Syntéza proteinl
PIP3

2T
PTEN
ARAF +w» B * [ KNk

MAP2K1 - Proliferace
— — -~ | RPS6KA2
KRAS-GTP e MAP2K2 it MKNK2 - Diferenciace

Aktivni
Cytoskeletarni remodelace,
RIN1 .
endocytoza

I RALGDS I—b[ RALA I—ol RALBP1 ]—’I RAC1 ] Siteni bunék, migrace

PIK3CA
PIK3CG

Obrazek 8. Deregulace signalni drahy KRAS u bunééné linie MIA PaCa-2 vzhledem ke kontrolni linii BxPC-3
dle tabulky 4. Modra barva vyznacuje sniZenou expresi a ¢ervena barva expresi zvySenou. Schéma bylo pievzato

a upraveno od Lemstrova et al., 2017.
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Tabulka 4. Porovnani exprese genlit KRAS signalni drahy u buné¢nych linii MIA PaCa-2 a PaCa-44 vzhledem ke

kontrolni linii BxPC-3. Modra barva vyznacuje snizenou expresi a ¢ervena barva expresi zvysenou.

MIA PaCa-2 PaCa-44
gen Zména p-value 95 % CI Zména p-value 95 9% CI
exprese exprese
AKT1 2,08 <0,001 (1,84 - 2,32) 0,85 0,546 (0,58 - 1,13)
AKT2 0,87 0,889 (0,38 - 1,37) 0,91 0,510 (0,69 - 1,13)
ARAF 1,91 0,052 (1,01-2,82) 1,10 0,917 (0,56 - 1,63)
BRAF 1,84 0,053 (0,99 - 2,69) 0,87 0,372 (0,59 - 1,15)
GSK3B 1,26 0,185 (0,84 - 1,69) 1,68 0,016 (1,21 - 2,16)
KRAS 0,95 0,216  (0,00001 - 2,32) 3,40 <0,001 (2,31 -4,49)
MAP2K1 0,36 <0,001 (0,29 -0,42) 0,56 <0,001 (0,51-0,62)
MAP2K2 3,48 <0,001 (2,67 - 4,28) 1,40 0,102 (0,90 - 1,90)
MAP2K7 1,96 0,005 (1,16 - 2,76) 3,97 0,003 (1,81-6,13)
MAP3K1 0,16 0,002 (0,09 - 0,23) 0,34 0,007 (0,19 - 0,49)
MAP3K2 1,24 0,272 (0,75-1,72) 0,80 0,204 (0,53 - 1,06)
MAP3K4 1,69 0,093 (0,78 - 2,59) 0,77 0,215 (0,47 - 1,08)
MAP3K?7 2,40 <0,001 (1,58 - 3,21) 3,45 0,002 (1,98 - 4,92)
MAPK1 3,90 0,001 (2,87 - 4,92) 2,16 0,001 (1,72 - 2,61)
MAPK10 0,01 0,004 (0,00 -0,01) 0,29 0,028 (0,03 - 0,55)
MAPK14 1,22 0,225 (0,87 -1,57) 0,70 0,034 (0,53-0,87)
MAPK3 4,35 0,003 (2,03 - 6,67) 2,76 0,001 (1,53 - 4,00)
MAPK?7 1,64 0,021 (1,09 - 2,19) 4,24 0,042 (1,75-6,73)
MAPK8 1,48 0,142 (0,81 - 2,15) 0,88 0,466 (0,60 -1,17)
MAPK9 6,27 <0,001  (4,44-8,11) 4,30 <0,001 (3,60 - 4,99)
MKNK1 1,11 0,491 (0,61 -1,62) 0,75 0,053 (0,57 - 0,93)
MKNK?2 4,79 0,042 (1,12 - 8,45) 0,64 0,649 (0,09 - 1,19)
MTOR 1,26 0,029 (1,05-1,47) 0,77 0,332 (0,49 - 1,04)
PAK1 0,36 0,012 (0,21 - 0,50) 1,11 0,821 (0,58 - 1,65)
PDPK1 0,38 <0,001 (0,28 - 0,47) 2,88 0,346 (0,00001 - 8,81)
PIK3CA 0,60 0,139 (0,27 - 0,93) 5,84 0,346 (0,00001 - 22,54)
PIK3CG 0,02 <0,001 (0,01 -0,02) 0,02 <0,001 (0,01 -0,03)
PLK3 0,31 0,027 (0,09 - 0,52) 0,66 0,179 (0,32 - 0,99)
PRKCA 1,60 0,092 (0,95 - 2,25) 1,22 0,177 (0,91 -1,53)
PTEN 1,20 0,683 (0,24 - 2,15) 1,63 0,311 (0,52 - 2,74)
PTK2 1,04 0,697 (0,64 - 1,45) 1,75 0,009 (1,24 - 2,26)
PTK2B 0,04 <0,001 (0,00001 - 0,09) 0,57 0,045 (0,29 - 0,86)
RAC1 0,01 0,310  (0,00001 - 0,04) 0,44 0,355 (0,00001 - 1,20)
RAF1 1,23 0,427 (0,45 - 2,01) 3,87 <0,001 (2,35 - 5,39)
RALA 1,71 0,154 (0,86 - 2,55) 2,67 0,086 (1,24 - 4,11)
RALBP1 1,40 0,249 (0,63 -2,17) 1,98 0,030 (1,18 - 2,79)
RALGDS 0,37 0,023 (0,13-0,61) 0,74 0,455 (0,00001 - 1,96)
RHOA 0,67 0,086 (0,40 - 0,94) 0,70 0,052 (0,48 - 0,93)
RIN1 0,34 0,007 (0,13-0,54) 0,38 0,040 (0,07 - 0,69)
RPS6KA2 0,07 0,114  (0,00001 - 0,22) 1,96 0,019 (1,24 - 2,79)
SRC 0,12 <0,001 (0,07 -0,17) 0,02 <0,001 (0,01 -0,03)
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4.2 Exprese genl u xenografti

Exprese 41 genli KRAS signalni drahy, byly méfeny i v nadorové tkani xenograftu, ktefi
byli 1é¢eni taxany a kontrolni skupiny bez 1é¢by. Ziskané hodnoty jsou uvedeny v tabulce 5 a
na obrazku 9 je graficky znazornéna signalni draha KRAS vytvoiena dle hodnot v tabulce 5.
Jak je z tabulky i grafu patrné, kromé snizené exprese ¢tyf genii (MAPK14, MKNK1, PRKCA a
PTK2, p<0,05) a zvysené expresi RHOA (p=0,02) k zddnym dal§im statisticky vyznamnym
deregulacim v KRAS signalizaci po terapii taxany nedoslo. Pouze jeden gen, a to MAPK14,

zustal statisticky vyznamny i po Bonferoniho korekci mnohonasobnych srovnéni.

Tabulka 5. Porovnani exprese genit KRAS signalni drahy u xenograftli vzhledem ke kontrolni skupiné. Modra

barva vyznacuje snizenou expresi. Geny s deregulaci vyznamnéjsi nez p <0,05 jsou vyznaceny tucné.

Xenografty
gen zména exprese p-value 95 % CI
AKT1 1,31 0,083 (0,84 - 1,78)
AKT2 0,93 0,728 (0,72 - 1,14)
ARAF 0,86 0,357 (0,65 - 1,07)
BRAF 0,88 0,516 (0,66 - 1,10)
GSK3B 1,04 0,616 (0,82 - 1,25)
KRAS 0,85 0,406 (0,63 - 1,08)
MAP2K1 0,85 0,398 (0,63 - 1,07)
MAP2K2 1,19 0,260 (0,75 - 1,63)
MAP2K7 1,03 0,623 (0,71 - 1,34)
MAP3K1 1,03 0,448 (0,41 - 1,65)
MAP3K2 0,99 0,847 (0,70 - 1,29)
MAP3K4 1,20 0,099 (0,91 - 1,49)
MAP3K?7 0,89 0,743 (0,60 - 1,19)
MAPK1 1,02 0,738 (0,75 - 1,29)
MAPK10 0,83 0,336 (0,56 - 1,11)
MAPK14 0,38 0,001 (0,21 - 0,54)
MAPK3 0,90 0,960 0,50 - 1,31)
MAPK7 0,99 0,830 (0,69 - 1,30)
MAPK8 1,20 0,217 (0,60 - 1,80)
MAPK9 1,26 0,058 (0,98 - 1,54)
MKNK1 0,79 0,037 (0,62 - 0,95)
MKNK?2 1,22 0,151 (0,91 - 1,53)
MTOR 1,10 0,477 (0,62 - 1,57)
PAK1 1,16 0,340 (0,81 -1,51)
PDPK1 0,80 0,205 (0,58 - 1,03)
PIK3CA 0,92 0,546 (0,71 -1,13)
PIK3CG 0,81 0,433 (0,51 -1,10)
PLK3 1,10 0,914 (0,33 -1,87)
PRKCA 0,72 0,018 (0,56 - 0,88)
PTEN 0,76 0,146 (0,52 - 1,00)
PTK2 0,73 0,019 (0,57 - 0,89)
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PTK2B 0,72 0,091 (0,48 - 0,96)
RAC1 1,11 0,458 (0,76 - 1,47)
RAF1 0,82 0,281 (0,56 - 1,08)
RALA 1,17 0,285 (0,80 - 1,54)
RALBP1 1,16 0,333 (0,73 - 1,59)
RALGDS 0,99 0,717 (0,60 - 1,38)
RHOA 1,39 0,020 (1,06 - 1,72)
RIN1 0,99 0,916 (0,71 - 1,28)
RPS6KA2 0,86 0,984 (0,32 - 1,41)
SRC 0,95 0,723 (0,51 - 1,38)

PAK1 _ INK draha
RAC1
% | RHOA

v [ PDK1 H AKT1 ]\{ MTOR ] Syntéza protein

PIK3CA
PIK3CG

PPIP3

T

PTEN

ARAF | 4P *» +#» _
MAP2K1 MKNK1 - Proliferace

KRASGTP | — :f\;\; —*| mar2k2 o MEPEL el g B Diferenciace

Cytoskeletérni remodelace,
RIN1 5
endocytéza

Aktivni

[ RALGDS ]———’I RALA ]-——’l RALBP1 J—_'l RAC1 I Siteni bunék, migrace

Obrazek 9. Deregulace signalni drahy KRAS u xenograftu vzhledem ke kontrolni skupiné dle tabulky 5. Schéma

bylo pfevzato a upraveno od Lemstrova et al., 2017.

4.3 Exprese genti jednotlivych linii 1é¢enych taxanem vzhledem k nelééenym

Jednotlivé linie byly testovdny na zménu exprese v prubéhu 1écby experimentalnim
taxanem SBT-1216 v riznych koncentracich (30, 100 a 300 nM) po dobu 24 a 72 hodin.

Nameétené hodnoty pro jednotlivé linie jsou uvedeny v tabulkach 6, 7 a 8.

4.3.1 Exprese genii bunééné linie PaCa-44 1é¢enou taxanem SBT-1216

U bunécné linie PaCa-44 byly pozorovany nejvétsi zmény v porovnani s dal§imi dvéma

testovanymi liniemi. Jak je patrné z tabulky 6, sniZenou expresi miZzeme pozorovat predevsim
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u genu PDPK1, PIK3CA, RALGDS a RPS6KA2, kdy jsou téméf konstatni hodnoty down-
regulace pro vSechny koncentrace, a to jak pro ¢as 24 hodin, tak 72 hodin od podani
chemoterapie.

Snizenou expresi muzeme vidét i u genu PTK2B, patrna je hlavné po 1é¢eni taxanem po
dobu 24 hodin ve vSech tiech koncentracich. U genu MAP2K2 a MAPK10 jsou sniZzené hodnoty
exprese patrné pifi vyssich koncentracich taxanu (100 nM a 300 nM). ZvySena exprese se
objevila pouze ve trech ptipadech, a to u genu MAPK1, MAPK9 a MKNK1 pf#i koncentraci
taxanu 300 nM po 24 hodinach 1é¢by. Pravdépodobné se ale jedna o nahodny vysledek.

Tabulky 6. Zmény exprese u bunééné linie PaCa-44 po 1é¢b¢ tanaxem SBT-1216 v koncentracich 30, 100 a 300
nM po dobu 24 nebo 72 hodin.

Zména exprese
gen 30nM /24 30nM/72 100nM /24 100nM /72 300nM /24 300nM /72

hod. hod. hod. hod. hod. hod.

AKT1 1,19 0,91 1,31 0,78 1,19 0,72
AKT2 0,56 0,83 0,65 0,66 0,65 0,61
ARAF 0,74 0,70 0,82 1,02 1,01 0,82
BRAF 0,81 1,23 0,72 1,13 0,63 1,15
EIF2B1 0,75 0,71 0,81 0,80 0,77 0,90
ELF1 0,97 1,78 0,66 1,14 0,81 1,30
GSK3B 0,74 0,91 0,71 0,82 0,77 0,97
KRAS 1,10 0,92 1,11 0,88 0,57 1,09
MAP2K1 1,08 1,22 1,12 0,99 1,11 1,02
MAP2K2 0,57 0,78 0,49 0,48 0,53 0,48
MAP2K7 0,53 0,96 0,63 0,80 0,59 0,70
MAP3K1 0,64 0,91 1,01 1,01 0,50 1,14
MAP3K2 1,00 1,35 0,79 1,60 0,93 1,90
MAP3K4 1,30 0,95 0,70 0,59 1,53 1,40
MAP3K7 0,66 0,66 0,98 0,66 0,54 0,61
MAPK1 1,21 0,81 1,62 1,53 2,50 1,21
MAPK10 0,65 0,84 0,28 0,33 0,52 0,36
MAPK14 1,32 0,94 1,00 1,26 1,16 1,18
MAPK3 1,29 1,43 1,51 1,21 1,09 1,21
MAPK?7 0,67 0,85 0,93 0,86 1,07 0,91
MAPKS8 0,74 1,05 0,94 1,02 0,61 1,26
MAPK9 0,70 0,74 0,83 0,76 2,57 1,46
MKNK1 0,88 0,94 1,28 1,43 2,14 0,76
MKNK2 1,15 1,72 0,53 1,20 0,55 0,73
MRPL19 1,43 1,02 1,86 1,84 1,39 1,15
MTOR 0,78 0,62 0,59 0,68 0,57 0,87
PAK1 0,61 0,95 0,55 0,74 0,66 0,70
POP4 0,96 0,77 1,00 0,60 1,15 0,74
PDPK1 0,25 0,30 0,25 0,23 0,27 0,23
PIK3CA 0,29 0,06 0,22 0,29 0,26 0,31
PIK3CG 0,65 1,03 0,64 0,74 0,78 0,94
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PLK3
PRKCA
PTEN
PTK2
PTK2B
RAC1
RAF1
RALA
RALBP1
RALGDS
RHOA
RIN1
RPS6KA2
SRC

0,55
0,50
0,60
0,74
0,40
0,53
0,66
0,67
0,80
0,49
0,92
1,12
0,38
0,61

1,16
0,66
0,51
0,97
0,80
1,08
0,62
0,69
1,00
0,63
0,79
1,05
0,51
1,50

0,44
0,54
0,51
0,89
0,42
0,50
0,88
0,71
0,77
0,46
0,83
1,19
0,41
0,38

1,52
0,60
0,48
1,16
0,63
0,55
0,64
0,58
0,77
0,45
0,60
1,08
0,35
1,00

0,34
0,48
0,53
1,03
0,26
0,42
0,70
0,82
0,63
0,32
0,66
0,75
0,41
0,40

0,98
0,55
0,51
1,38
0,70
0,68
0,72
0,95
0,70
0,38
0,82
1,02
0,30
0,94

4.3.2 Exprese gent bunééné linie MIA PaCa-2 1écenou taxanem SBT-1216

Po zhlédnuti vysledkl z tabulky 7, mizeme pozorovat zvySenou expresi u PIK3CG,

mirné zvySena exprese je u KRAS genu. Naproti tomu snizené hodnoty zmény exprese jsou u

MAPK9 a PTEN, u RPS6KA2 je snizena exprese pro vSechny testované koncentrace po 24 hodin

po podani taxand. V tabulce je mozné pozorovat jesté¢ dalsi zvySené a snizené hodnoty u

riznych gend, jde vSak spi§ o ndhodné odchylky.

Tabulka 7. Zmény exprese u bunééné linie MIA PaCa-2 po 1é¢bé tanaxem SBT-1216 v koncentracich 30, 100 a

300 nM po dobu 24 nebo 72 hodin.

Zména exprese

gen 30nM/24 30nM/72 100nM/ 100 nM / 300 nM / 300 nM /
hod. hod. 24 hod. 72 hod. 24 hod. 72 hod.
AKT1 0,78 0,88 1,11 0,95 1,23 1,21
AKT2 0,83 0,96 0,75 1,01 0,65 0,84
ARAF 0,70 0,66 0,97 0,70 0,89 0,66
BRAF 0,79 1,11 0,86 1,01 0,86 1,25
EIF2B1 0,90 0,67 1,04 0,78 0,92 0,71
ELF1 0,91 1,54 0,91 1,26 0,85 1,27
GSK3B 0,83 1,32 0,98 1,11 0,78 1,07
KRAS 2,09 2,00 1,91 1,92 1,69 1,92
MAP2K1 0,85 1,15 0,94 1,03 0,89 1,21
MAP2K?2 0,83 1,28 0,68 1,07 0,63 0,97
MAP2K7 0,73 1,31 0,80 1,19 0,67 1,34
MAP3K1 1,23 1,31 1,33 1,44 1,34 1,91
MAP3K2 0,62 0,93 0,84 0,84 0,93 0,84
MAP3K4 0,83 1,08 0,96 0,69 0,66 0,59
MAP3K7 1,00 1,14 1,13 1,12 1,17 1,20
MAPK1 0,88 0,99 0,97 0,85 0,49 0,62
MAPK10 1,03 1,29 1,15 1,41 0,92 1,19
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MAPK14 1,10 0,89 0,96 1,07 0,77 0,74
MAPK3 1,07 1,24 0,48 1,56 1,33 1,95
MAPK7 1,10 1,36 0,92 1,38 0,94 1,36
MAPKS8 0,74 1,26 1,53 1,08 0,61 1,23
MAPK9 0,62 0,50 0,50 0,48 0,31 0,61
MKNK1 0,65 0,74 1,09 0,66 0,87 0,95
MKNK2 0,70 2,33 0,49 1,08 0,26 0,45
MRPL19 0,76 0,54 3,08 0,95 1,51 1,70
MTOR 1,12 1,14 0,93 1,02 0,87 1,07
PAK1 0,87 1,09 0,95 1,10 1,02 1,39
POP4 1,09 0,86 1,15 1,00 1,46 1,04
PDPK1 0,89 1,33 0,92 1,00 1,03 1,20
PIK3CA 0,77 1,58 0,76 1,42 0,83 1,55
PIK3CG 3,11 10,15 2,20 10,65 1,52 9,13
PLK3 1,21 2,40 1,43 1,84 1,27 1,74
PRKCA 0,80 1,56 0,34 0,80 0,45 0,88
PTEN 0,29 0,35 0,31 0,66 0,27 0,30
PTK2 0,98 1,28 0,60 1,62 0,49 0,85
PTK2B 0,73 1,15 0,36 0,84 0,35 1,04
RAC1 0,44 1,73 0,66 1,01 0,68 0,97
RAF1 1,15 1,19 1,23 1,09 1,60 1,53
RALA 0,83 1,01 0,48 1,95 0,63 0,74
RALBP1 1,10 1,07 0,77 0,76 0,95 0,96
RALGDS 0,61 1,31 0,39 0,71 0,57 0,73
RHOA 1,09 1,15 0,69 0,60 0,98 0,68
RIN1 1,03 1,17 0,78 0,77 0,99 0,95
RPS6KA2 0,22 4,40 0,07 0,89 0,13 0,75
SRC 0,81 1,46 0,49 0,84 0,75 0,96

4.3.3 Exprese genti bunécné linie BxPC-33 1é¢enou taxanem SBT-1216

V posledni testované linii BxPC-3, ktera je linii kontrolni vzhledem k nepiitomnosti
KRAS mutace, je jedina patrna zména v expresi genu RACL, ktery byl po aplikaci taxanti down-

regulovan.

Tabulka 8. Zmény exprese u bunééné linie BXPC-3 po 1é¢bé tanaxem SBT-1216 v koncentracich 30, 100 a 300
nM po dobu 24 nebo 72 hodin.

Zména exprese
gen 30nM /24 30nM/72 100nM /24 100nM /72 300nM /24 300nM /72

hod. hod. hod. hod. hod. hod.

AKT1 1,17 1,04 1,47 1,15 1,19 0,91
AKT2 0,73 0,78 0,71 0,64 0,79 0,81
ARAF 0,69 0,89 0,77 0,83 0,72 0,75
BRAF 0,79 1,04 0,69 0,92 0,77 1,12
EIF2B1 1,01 0,89 1,01 0,98 0,92 0,78
ELF1 0,77 1,08 0,71 1,04 0,79 1,14
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GSK3B
KRAS
MAP2K1
MAP2K2
MAP2K7
MAP3K1
MAP3K2
MAP3K4
MAP3K7
MAPK1
MAPK10
MAPK14
MAPK3
MAPK7
MAPKS
MAPK?9
MKNK1
MKNK?2
MRPL19
MTOR
PAK1
POP4
PDPK1
PIK3CA
PIK3CG
PLKS
PRKCA
PTEN
PTK2
PTK2B
RAC1
RAF1
RALA
RALBP1
RALGDS
RHOA
RIN1
RPS6KA2
SRC

0,86
0,97
0,93
0,87
0,94
0,52
0,74
0,80
1,19
1,09
0,59
0,75
0,93
0,59
0,89
0,79
0,89
1,00
1,02
1,17
0,69
1,27
1,02
0,72
1,47
0,65
0,69
0,95
1,14
0,85
0,45
1,27
0,90
0,76
0,76
0,77
1,18
0,64
0,98

1,33
1,14
1,13
0,97
1,49
1,08
1,27
0,97
1,49
0,99
1,17
0,70
1,77
0,96
1,35
1,08
1,24
1,19
0,92
1,04
1,00
1,12
1,07
1,15
1,40
0,90
0,87
0,81
1,27
1,03
0,58
1,25
1,61
1,10
1,17
0,83
1,29
1,19
1,09

0,95
0,88
0,92
0,90
0,93
0,60
0,67
1,11
1,56
1,17
0,58
0,72
0,80
0,94
0,77
0,85
1,01
0,87
1,13
1,30
0,73
1,24
0,99
0,75
1,34
0,58
0,74
0,54
1,16
0,90
0,50
1,45
1,11
1,11
0,69
1,03
1,00
0,84
0,99

1,39
0,91
1,18
0,91
1,29
1,01
1,16
0,97
1,67
0,87
1,01
0,62
1,57
1,12
1,46
0,94
1,15
0,95
0,96
1,15
0,83
1,03
1,10
1,02
1,48
0,76
0,77
0,73
1,11
0,96
0,43
1,41
1,64
0,92
0,65
0,84
1,23
1,20
0,97

0,88
1,03
1,04
0,98
1,08
0,66
0,50
1,22
1,37
1,04
0,59
0,83
0,71
0,64
0,88
0,85
0,91
0,99
1,07
1,04
0,72
1,29
0,98
0,82
1,39
0,47
1,45
0,51
0,89
1,04
0,33
1,55
0,90
1,07
0,57
1,11
0,63
0,88
0,76

1,25
0,96
1,28
0,93
1,15
1,16
0,82
1,29
1,30
0,93
0,70
0,67
1,38
1,24
1,43
1,00
1,10
1,02
0,99
1,17
0,97
1,13
0,94
1,33
1,56
0,86
1,22
0,56
1,00
1,05
0,32
1,74
1,29
1,11
0,52
0,90
0,94
1,46
0,82
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Magnitude of gene expression

min avg max

Obrazek 7. Heat mapa bunécnych linii (PaCa-44, MIA PaCa-2 a BXPC-3) bez 1écby zobrazujici expresni
profil jednotlivych genl. Zelend barva znaci sniZzenou expresi, ¢ernd barva je pro standardni expresi a
Cervena barva poukazuje na expresi zvySenou. Korelace mezi jednotlivymi geny je vyznacena

dendrogramem.



5 Diskuze

Duktélni adenokarcinom pankreatu je onemocnéni S infaustni progndzou, zejména pro
pozdni diagnostiku v jiz pokroc¢ilém stadiu onemocnéni, vysokou rezistenci vici chemoterapii,
a absenci ucinné cilené terapie. Mutace v KRAS se v PDAC vyskytuji s Cetnosti vyssi nez
90 %. Mutace v kodonu 12 a 13 genu KRAS, vedou k zablokovani proteinu v aktivnim stavu,
ve kterém neni schopen hydrolyzovat GTP, coz spusti nepietrzitou aktivitu KRAS signalni
drahy. Deregulace této drahy nakonec vyusti v rozvoj karcinomu slinivky. Geny 4 signalnich
drah, downstream KRAS jsou odlisné exprimovany v nadorové tkani PDAC pii srovnani
S parovou tkani nenadorovou. Vyznamné je zvySena exprese 3 ztéchto 4 drah
(PI3K/PDK1/AKT, RAL guanine nucleotide exchange factor, a RIN1/ABL), které¢ jsou v
piimém kontextu s migraci nadorovych bun€k a Sifenim nemoci. Naopak, exprese RAF/MAPK
drahy je v PDAC snizena (Lemstrova et al. 2017). Studium KRAS signalni drahy je proto velmi
dulezité a detailni pochopeni jejiho fungovani muze ptispét k efektivnosti 1écby PDAC.

V této praci jsem se zabyvala studiem exprese 41 genti zapojenych do KRAS 4 signalnich
drah downstream KRAS a zmény jejich exprese 1é¢bou experimentalnim taxanem SBT-1216
in vitro na bunéénych linii, tak i in vivo na mysich modelech.

Jak je patrné z vysledkd, jisté rozdily v expresi jednactyficeti zkoumanych gent mezi
jednotlivymi bunéénymi liniemi jsou zfejmé. Zmeény v expresi u bunéénych linii s pfitomnou
KRAS mutaci (MIA PaCa-2 a PaCa-44) byly srovnavany s kontrolni KRAS divokou buné¢nou
linii BXPC-3 (Berrozpe et al., 1994).

KRAS aktivujici mutace udrzuji trvale aktivni KRAS protein, nicméné v nasi studii se
nepotvrdilo, ze by vedly obecné k zvySené expresi geni signalnich drah, které se nachazeji
v bunééné signalizaci pod timto onkogenem. Ani v dfivéjsi studii provedené na tkanich PDAC
pacientd, ktefi podstoupili radikélni chirurgicky vykon, se nepodafilo prokazat, Ze by pfitomna
KRAS mutace ovliviiovala deregulaci KRAS signalni drahy na irovni mRNA (Lemstrova et al.
2017). Ve vyse uvedeném schéma (Obrazek 8.) MIA PaCa-2 bunécné linie, dochazi ke snizené
expresi gentl (PIK3CG, RAC1, PAK1), které vedou k JNK draze, ta se ucastni fady bunécnych
procest véetné proliferace a apoptozy (Dhanasekaran et Reddy, 2008). Urcité deregulace se
nachazi i v genech PI3K/PDK1/AKT signalni drahy vedouci az k syntéze proteint dilezitych
pro regulaci bunééného cyklu (Castellano et Downward, 2011). Zmény exprese jsou viditelné
i u nékterych genit RAS/RAF/MAPK signalni drahy.

U bunééné linie PaCa-44, stejné jako u linie MIA PaCa-2, je sniZzena exprese RIN1 a

RAC1, coz muze mit vliv na migraci bun¢k (Han et al., 1997).
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U obou linii dochazi také ke snizené expresi onkogenu SRC, ktery hraje klicovou roli
v motilité, proliferaci a preziti bunék (Roskoski, 2004). Naproti tomu zvysené hladiny exprese
jsou pozorovatelné u obou linii v genech MAP3K7, MAPK1, MAPK3 a MAPKO9. Tato studie je
tedy vychozim pilotnim projekt pro verifika¢ni analyzy, zejména na urovni exprese a aktivity
téchto proteind.

K 1é¢bé pacientd s karcinomem pankreatu je V ptipadé dobrého vykonnostniho stavu
volena terapie cytostatiky, at’ uz jde o terapii neoadjuvantni, ¢i adjuvantni k chirurgické resekci,
nebo o terapii paliativni. Jednou z moznosti chemoterapeutické 1é¢by je kombinovana
chemoterapie FOLFIRINOX nebo gemcitabin/nab-paklitaxel. Pravé vyuziti nab-paklitaxelu,
jakozto taxanu k terapii karcinomu slinivky, pfispélo k vétsimu zajmu o studium vyuziti taxant
k 1écbe PDAC.

Taxany funguji jako vieténkové jedy, tedy inhibuji normalni dynamiku mitotického
vieténka, coZ vede k zastaveni bunéného cyklu ve fazi G2/M a vyvolani apoptozy. Jednim
Z mechanismtl navozujici apoptézu je stimulace RAS proteintl, jenz posléze aktivuje Raf-1
kinazu. Aktivni Raf-1 vede k fosforylaci Bcl-2 a tedy apoptdze bunky (Blagosklonny et al.,
1996).

V této praci byl zkouman G¢inek experimentalniho taxanu SBT-1216 v koncentraci 30,
100 a 300 nM na jiz uvedené tfi bunécné linie, jenz se vzajemné lisi jak z hlediska genetického
profilu, tak biologickym chovanim.

Nejvétsi zmény v expresi byly pozorovany u bunééné linie PaCa-44. Jednalo se
pfedev§im o snizenou expresi PDPK1, PIK3CA, RALGDS a RPS6KA2. U posledniho
zminéného muze mit deregulace vliv na proliferaci a diferenciaci bunék. Tyto in vitro vysledky
se vSak nepodafilo verifikovat in vivo, na mysich xenograftech. V ptipadé MIA PaCa-2 doslo
k zvyseni exprese PIK3CG a snizena hladina exprese byla u genu MAPK9 a PTEN. U wild-
type buné&cné linie BxPC-3 doslo ke sniZeni exprese v piipadé RACL, to by mohlo mit vliv na
pohyblivost, adhezi nebo endocytéozu bunck. Lze tedy konstatovat, Ze linie se mezi sebou
vzdjemné lisi, ovSem nepodafilo se prokdzat ziejmy, a obecné platici efekt chemoterapie
(taxanu SBT-1216) na expresi KRAS signalni drahy u PDAC. Toto zjisténi je v souladu
s diivéjsimi  poznatky, Ze KRAS mutace, ani mira exprese této signalni drahy
neovlivituje pfezivani pacientll s karcinomem pankreatu, a ani vysledny fenotyp (expresi
MRNA) v tkani karcinomu pankreatu (Lemstrova et al. 2017). Toto zjisténi ¢aste¢né objasnuje
dosavadni neuspeéch KRAS inhibitora v cilené 1écbé PDAC.
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KRAS signadlni drdha, velmi Uzce souvisi s Hedgehog signdlni  dréhou
(di Magliano et al., 2006). Pravé Hedgehog signalni sraha je vyznamné upregulovana ve tkanich
PDAC, a zaroven dochazi Kjeji vyznamné inhibici po terapii taxanem SBT-1216
(Mohelnikova-Duchonova et al., 2017). Lze tedy ocekavat podobné synergicky efekt
kombinované 1é¢by taxany s HH inhibitory. Pravé v této studii byl pospan i terapeuticky ucinek
tohoto taxanu u PDAC in vivo (Mohelnikova-Duchonova et al., 2017). Pusobeni SBT-1216
taxanu je zkoumana i v souvislosti s 1é¢bou jinych druhl nadorovych onemocnéni, a v ptipadé
rakoviny prsu se zda byt vhodnou alternativou s vyssi protinadorovou aktivitou za bézné
pouzivany paclitaxel (Kovar et al., 2009). Nova generace taxani ma tedy potencial pfispét
k 1é¢bé nadorovych onemocnéni, je ovSem potieba dalSiho zkoumani Kk nalezeni optimalni
individualni strategie 1écby PDAC pacientii a volbu vhodnych kombinaci cytostatik a preparat

cilené 1écby.
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6 Zavér

Tato prace byla zamétena na studium KRAS signalni drahy u duktalniho adenokarcinomu
pankreatu. V teoretické cCasti byly shrnuty poznatky karcinomu pankreatu z hlediska
epidemiologie, diagnostiky a 1é¢by. Bylo nastinéno i vyuziti taxant v terapii adenokarcinomu
slinivky. Teoretickd ¢ast také sumarizuje fungovani KRAS signdlni drahy a ulohu
protoonkogenu KRAS u karcinomu pankreatu.

Préavé naruseni fungovani KRAS signalni drahy a jeji deregulace ma hlavni vliv na rozvoj
karcinomu pankreatu. Pochopeni béhu drahy KRAS, je dilezitou souéasti k navrzeni novych
1écebnych postupti. V posledni dobé zajem pada na terapeutické vyuziti nové generace taxant,
mezi které spadd mimo jiné i v této praci zkoumany taxan SBT-1216.

Prakticka ¢ast byla zaméfena na studium exprese 41 genti hrajicich dilezZitou roli v KRAS
signalni draze. Hladiny exprese byly porovnavany mezi jednotlivymi buné¢nymi liniemi in
vitro, a byly zkoumany i zmény exprese po ovlivnéni modelovych nadorovych xenograftt in
VIVO experimentalnim taxanem.

KRAS aktivujici mutace udrZuji trvale aktivni KRAS protein, nicméné v nasi studii se
nepotvrdilo, ze by vedly obecné k zvySené expresi geni signdlnich drah, které se nachéazeji
Vv bunécné signalizaci pod timto onkogenem. Neprokdzali jsme, Ze by chemoterapie
experimentalnim taxanem inhibovala genovou expresi KRAS signalni drahy in vitro. Nicméné,
nékteré geny ucastnici se této bunécné signalizace byly nalezeny sniZzené exprimovany v KRAS
mutovanych bunécnych liniich po této terapii. Tyto vysledky by mély byt dale verifikovany na
urovni exprese a aktivity proteinu a v in vivo experimentech. V diive provadénych vyzkumech
m¢él taxan SBT-1216 dobré vysledky na inhibici nddorového rlistu, jez svéd€ily o pozitivnich
ucincich taxanu na potencialni 1écbu pacientll nejen s karcinomem pankreatu. Studium nové
generace taxanu je proto dulezité a do budoucna muize pfinést jest¢ mnohé zajimavé vysledky.
Jejich dikladné zkoumani miize oteviit cestu k novym 1ééebnym moznostem nejen pro duktalni

adenokarcinom pankreatu.
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