Univerzita Palackého v Olomouci

Lékarska fakulta

MOLEKULARNE MECHANIZMY PROGRESIE KARCINOMU PROSTATY

Dizertacna préaca

Olomouc 2022 Mgr. Alena Mickova



Univerzita Palackého v Olomouci

Lékarska fakulta

Dizertacna praca

MOLEKULARNE MECHANIZMY PROGRESIE KARCINOMU PROSTATY

Mgr. Alena Mickova

Skolitel': doc. Mgr. Jan Bouchal, PhD.
Obor: P5152-Lékarskd biologie

Pracovisko: Ustav klinické a molekuldrni patologie LF UP v Olomouci

Olomouc 2022



PREHLASENIE

Prehlasujem, ze som predlozenu dizertacnt pracu vypracovala samostatne s vyuzitim

citovanej literatdry.

Olomouc 7.1.2022

Alena Mickova



PODAKOVANIE

Moje uprimné pod’akovanie patri mojmu vedicemu prace doc. Mgr. Janu Bouchalovi
PhD. za jeho snahu, odborné vedenie, cenné rady a pripomienky pocas celého trvania mdjho

doktorského §tudia.

Obzvlast by som chcela pod’akovat kolegyniam z nasho pracoviska a to Mgr. Dane
Simkovej PhD. a Mgr. Katefing Cizkovej PhD. za ich ochotu ma zaugit do western blot analyzy
a MUDr. Mariam Gachechiladze PhD. a MUDr. Gvantse Kharaishvili PhD., ktoré ma

obozndmili s metodikou multiplexnej imunohistochémie.

Rovnako moje vel'ké pod’akovanie patri aj MUDr. Daniele Kurfurstovej PhD. a MUDir.
Gvantse Kharaishvili PhD. za odoberanie vzoriek nddoru z Cerstvého tkaniva a tiez Bc. Mgr.
Monike Levkovej, ktora zabezpecovala materidl a pomdhala pri kultivicii organoidov a
tkaniva. Zaroven d’akujem timu laborantiek z nasho laboratéria molekuldrnej patolégie za ich

ochotu a praktickd pomoc pri rutinnej laboratérnej praci.

V neposlednom rade chcem pod’akovat za moznost’ spolupracovat so skupinou Mgr.
Karla Sou¢ka PhD. z pracoviska Cytokinetiky AV CR v Brne, ktori sa dlhodobo venuji §tudiu
nadorovej plasticity a heterogenity predovsetkym pomocou prietokovej cytometrie, sortrovania

buniek a experimentov robenych na mys§iach.

Na zdver sa chcem pod’akovat’ blizkej rodine a priatel'ovi Michalovi za ich podporu

a doveru, ktord mi dali.



ABSTRAKT

Rakovina prostaty (PCa) patri k najCastejSiemu onkologickému ochoreniu u muzov
zapadného sveta a radi sa k najcastejSej onkologickej pri¢ine ich imrtia. Z tohto dovodu je
potrebné lepSie pochopit’ progresiu ochorenia a priniest tak nové moznosti ich liecby. ZvySena
pritomnost’ Skp2, ako podjednotky E3 ubikvitin ligdizového komplexu, bola opakovane zistena
u agresivneho karcindmu prostaty a tento poznatok reprodukovala aj nasa studia. Zaroven sme
pozorovali koreldciu medzi Skp2 a Slug, jednym z reguldtorov epitelovo-mezenchymalnej
tranzicie (EMT). Téato koreldcia bola silnejSia u nddorov s vysSim Gleasonovym skére
v porovnani s menej agresivnymi nddormi, ako aj u pacientov s metastdzami do lymfatickych
uzlin v porovnani s lokalizovanym ochorenim. Multiplexnou imunohistochemickou analyzou
nadorového tkaniva prostaty bola preukdzand ich vzdjomnd koexpresia, pricom pritomnost
oboch proteinov bola potvrdend aj v stibore prostatickych mezenchymadlnych linii odvodenych
od ich epitelidlnych néprotivkov (PC3, DU145 a E2). Chemickou inhibiciou Skp2, ale nie
siRNA interferenciou, dochddzalo k Ciastoénému poklesu Slug proteinu uPC3 a vich
docetaxel-rezistentnej sublinii PC3 DR12. Aktivita Skp2 v E3 ligdizovom komplexe je tiez
regulovand prostrednictvom nedyldcie. Pouzitim jej inhibitoru MLN 4924 dochddzalo k ndrastu
p27%Pl | typického substrdtu Skp2, ak poklesu expresie Slug u PC3, PC3 DR12 a LAPC4
buniek. Tieto vysledky naznaCuji moznost wvyuzitia cielenej liecby na Skp2 a Slug
prostrednictvom blokovania nedyldcie u pokrocilého karcinomu prostaty. Expresia Slug je
vyrazne modulovana pocas karcinogenézy a mnozstvo prac popisuje jeho zvySenu pritomnost
v pokrocilych formach rakoviny. Zaroven je pritomny v bazalnych kmenovych bunkach a nasa
nedavna analyza normalnej mySacej prostaty ukazala, ze bazdlne Slug* bunky maju vyssi

potencidl pre rast organoidov ako populdcia Slug negativnych buniek.

Pritomnost’ fuzneho génu TMPRSS2-ERG spolu so stratou nddorového supresoru
PTEN boli zvazované ako potencidlne prediktory pre terapiu PARP inhibitormi. V na§om
sibore pacientov sme pozorovali signifikantnd asocidciu TMPRSS2-ERG so znizenou
expresiou PTEN. Aj ked’ klinické stidie s veliparibom nepreukazali lepSie prezivanie pacientov
s fiznym génom, iné experimentalne modely naznacuju, ze strata PTEN moze inhibovat
homoldégnu rekombindciu a senzitizovat' nadory k PARP inhibicii aj rddioterapii v nddoroch

bez BRCA mutacii.

Dalej sme sa zameriavali na ustanovenie pacientskych in vitro 3D organoidov

a kratkodobej ex vivo tkanivovej kultiry s cielom ich mozného vyzitia v personalizovanej



liecbe pokrocilého karcindmomu prostaty. Celkovo sa ndm organoidy podarilo kultivovat’ z
58% nadorového (29/50) a 69% nenddorového (20/29) tkaniva. Imunohistochemickym
farbenim pan-cytokeratinu u dvoch reprezentativnych vzoriek sme preukdzali rast epitelidlnych
buniek, ale nadexpresia AMACR aERG unddorového tkaniva nebola zachovand v
prislugnych organoidov. Dal§im obmedzenim tohto pristupu bol rast organoidov len po dobu 3
tyzdiov do prvej pasaze. Okrem toho sme vyuzili techniku tkanivovych kultir ex vivo a
vykonali kratkodoby chemoterapeuticky test s pouzitim gemcitabinu a inhibitora Chkl v 10
vzorkéch pacientov. Nekonzistentnd morfolégia medzi fragmentmi tkaniva a nizka proliferacia
vo vacsine pripadov branili interpretécii testovania lieciv. Napriek tomu mozu byt tieto pristupy

sl'ubné pri pouziti metastatickych tkaniv kastracne rezistentnej rakoviny prostaty.

Klucové slova: rakovina prostaty, Skp2, Slug, TMPRSS2-ERG, organoidy, ex vivo tkanivova

kultara



ABSTRACT

Prostate cancer (PCa) is one of the most common male cancers in the Western world
and is one of the most common causes of cancer related death. For this reason, it is necessary
to better understand the progression of the disease and thus bring new possibilities for their
treatment. The increased presence of Skp2 as a subunit of the E3 ubiquitin ligase complex has
been repeatedly found in aggressive prostate cancer and this finding was reproduced in our
study. At the same time, we observed a correlation between Skp2 and Slug, one of the regulators
of epithelial-mesenchymal transition (EMT). This correlation was stronger in tumors with a
higher Gleason score compared to less aggressive tumors, as well as in patients with lymph
node metastases compared to localized disease. Multiplex immunohistochemical analysis of
prostate tumor tissue demonstrated their mutual co-expression, while the presence of both
proteins was also confirmed in a set of prostatic mesenchymal lines derived from their epithelial
counterparts (PC3, DU145 and E2). Chemical inhibition of Skp2, but not RNA interference,
resulted in a partial decrease in Slug protein in PC3 and in their docetaxel-resistant subline PC3
DR12. Skp2 activity in the E3 ligase complex is also regulated by neddylation. Using its
inhibitor MLLN4924, there was an increase in p27X”!, a typical Skp2 substrate, and a decrease
in Slug expression in PC3, PC3 DR12 and LAPC4 cells. These results suggest the possibility
of using a targeted treatment for Skp2 and Slug by blocking neddylation in advanced prostate
cancer. Slug expression is markedly modulated during carcinogenesis and several studies have
described its increased presence in advanced cancers. It is also present in basal stem cells and
our recent analysis of normal mouse prostate has shown that basal Slug* cells have a higher

potential for organoid growth than a population of Slug negative cells.

The presence of the TMPRSS2-ERG fusion gene with the loss of the tumor suppressor
PTEN were suggested as potential predictors for PARP inhibitor therapy. In our group of
patients, we observed a significant association of TMPRSS2-ERG with reduced PTEN
expression. Although clinical studies with veliparib did not show better survival in patients with
the fusion gene, other experimental models suggest that PTEN loss may inhibit homologous
recombination and sensitize tumors to PARP inhibition and radiotherapy in tumors without

BRCA mutations.

We also focused on establishing patient-derived in vitro 3D organoids and short-term
ex vivo tissue culture for their potential use in personalized treatment of advanced prostate

cancer. Overall, we were able to culture organoids from 58% tumor (29/50) and 69% non-tumor



(20/29) tissue. We demonstrated epithelial cell growth by immunohistochemical staining of
pan-cytokeratin in two representative samples, but overexpression of AMACR and ERG in
tumor tissue was not retained in the respective organoids. Another limitation of this approach
was the growth of organoids for only three weeks until the first passage. In addition, we used
ex vivo tissue culture and performed a short-term chemotherapeutic test using gemcitabine and
a Chk1 inhibitor in ten patient samples. Inconsistent morphology between tissue fragments and
low proliferation in most cases hindered the interpretation of drug testing. Nevertheless, these
approaches may be promising when using metastatic tissues of castration-resistant prostate

cancer.

Keywords: prostate cancer, Skp2, Slug, TMPRSS2-ERG, organoids, ex vivo tissue culture
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1. LITERARNY PREHI’AD

1.1. PROSTATA A RAKOVINA

Ludska prostata je tubularno-alveolarna zl'aza, obklopujica mocovu trubicu v spodne;j
Casti moc¢ového mechura. U zdravého dospelého jedinca ma vel'kost vlasského orecha a jej
hlavnou funkciou je sekrécia proteinov, ktoré si zlozkou semennej tekutiny (Abate-Shen and
Shen, 2000). Po anatomickej strainke McNeal (1981) definoval 4 odlisné morfologické oblasti,
anatomické zony prostaty (Obrdzok 1.1) rozdelené na: prednt fibromuskularnu zénu a tri
zl'azovité zony rozdelené na: centralnu, obklopujucu ejakulacné kanaly; prechodovii z6nu
obklopujucu mocovu trubicu a periférnu, obklopujucu ejakulacné kanaly aj mocovu trubicu.
Jeho prica tiez poukdzala na vyznam tejto architektiry vo vzt'ahu k vzniku rakoviny prostaty,
ku ktorej dochddza viacsinou v jej periférnej oblasti, pricom kli¢ovu ulohu zohrava zlozenie
jednotlivych bunkovych typov v rdmci tejto anatomickej zony (Abate-Shen and Shen, 2000;
Henry et al., 2018).

Sarmanal vesacle

contral zone
ankesior
fibromuscular

frarition zone:
peripheral zone
urefha

Obrdzok 1.1 Anatomické zony prostaty (Tchrakian et al., 2016).

1.1.1. Diagnostika a histologicka Klasifikacia rakoviny prostaty

Rakovina prostaty (PCa) patri k najCastejSiemu onkologickému ochoreniu u muzov
zapadného sveta, priCom postihuje jedného z deviatich vo veku nad 65 rokov. Zaroven sa radi
k najcastejSej pri¢ine ich umrtia z ddvodu onkologického ochorenia (Siegel et al., 2021).
Priame pri¢iny vzniku nadoru prostaty nie su doposial jasné ale su zname faktory, ktoré

k tomuto ochoreniu mozu prispievat’, ako je obezita (Bandini et al., 2017), zdpal (Rani et al.,

19



2019) a dedicnost’ (Das et al., 2019). Pre toto ochorenie je tiez priznacna jeho heterogenita
a multifokalita, ¢o znamena, ze na relativne mali velkost' prostaty je viacero subpopulécii
nadorovych buniek, ktoré si geneticky odlisné (neklonalne) a to dokonca aj tie, ktoré su vo

vzdjomnej blizkosti (Haffner et al., 2021) (Obrazok 1.2).

Na popisanie tejto heterogenity Gleason navrhol systém pre jej klasifikdciu, a doposial
je patologmi najpouzivanej$i, pretoze je vybornym prognostickym ukazovatelom. Tento
systém klasifikuje naddory od 1 az po 5 (od viac po menej diferencované) a na zdklade suctu
dvoch najrozsirenejSich skupin neoplastickych lozisk je stanovené Gleasonove skore (Epstein
et al., 2010). Novy patologicky grading prijaty v roku 2014 rozdel'uje pokrocilost’ rakoviny na
5 stuptiov (Epstein et al., 2016; Litwin and Tan, 2017. ), pricom tato kategorizacia presnejsie

zodpoveda spravaniu nadoru:

Stuperi rakoviny — Gleason skére 3+3
Stuperi rakoviny — Gleason skére 3+4
Stuperi rakoviny — Gleason skére 4+3

Stuperi rakoviny — Gleason skére 4+4, 345, 5+3

ok w =

Stuperi rakoviny — Gleason skére 4+5, 5+4, 5+5

Pacienti su tiez klasifikovani podla stavu primarneho nadoru, od vylucne ,organ-
confined” po plne invazivne §tadium (T1-4) s postihnutim lymfatickych uzlin alebo bez (N1 —

NO) a podl'a pritomnosti vzdialenych metastdz (MO - M1a-c) (Shen and Abate-Shen, 2000).
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Obrdzok 1.2 Multifokdlna rakovina prostaty. Rekonstrukcia a prierez vzorky z radikalnej prostatektomie s dvoma odlisnymi
ndadorovymi loZiskami. Vsimnite si, Ze vicsie loZisko nadoru umiestnené v lavej zadnej prostate vykazuje agresivnu
morfologiu a extraprostatickii extenziu (Gleasonovo skore 5+4=9), zatial’ ¢o mensi predny nador sa javi ako dobre
diferencovany (Gleasonovo skore 3+3=6) (upravené Haffner et al., 2021).
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1.1.2. Bunkové typy v ramci tkaniva prostaty

V ramci prostatického epitelu existuji najmenej Styri odlisSné typy buniek, ktoré su
definované ich génovou expresiou, povrchovymi antigénmi a je mozné ich rozlisit podla ich

morfologickych charakteristik (Obrazok 1.3) (Abate-Shen and Shen, 2000).

Prevladajuicim bunkovym typom su sekrecné lumindlne bunky, diferencované
androgén-dependentné bunky produkujuce prostatické sekrecné proteiny ako je kalikrein 3
(KLK3), tiez oznaCovany , prostate specific antigen (PSA). Na molekularnej urovni su
lumindlne bunky charakterizované expresiou androgénového receptoru (AR) ako aj
cytokeratinov 8/18 (CK 8/18) a bunkového povrchového markeru CDS57 (Abate-Shen and
Shen, 2000).

Druhy bunkovy typ epitelovych buniek zodpovedd bazdlnym bunkdm, ktoré sa
nachddzaji medzi lumindlnymi bunkami a bazdlnou membranou. Bazilne bunky exprimuji
cytokeratiny 5 a 14 (CK 5 a CK 14) a rovnako tak je pre tieto bunky typicka pritomnost’ p63
transkripcného faktoru. Naproti luminalnym, bazdlne bunky neprodukuju prostatické sekrecné
proteiny. Bunky nestice znaky lumindlnych aj bazdlnych buniek si oznaCované ako
intermedialne epitelialne bunky, ktoré sa tiez vyznacuju expresiou cytokeratinu 19 (CK 19)

(Hudson et. al., 2001; Wang et. al., 2001).

Tretim podtypom su prostatické neuroendokrinné epitelidlne bunky exprimujice
chromogranin A, synaptophysin, a ktorych mald populécia je rozptylend v bazédlnej vrstve.
Neuroendokrinné bunky nie sd zdvislé na androgénoch aich predpokladanou funkciou su

parakrinne signaly podporujuce rast lumindlnych buniek (Aumuller et al., 1999)

Dalsimi kPG&ovymi reguldtormi rastu a diferenciacie prostaty dospelého ¢loveka st
stromdlne bunky. T4to populdcia buniek pozostdava z dvoch hlavnych bunkovych typov, ako sa
bunky hladkého svalstva charakteristické expresiou alfasmooth musle actin, ACTA2 (actin
alpha 2) alebo desminu a populdciou fibroblastov, pre ktoré je typickd expresia vimentinu a

fibronectinu (Peehl and Sellers, 1997).

Pritomnost’ l'udskych bazalnych kmefiovych buniek prostaty je podl'a niektorych skupin
definovand markermi CD133, CD44 a integrinom a1 Rybak et al., 2015, Richardson et al.

2004, Collins et al. 2001). Medzi mySacie znaky bazalnych kmenovych buniek patria taktiez
CDA49f, Sca-1 a Trop2 (Rybak et al., 2015, Goldstein et al. 2008).
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Obrdzok 1.3 Schematickd reprezentdcia bunkovej architektiiry epitelu prostaty (Rybak et al., 2014).

Pritomnost’ a povod kmenovych buniek Studovali aj autori Moad et al. (2017), ktori
k identifikécii potencialnej kmeriovej linie pouzili sporadické mutdcie v mitochondridlnej
DNA. 3D rekonstrukciou dospelej l'udskej prostaty tak preukazali pritomnost’ multipotentnych
bazdlnych buniek obohatené o DLKI1 (delta homolog 1), nachddzajicich sa vyhradne vo
vyklenkoch juxta-uretrdlnych kandlov na pomedzi prostatického a uretrdlného epitelu. Odtial
su generované bipotentné bazdlne progenitory, ktoré postupuji do celej glandulédrne;j siete, kde
sadelia a diferencuju do sekre¢nych luminalnych buniek, ktoré nakoniec odumierajui apoptézou

(Obrazok 1.4).
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Obrdzok 1.4 Schematické zndzornenie pritomnosti kmeriovych buniek prostaty (Moad et al., 2017).

1.1.3. Molekularna charakterizacia rakoviny prostaty

V predoslych studiach bolo genomické pozadie primédrnej a metastatickej rakoviny
prostaty dokladne hodnotené prostrednictvom sekvenovania novej generdcie (NGS). Tieto
Stadie identifikovali viaceré rekurentne zmenené gény a drahy, vratane androgénovej
signalizécie, opravy DNA a signalizicie fosfoinozitid 3-kindzy (PI3K)/AKT (Robinson et al.,
2015; Cancer Genome Atlas Research Network, 2015). Okrem toho odhalili genomicky odli§né
triedy rakoviny prostaty, definované fuziami transkripénej rodiny ETS alebo mutaciami v
SPOP, FOXAT1 ¢i IDHI1. Napriek tomu, ze ma rakovina prostaty vyznamnu medzi-pacientsku
genémovu heterogenitu, analyzy naznacuju, ze vacsie Studie mozu odhalit’ d’alSie Statisticky
vyznamné mutované gény vyskytujice sa menej frekventovane. To naznacuje, ze spektrum

novych génov spdjanych s rakovinou prostaty nie je iplne definované (Armenia et al., 2018).

V neddvno publikovanej priaci Armenia et al. (2018) bola pomocou Statistickych
a biologickych metdd jednotne analyzovana kohorta 1013 nddorov prostaty (680 primdrnych
a 333 metastatickych nddorov). V zdvere tejto prace boli systematicky porovndvané primérne
a metastatické nddory, aby sa urcilo, ktoré udalosti vedu k pokroc¢ilému ochoreniu. Bolo
zistené, ze metastatické vzorky maji aberantne aktivovanu drdhu androgénového receptora a
su nositel'mi mutacii napr. v TP53, RB1, FOXA1, APC a BRCA2 (Obrazok 1.5). Zmeny v
epigenetickych regulatoroch, vraitane KMT2C a KMT2D, su tiez vyznamne obohatené v
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metastatickych nddoroch a v sihrne definuji gendmové znaky vysoko rizikového ochorenia.

Naopak, mutdcie v SPOP boli vyznamne obohatené v primarnych nddoroch (Obréazok 1.5).
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Obrdzok 1.5 VicSina genomovych zmien je pritomnd u metastatického ochorenia. Percentudlne zastipenie zmien v
metastatickych vzorkdach (n=333) uvedené na osi x a primdrne vzorky (n=680) na osi y. Vyznamnost zastiipenia mutdcii je
znazornend velkostou bodiek. (Armenia et al., 2018).

1.1.3.1. SPOP

SPOP je podjednotkou E3 ubikvitin ligazy, ktorej ulohou je rozpoznavat' substrat pre
ndslednu degradaciu v rdmci proteazomového komplexu (Clark et al., 2020). Jeho mutacie su
vo vécsine pripadov v oblastiach zodpovednych za vézbu substritu a vysledné zmeny maji
vplyv na degradiciu proteinov, ktoré su kritické pre normdlne fungovanie buniek. Tak ako
uvadzaju aj predchddzajice prace, muticie v SPOP predstavuji jedine¢ny molekularny podtyp
rakoviny prostaty, no zaroven vykazujui vzdjomnud exkluzivitu s preskupeniami génov rodiny
ETS, ¢o je chromozomalne usporiadanie, ktoré je pri rakovine prostaty vel'mi ¢asté (Barbieri et
al., 2012; Armenia et al., 2018). Pre tento fakt existuje otdzka, ¢i bunky tohto podtypu
nedosahuju stabilizdcie ERG proteinu (Clen rodiny ETS) inak ako fiiziou s TMPRSS2 génom.

Autori prace Gan et al. popisali ako jednu z moznych ciest jeho stabilizicie cez SPOP ubikvitin
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ligdzu, ktord na baze cullin 3 riadi jeho ubikvitindciu a degraddciu. Porucha v tejto drahe preto

moze viest’ k aberantnému zvySeniu ERG onkoproteinu (Gan et al., 2015).
1.1.3.2. Fuzia TMPRSS2 s ERG génom

Pritomnost’ fuzneho onkogénu TMMPRSS2-ERG patri k najfrekventovanejSim
chromozémovym prestavbam a celkovo je pritomna az u 50% pripadov, pricom frekvencia jej
vyskytu sa zvySuje so §tadiom pokrocilosti od pre-kancer6zneho stadia ozna¢ovaného ako PIN
(prostatic intraepithelial neoplasia) (10-20%) az po karcinom (30-80%). ERG (ETS-related
gene) je Clenom E-26 | transformation specific® (ETS) rodiny transkripénych faktorov. Ako
jadrovy transkripény faktor sa zapdja do reguldcie bunkovej architektiry, migricie a invazie
(Adamo et al., 2016; Haffner et al., 2010). Prdve chromozémova prestavba spdsobi, ze ddjde
k nadmernej expresii proteinov tejto rodiny, ktord vedie k priblizne Siestim z desiatich pripadov
primédrnych nédorov prostaty (Cancer Genome Atlas Research Network 2015; Labbé et al.,
2018). Jednou z pricin vzniku tejto chromozomove] prestavby je nadmernd androgénova
signalizdcia, pri ktorej dochddza k chybdm topoizomerazy Il (TOP2B), ¢o vedie k zZlomom v
oblastiach TMPRSS2 a ERG génov a ich néaslednej fuzii. Expresia onkogénneho ERG sa tak
dostdva pod androgénovi stimuldciu TMPRSS?2 prométora (Adamo et al., 2016; Haffner et al.,
2010; Tomlins et al. 2008). Fazia génu TMPRSS2-ERG patri spolu s deléciou génu Nkx3.1
k vel'mi skorym, ak nie iniciatnym udalostiam, ktoré vedu k rozvoju rakoviny prostaty.
Rovnako tak, tato fuzia vacSinou predchddza strate PTEN, pri€om ich spolo¢ny vyskyt bol

potvrdeny pri progresii ochorenia (Taylor et al., 2010; Baca et al., 2013; Adamo et al., 2017)
1.1.3.3. PTEN

Gén PTEN (phosphatase and tensin homolog) sa nachddza na chromozéme 10q23
a u rakoviny veobecne patri medzi najéastejsie mutované supresorové gény. Ulohou PTEN je
defosforylacia medziproduktov lipidovej signalizacie, ¢im sa deaktivuje Akt signalizcia
zavisla od drdhy PI3K. Mutdciou PTEN dochddza k zvySenej aktivicii PI3K/Akt drahy, ktorad
vedie k proliferdcii a invézii buniek (Adamo et al., 2017).V neddvno publikovanej praci Lotan
et al. (2020) autori diskutuji o moznosti vyuzitia straty PTEN v kombindcii s proliferaénym
markerom Ki-67 ako prognostickych biomarkerov. V klinickej praxi by tak strata PTEN spolu
so zvySenym Ki-67 mohli pomoct’ pri urCeni stupia pokrocilosti a zaroveri by mohli byt

urcujuce pri stanoveni vhodnej liecby pre pacienta s klinicky lokalizovanym karcinémom
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prostaty. Aj ked’ Ki-67 a PTEN st vel'mi sl'ubnymi prognostickymi biomarkermi, pre ich
definitivne pouzitie v klinickej praxi budu potrebné d’alSie studie (Lotan et al., 2020).

1.1.3.4. Nkx3.1

Nkx3.1 je homeoboxovy gén, ktory je jednym zo skorych génov exprimovanych pocas
maturdcie a diferencidcie prostatického epitelu (Bahatia-Gaur et al., 1999). Exprimovany je
hlavne lumindlnymi bunkami, ako aj podskupinou bazdlnych buniek (~10%). Jeho strata vedie
k vzniku dyspldzie a intraepitelidlnej neopldzie (PIN). Znefunk¢énenim Nkx3.1 dochddza
k naruSeniu normdlnej diferencidcie epitelu prostaty, ¢o pripravuje pddu pre ret'azce dalSich
onkogénnych udalosti. Aj ked samotné strata Nkx3.1 nepostacuje k progresii ochorenia, je
tento gén zapojeny v sieti transkripcnych faktorov definujicich osud tychto buniek. Jeho vplyv
bol preukdzany predovSetkym u AR a Myc, Co su dolezité gény pri progresii primarnej
aj metastatickej rakoviny prostaty. Zaroven bola preukdzand vzdjomna reguldcia Nkx3.1 a AR
prostrednictvom pozitivnej spitno-viazobnej slucky (Tan et al., 2012) a krizova regulacia Myc

a Nkx 3.1 cielovych génov pri tumorigenéze prostaty (Labbé et al., 2018).
1.1.3.5. c-Myc

Nadmerné expresia c-Myc je jednou z hnacich sil tumorigenézy (Gurel et al., 2008) a
jeho fokdlna amplifikdcia na chromozéme 8q24.21 sa vyskytuje pri vzniku primdrneho
karcindmu prostaty. K jeho zvySenej pritomnosti dochadza predovSetkym u metastatického
karcinému, kde sa vyskytuje az u 37% pacientov (Kumar et al., 2016; Armenia et al., 2018) a je
spdjany s niz§im prezivanim (Ribeiro et al., 2006). Nowak et al. (2015) vo svojej préci
poukdzali na vyznam dereguldcie c-Myc u mysi s deléciou v Pten/p53 pre vznik metastdz.
Zaroven je predpoklad, ze nadmernd expresia c-Myc je hlavaym prvkom rezistencie
rakovinovych buniek na antiandrogénnu terapiu a podporuje progresiu ochorenia (Labbé et al.,

2018).
1.1.3.6. Rb

Lokaliz4cia tumor supresorového génu retinoblastomu Rb je v chromozomédlnej oblasti
139 a jeho mutdcia sa prejavuje stratou heterozygotnosti lokusu az u 60% pripadov karcinému
prostaty. Funkciou Rb je udrziavanie kontroly nad prechodom z G1 do S fazy bunkového cyklu
prostrednictvom interakcii s rodinou transkripénych faktorov E2F. Aj ked’ nie je jasna korelacia

medzi stratou Rb a jeho fosforylovanou formou so §tadiom progresie ochorenia, existuju §tadie
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naznaujice, ze tieto udalosti sa radia k pomerne skorym pri vzniku rakoviny prostaty
(Maddison et al., 2004). Mutacie v Rb m6zu podporovat rozvoj rakoviny dereguléciou expresie
génov vratane cyklinu E, cyklinu A a zloziek replikacného mechanizmu DNA (Dyson et al.,
1998). Zatial’ ¢o deregulacia p16 inhibitora cyklin-dependentnych kindz, cyklinu D a CDK4 sa
podiel'a na vacsine typov rakoviny (Sherr et al., 1996), muticie v cykline D sud pri rakovine
prostaty relativne zriedkavé (Drobnjak et al., 2000; Gumbiner et al., 1999). Naproti tomu, p16
byva ¢asto nadmerne exprimovany (Henshall et al., 2001; Lee et al., 1999), Co znamena, ze
priame znefunkc¢nenie Rb predstavuje jednu z klI'i€ovych udalosti pri vzniku rakoviny prostaty

(Maddison et al., 2004)
1.1.3.7. p53

Nédorovy supresor p53 je sekvencne Specificky transkripny faktor a jeho gén sa
nachddza v chromozomovej oblasti 17p13.1. K jeho zvySenej expresii dochadza v reakcii na
bunkové stresy, ktoré spdsobuju poSkodenie DNA, ako je UV ziarenie, cytotoxické lieky alebo
hypoxia. Pretoze je kritickym prvkom v schopnosti regulovat’ bunkovy cyklus, hrd rozhodujicu
ulohu pri prevencii onkogénnej transformécie prostrednictvom elimindcie alebo zastavenia
rastu potencidlne malignych buniek (Chappell et al., 2012). V homeostatickom stave bunky sa
produkuji aj degraduju nizke koncentracie proteinu p53, pricom jeho polcas rozpadu je
priblizne 20 minut. Proteozomalna degradacia p53 je riadena E3 ubikvitin ligazou MDM2
(mouse double minute 2). Pri naruSeni homeostazy dochddza k fosforylacii pS3 senzorickymi
kindzami (napr. ATR, ATM, Chkl1, Chk2), o vedie k jeho stabiliz4cii a jadrovej translok4cii.
Dimerizacia molekul p53 vedie k tvorbe funkénych tetramérov, ktoré sa spajaju s
konsenzudlnymi sekvenciami a tym podporuji génovu expresiu (Neilsen et al., 2011). Naopak
mutécie v DNA-vidzbovej doméne p53 mozu branit’ tomuto proteinovému komplexu v asocidcii
s promotormi cielovych génov ajeho tumor supresivnym ucinkom (Chappell et al., 2012).
V predoslych pracach bol zdokumentovany subezny vyskyt straty p53 a Rb proteinu
u pokrocilého metastatického (Kelly et al., 2017; Ku et al., 2017; Mu et al., 2017; Armenia et
al., 2018) a neuroendokrinneho (Tan et al., 2014; Aparicio et al., 2016) §tadia rakoviny prostaty.
Autori Mu et al. (2017) preukazali vztah medzi podmienenou deléciou génu Tp53 a Rbl
umysi, ktora bola postacujica k vytvoreniu rakoviny vriatane varianty s ¢astou
neuroendokrinnou histoloégiou. Zaroveni metaanalyza tychto suborov odhalila, ze subezné

zmeny v génoch TP53 a Rbl boli pritomné u 5% primarnych nadorov, 39% metastatickych
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kastracne rezistentnych nadorov s histolégiou adenokarcinému au 74% metastatickych

kastracne rezistentnych nadorov s neuroendokrinnou histolégiou.
1.1.3.8. AMACR

Okrem genetickych zmien u rakoviny prostaty, dochddza aj k zmendm v metabolizme
tychto buniek v porovnani s benignou hyperplaziou. Castym znakom nadorovych buniek byva
aj zvySena pritomnost mitochondridlneho a peroxizomdlneho enzymu alfa-metylacyl-CoA
racemdza (AMACR, tiez znameho ako P504S), ktory je zdsadny pre metabolizmus mastnych
kyselin (Rubin et al., 2002; Yevglevskis et al., 2019). Zatial' ¢o niektoré benigne zl'azy (napr.
atrofické zl'azy) a zl'azy vykazujuce PIN sa mozu tiez farbit’ pozitivne na AMACR, farbenie je
zvycCajne viac fokalne a slabSie v porovnani s neoplastickymi zl'azami. To je dovod, preco sa
v niektorych laboratériach pouziva imunohistochemické farbenie AMACR spolu s bazdlnym
markerom p63 pre spresnenie diagnézy rakoviny prostaty (AMACR+ p63-; Tchrakian et al.,
2016).

1.1.4. Lie¢ba a vznik rezistencie

Liecba rakoviny prostaty sa odvija od Stadia pokrocCilosti a v principe ju mdzeme
rozdelit do dvoch kategorii tzv. androgen-senzitivnej a kastrane-rezistentnej formy. Kym do
prvej skupiny pacientov oznacovane] aj ,hormone naive“ patri vacSina pacientov s
lokalizovanym ochorenim, u druhej skupiny kastra¢ne rezistentnych (CRPC) je prevazna Cast
metastdzujucich pacientov (mCRPC), u ktorych doslo krecidive ochorenia po podanej

androgén — deprivacnej terapii (ADT) (Scher et al., 2016).

Clinical
Metastases:
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mCRPC: mCRPC: mCRPC:
Focalized > sty 1 Line > rdline » > P inex
Disease Noncastrate
nmCRPC
Noncastrate
Castration-resistant mCRPC: 3" Line, 4 Line, etc

Obrdzok 1.6 Schematické zndzornenie stavov pokrocilosti rakoviny prostaty (Scher et al., 2016)
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1.1.4.1. Liecba lokalizovaného karcinomu prostaty

Muzi s diagnostikovanym lokalizovanym ochorenim (bez pozitivnych lymfatickych
uzlin ¢i vzdialenych metastdz) maji primarne 3 moznosti liecby, a to manazment vyckavania,
chirurgicky zdkrok alebo ozarovanie. Manazment vyCkdvania alebo aktivny dohlad, je
obdobim kedy pacient este nepodstupuje definitivnu lieCbu. Tieto pristupy zahfiiaji sériu testov
PSA, klinickych vySetreni a biopsii prostaty s cielom sledovat’ progresiu so zamerom lieCit

tych, u ktorych sa rozvinie zavazné ochorenie (Litwin and Tan et al., 2017).
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Obrdzok 1.7 Kaplan-Meierove odhady celkového preZitia a preZivanie do progresie choroby podla liecebnej skupiny
(Hamdy et al., 2016).

Stadia Prostate Testing for Cancer and Treatment (ProtecT) randomizovala 1643 muZov
v Spojenom kral'ovstve na aktivne monitorovanie (n = 545), chirurgicky zakrok (n=553) alebo
ozarovanie (n=545). V tejto §tadii aktivne monitorovanie zahffialo sériové testovanie PSA,
kedy po 50% zvySeni hladiny PSA mohol pacient podstapit kurativnu terapiu bez potreby

opakovanej biopsie. Po 120 mesiacoch (10 rokov) ProtecT zistil, ze 8 z 545 muzov (1,5 %) pri
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aktivnom monitorovani zomrelo na rakovinu prostaty, ¢o sa vyznamne nelisilo od 5 umrti po
operacii (0,9 %) alebo od 4 umrti po oziareni (0,7 %). Aj ked polovica muzov v aktivnom
monitorovani nakoniec dostala liecbu, tato skupina si zachovala lep$iu kvalitu zivota (Obrazok
1.7). Ked'ze o optimalnej stratégii sledovania sa nad’alej diskutuje, tieto zistenia poskytuju
podporu pre aktivny dohl'ad ako moznt vol'bu pre muzov s nizkorizikovym ochorenim (Hamdy

et al., 2016; Litwin and Tan et al., 2017).
1.1.4.2.Androgén-deprivacna terapia (ADT)

Androgén-deprivacna terapia (ADT) je prvoliniovou lieCbou u muzov s metastatickym
karcinémom prostaty alebo pri biochemickom relapse po prostatektémii ¢i radioterapii. Ked'ze
je rakovina prostaty charakterizovand expanziou epitelovych buniek zdvislych od
androgénového receptora, je ADT ako hormondlna terapia pomerne ucinny pristup lieCby
pokrocilych stadii ochorenia. V principe sa zaklada na znizeni hladin androgénov, ako hlavnych
stimulantov rastu a inhibitorov apoptdzy u tychto buniek. To vedie k regresii nddorovych
buniek, pretoze bez androgénov je pomer proliferujucich buniek niz§i voci programovane]
bunkovej smrti, ktord naopak narastd a spdsobi zanik mnohych nddorovych buniek (Litwin and

Tan, 2017; Crawford et al., 2019).

Primarne tdto terapia cieli na znizenie tvorby androgénov v Leydigovych bunkach
muzskych semennikov, ¢o je dosiahnuté bud’ chemickou kastraciou, alebo ich chirurgickym

odstranenim, orchiektémiou (Crawford et al., 2019).

K preukdzateInym neziaducim ucinkom tejto terapie patri znizena hustota mineralov v
kostiach, metabolické zmeny, sexudlna dysfunkcia a ndvaly horacav. Okrem toho bola hldsend
aj srdcova morbidita a kognitivna dysfunkcia (Litwin and Tan, 2017). Ako uz bolo spomenut¢,
aj ked’ sa tento pristup na pociatku zda pomerne Gcinny, pri lieCeni pokrocilého stadia ochorenia
je vzdy percento pacientov, u ktorych dochddza k recidive ochorenia, a to v podobe kastra¢ne

rezistentného fenotypu (CRPC).
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1.1.4.3. Vznik kastracne rezistentného fenotypu (CRPC) a androgénovy receptor

Do akej miery prispieva samotnd ADT na vznik CRPC je stale predmetom diskusie. Je
vsak isté, ze ADT vytvara selekény tlak podporujici rast buniek, ktoré si schopné proliferdcie
a prezivania aj pri nizkych hladinach androgénov. Znacny podiel na tychto zmenach nesie

samotny androgénovy receptor (AR).

AR je kédovany génom na chromozéme Xq12 a jeho transkripény produkt plnej dizky
ma molekulovi hmotnost’ 100 kDa. V normalnych bunkéch sa AR sklada zo §tyroch domén:
trans-aktiva¢na doména (kdédovand exénom 1), DNA-vizbova doména (ex6ny 2—3), pantova
oblast’ (kddovana 5' €astou exoénu 4), a doména viazuca ligand (exény 4-8). Cytosolicky AR
je sekvestrovany proteinmi tepelného Soku (HSP) kym sa neviaze na androgény (Azad et al.,
2015; Srinivas-Shankar et al., 2006). Ligandovd doména preferuje dihydrotestosteréon (DHT) a
testosteron (v mensej miere), pricom vylucuje slabsie androgény a non-androgény (Azad et al.,
2015; Srinivas-Shankar et al., 2006). Po vazbe ligandu prechadza AR konforma¢nou zmenou,
v ktorej Spirala 12 pokryva vrecko viazuce hormoény, ¢o spdsobuje, ze AR prijima aktivnu
konforméciu (Zhou et al., 2009). AR potom vytvori homodimér, ktory je transportovany do
jadra, kde sa viaze na DNA a aktivuje génovu transkripciu (Saraon et al., 2014; McCrea et al.,

2016).

Doposial’ boli popisané jeho viaceré modifikacie (Saraon et al., 2014; McCrea et al.,

2016), ktoré umoziuju bunkam reflektovat’ prostredie znizeného androgénu:

e ZvySenie citlivosti AR na androgény ato prostrednictvom amplifikacie AR, Co
zvySuje moznost’ jeho obsadenia.

e Lokalny narast produkcie androgénov, ktory vznikd ako kompenzéacia jeho
celkového ubytku. S produkciou androgénov v nddorovych prostatickych bunkéch
sdvisi zvySena alebo znizena expresia enzymov biosyntetickej drahy androgénov alebo
mutécie v génoch kodujucich tieto enzymy.

e Zmena citlivosti AR v dosledku muticii, ktoré vedi k jeho neSpecifickej
a neselektivnej aktivacii hormonmi ako st progesteron ¢i estrogén. Naviac tieto mutacie
paradoxne mozu viest k aktivacii AR terapeutickymi antagonistami receptoru.

e Varianty androgénového receptoru (AR-V) Ich aktivécia je nezdvisla od pritomnosti

androgénu, pri€om najfrekventovanejsia je zostrihova varianta AR-V7 receptoru.

31



Aktivacia koaktivatormi, proteinmi podielajucimi sa na transaktivacii AR, ktora
umozni jeho odpoved aj na velmi nizke hladiny androgénov. ZvySena expresia
koaktivatorov TIF2 a SRC1 sa vyskytuje u nelieCitel'nej formy rakoviny prostaty.

Aktivacia AR sposobom nezavislym od ligandu a to faktormi ako si IGF-1, KGF
a EGF. Tieto faktory sa viazu na receptor a nasledne indukuja AR ciel'ové gény aj bez

pritomnosti androgénu.

1.1.4.4. Prva linia liecby CRPC

Abiraterén acetat sa vyuzivav 1. linii lieCby kastracne rezistentnej formy ako blokator
tvorby androgénu v nadoblickach.

Enzalutamid a bikalutamid sd blokdtormi védzobného miesta androgénového
receptoru a pomerne Casto sa kombinuju s lieCbou s abiraterén acetatom (Baciarello et

al., 2016).

1.1.4.5. Druha linia liechy CRPC

Pri recidive tejto formy ochorenia, Casto aj vo forme d’alSich metastdz, nasleduje liecba

taxdnovymi chemoterapeutikami (Vlajnic et al., 2021), spolu s liekmi zabrafiujucimi rastu

metastaz v kostiach.

Docetaxel a kabazitaxel, su taxdanové lieCiva viazuce tubulin a su Standardnou terapiou
pri liecbe rakoviny prostaty rezistentnej na kastraciu (CRPC). Nedavna praca naznacuje,
ze mikrotubulova siet’ buniek prostaty je rozhodujuca pre jadrovu translokéciu a aktivitu
androgénneho receptora. V studii Thadani-Mulero et al., (2014) autori pouzili subor
deleCnych mutantov androgénneho receptora na identifikdciu domény viazucej
mikrotubuly androgénneho receptora, ktora zahffia DNA vazbovii doménu plus pantova
oblast. Existencia dvoch klinicky zostrihovych variantov androgénneho receptora,
ARv567 a ARv7, vedie kich odliSnému spgjaniu s mikrotubulmi a motorickym
proteinom dyneinu, co vedie k rozdielnej citlivosti na taxany in vitro a in vivo. ARV7,
ktorému chyba pantovd oblast, sa na rozdiel od ARv567 neusadzoval spolu s
mikrotubulmi ani neprecipitoval s motorickym proteinom dyneinu. Mechanické
vyskumy odhalili, ze jadrovd akumulacia a transkripna aktivita ARv7 nebola
ovplyvnena liecbou taxanom. Na rozdiel od toho, zostrihovy variant ARv567
interagujici s mikrotubulmi bol citlivy na stabiliziciu mikrotubulov indukovanud

taxanom (Thadani-Mulero et al., 2014).
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e Denosumab, terapeutickd monoklondlna protildtka posobiaca proti cytokinu RANKL
(receptor activator of NFxB ligand) podporuje tvorbu a propagéciu osteoklastov. V
porovnani s kyselinou zoledrénovou, zavedenou preventivnou terapiou pre muzov s
kastracne recidivujucou rakovinou prostaty a kostnymi metastazami, denosumab
oddialil prvd prihodu stvisiacu so skeletom o 3,6 mesiaca s podobne vysokymi
hladinami toxicity, ale lah§im podavanim (Litwin and Tan et al., 2017)

e Radium-223, a-ziari¢, ktory sa selektivne viaze na kostné metastazy, predizil median
celkového prezivania o 3,6 mesiaca a ¢as do prvej prihody suvisiacej so skeletom o 5,8
mesiaca v porovnani s placebom. Radium-223 tiez spomalilo pokles kvality zivota,

pri¢om u niektorych muzov doslo k celkovému zlepSeniu (Litwin and Tan et al., 2017).
1.1.4.6. Neuroendokrinny karciném prostaty (NED)

Neuroendokrinny karciném prostaty (NED) sa povazuje za jednu z najagresivnejSich
foriem rakoviny prostaty. Priblizne 1% primarnych nadorov prostaty je pri diagnéze
klasifikované ako NED néddory. Naproti tomu u pacientov s pokro€ilym nadorom prostaty je
30% zastipenie pripadov vykazujicich neuroendokrinné loziska (Macedo-Silva et al., 2021;
Yamada et al., 2021). Rovnako sa tento fenotyp objavuje pri rezistencii na druhd genericiu
terapii zameranych na AR, ato v podobe neuroendokrinného kastracne rezistentného
karcinému prostaty (CRPC-NE). Ten je na rozdiel od ostatnych kastracne rezistentnych Stadii
charakteristicky stratou androgénového receptoru, ¢im sa stdva od neho nezdvisly. Namiesto
toho tieto bunky vykazuju expresiu NED markerov ako su synaptophysin, chromogranin A a
CD56, pricom tieto bunky si kompenzuju androgénovu signalizaciu zvySenim aktivity
rastovych faktorov ako je fibroblastovy rastovy faktor a MAPK. Tieto bunky su €asto riadené
aj amplifikdciou génu MYCN, kédujiceho N-Myc protein a rovnako frekventovand byva aj

strata tumor supresorovych génov RB1 a TP53 (Labbé et al., 2018).
1.1.4.7. Nové pristupy v lieche nCRPC

Kedze moznosti liecby pacientov s nevylieCitelnym metastatickym karcinomom
prostaty rezistentnym na kastraciu (mCRPC) su znacne obmedzené, je nutné vyvijat’ nové

ucinné terapeutické moznosti (Dréapela et al., 2020).
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1.1.4.7.1. Imunoterapia

Imunoterapia nadorov spodsobila revoluciu v lieCbe rakoviny tym, ze poskytuje Siroky
rozsah aplikacii pri lie€be mnohych druhov rakoviny (Jeong and Kwak, 2022). Pre liecbu
mCRPC pacientov bola v roku 2010 v USA prijatd prvd imunoterapeutickd latka, sipuleucel-T
(Kantoff et al., 2010), ktord vyuziva autologne mononuklearne bunky periférnej krvi
aktivované ex vivo rekombinantnym fiznym proteinom PA2024 k aktivécii cytotoxickych T
buniek. Sipuleucel-T zlepSuje celkové prezitie o §tyri mesiace, ale prezivanie bez progresie u
mCRPC pozorované nebolo (Cheever et al., 2011). Aj ked” imunoterapia sipuleucelom-T pre
liecbu mCRPC nie je celkom postaujuca, svoj potencidl maji inhibitory imunitnych

kontrolnych bodov (Jeong and Kwak, 2022).

Ipilimumab je inhibitorom CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte—associated antigen 4),
negativneho reguldtoru funkcie T imunitnych buniek. Do tretej fazy klinickych skuasSok tohto
lieku boli zapojeni mCRPC pacienti s kostnymi metastdzami, ktori progredovali po liecbe
docetaxelom. Ipilimumab im bol poddvany v kombindcii s rddioterapiou a hoci v primérnej
analyze oproti kontrole nebol rozdiel, pri celkovom prezivani pacientov bolo pozorované

mierne zlepSenie po podani lieku (Kwon et al., 2014).

Vizba ligandu PD-L1 na PD-1, povrchovy receptor T-buniek, sluzi ako d’al§i dolezity
imunitny kontrolny bod, ktory suprimuje imunitu. V mikroprostredi nddoru maligne bunky
vykazuji vysoku expresiu PD-L1, ¢o sposobuje vyhybanie sa imunitnému dohl'adu (Jeong and
Kwak, 2022). Anti-PD/PD-L1 protilatky obnovuju aktivitu T buniek, pricom pre protinddorovi
imunitny aktivitu musia byt’ pritomné neoantigény exprimované na povrchu nddorovych buniek
(Sakuishi et al., 2010). V kohorte pacientov s pokrocilym karcinomom prostaty, ktori
exprimovali viac ako 1% PD-L1 vnadore alebo stréome, vykazovalo odpoved na
pembrolizumab 17,4% pacientov. ZvyS$ni pacienti boli bez odpovede, alebo boli v pokrocilom
Stadiu ochorenia, ktoré branilo v pouzitel'nosti pembrolizumabu (Abida et al., 2019; Hansen et
al., 2018). V désledku vysSej mutacnej zataze u pacientov s nemalobunkovym karcindmom
pl'ic, melanomu a rakoviny oblickovych buniek dochddza u tychto nddorov k lepsej odpovedi

na inhibitory imunitnych kontrolnych bodov (Topalian et al., 2016).
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1.1.4.7.2. PARP inhibitory

Poly-(ADP-rib6za)polymerdza-1 (PARP-1) je jadrovy enzym, ktory sluzi na
PARylovanie cielovych proteinov, jednak pri poSkodeni DNA aj pri kontrole normalne;j
replikdcie. Po poSkodeni DNA podporuje aktiviciu a BER (base excision repair) v opravich
jednoretazovych zlomov (Timinszky et al., 2009). Inhibitory PARP-1 (PARPi) boli
identifikované ako vel'mi ucinné voc¢i nddorom s mutdciami v BRCA1/2, podla principu tzv.
syntetickej letality (Goldstein et al., 2015). Perturbdcie BRCA1/2 ohrozuji drdhu opravy
homol6gnej rekombindcie (HR), ktord je rozhodujica pre bezchybni opravu zlomov
dvojvlaknove] DNA, ¢o vedie k oprave DNA pomocou NHEJ (non-homologous end joining),
ktord je nachylnd na chyby, vedie k nestabilite gendmu a karcinogenézii. Podl'a povodného
konceptu bola kombinovand abldcia HR (napr. prostrednictvom muticie BRCA1/2) a BER
reparacnych drah (cez PARP1) zodpovednd za nadmernd akumuléciu posSkodenia DNA a smrti

nadorovych buniek.

Recentna praca ale odhalila, ze inhibicia PARP vedie predovSetkym k zrychleniu
pohybu replikacnej vidlice a vzniku chyb, ktoré si v kombinécii s defektom v homolégne;j
rekombindcii pre nddorové bunky letdlne (Maya-Mendosa et al. 2018). Tato terapia je uz
dostupnd pre niddory s defektom v homoldgnej rekombindcii, napr. u pacientky s ovaridlnym
karcinémom a muticiou BRCA1/2 (Geethakumari et al., 2017). Mateo et al. (2015) pozoroval
sl'ubnii odpoved na novu liecbu PARP inhibitormi aj u pokro€ilych kastracne-rezistentnych
nadorov prostaty, u ktorych bola pozorovand rozsiahla chromozomaélna nestabilita a defekty

v proteinoch zodpovednych za opravy DNA, najmd v BRCA1/2 a ATM.
1.1.4.7.3. Gemcitabin a Chkl inhibitor

ST'ubnou cestou ako ucinne zabranit proliferacii buniek je sposob synergickej indukcie
poskodenia DNA s inhibiciou Chk1. Tento pristup bol testovany pri mnohych typoch malignit
aneddvna prica (Samadder et al., 2017; Drépela et al., 2020) ukdzala mozné vyuzitie pri
chemorezistentnom mCRPC. Checkpoint kindza 1 (Chkl) je konzervovand proteinkindza
zapojend do oprav poskodenia DNA, Co zabranuje akumulacii chyb a kontroluje pravidelnu
duplikdciu genému. Pouzitim inhibitorov Chk1SCH900776 (tiez znameho ako MK-8776)
alebo jeho ucinnejSiecho analégu SCH900776 (MU380) v kombindcii s antimetabolitom
gemcitabinom preukazatelne dochddzalo k mitotickej katastrofe a smrti nddorovych buniek.

Tento pristup moze umoznit’ znizenie davky gemcitabinu a tym minimalizovat neziaducu
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toxicitu a moze predstavovat’ terapeuticki moznost’ pre pacientov s nevyliecitelnou formou

mCRPC (Drépela et al., 2020) .

1.2. EPITELOVO-MEZENCHYMOVA TRANZICIA

Prechod buniek od epitelidlneho k mezenchymélnemu stavu, nazyvany aj epitelovo-
mezenchymdlna tranzicia (EMT), je zdkladnym procesom v morfogenéze viacbunkovych
organizmov. V tomto procese dochddza k vzniku mezenchymélnych buniek v dosledku straty
polarity epitelovych buniek, vymiznutia bunkového spojenia, reorganizicie cytoskeletu
a zmeny distribucie organel (Alves et al., 2009). To ma za nasledok zvySenie motility tychto
buniek a ich migraciu do cielovych oblasti embrya, kde sa diferencuji do d’alSich bune¢nych
typov. Ako prvd EMT popisala Elizabeth Hay v roku 1982 (Greenburg et al., 1982) a dnes je
zname, ze ma zasadnu ulohu vo viacerych krokoch embryondlnej morfogenézy (Nieto et al.,
2016; Lim et al., 2012). Pocas vyvoja tento program funguje na to, aby zabezpecil vzajomné
premeny buniek, ktoré si potrebné na vytvorenie odliSnych typov buniek v metazoanoch.
Napriklad pocas gastrulacie program EMT vedie k vzniku mezodermu a primdrneho
mezenchymu, ako aj k migraénym bunkam neuralnej liSty a jeho naruSenie vedie k zavaznym

vyvojovym defektom (Zhang et al., 2018).

Okrem toho md program EMT zdsadnud udlohu v rdéznych patologickych procesoch
vratane hojenia rdn, fibrézy tkaniva a progresie rakoviny (Nieto et al., 2016; Shibue et al.,
2017). Vo vSetkych tychto procesoch EMT a reverznd cast tohto programu, nazyvana
mezenchymovo-epitelialny  prechod (MET), vyvolava okrem vys§ie uvedenych
morfologickych rozdielov viaceré zakladné zmeny vo fyziologii buniek. Napriklad pocas
hojenia epitelovej rany sa zivotaschopné epitelidlne bunky na okraji miesta poranenia podrobia
ciastocnému EMT, aby ziskali pohyblivost’ a pohybovali sa ako koordinovana skupina buniek,
aby pomohli rekonstruovat’ vrstvu epitelovych buniek. Nakoniec sa kvazi-mezenchymadlne
bunky vytvorené aktiviciou programu EMT vritia k svojmu epitelidlnemu fenotypu

prostrednictvom MET, aby sa obnovila integrita pdvodného epitelu (Zhang et al., 2018).

U rakoviny je proces EMT spojeny tiez so vznikom metastaz, kde zvySena motilita a
invazivnost’ je spdjand so stavom mezenchymdlnych buniek. V predo§lych §tadiach na
mySacich modeloch aludskych rakovinovych bunkovych kultirach bolo preukdzané, ze

indukcia programu EMT umoziiuje rakovinovym bunkam stratit’ bunkové spojenia, degradovat
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lokdlnu bazdlnu membranu prostrednictvom zvySenej expresie rdoznych enzymov
degradujucich matricu, a tak podporovat’ ich migraciu a invaziu jednotlivych alebo viacerych

buniek naraz (Zhang et al., 2018).

Mnozstvo Studii uvadza, ze po aktivacii EMT u rakoviny pankreasu, prostaty, kolorektu
a vajecnikov dochddza k ziskaniu kmenovosti tychto buniek. Koncept nddorovych kmenovych
buniek CSC (cancer stem cells) je zalozeny na pozorovaniach, ktoré potvrdili fenotypovo
odlisné subpopulécie rakovinovych buniek koexistujucich v ramci jedného nddoru. Pritom iba
velmi maly pocet rakovinovych buniek vykazuje uréiti podobnost s nenddorovymi
kmeniovymi bunkami, vratane vlastnej obnovy a schopnosti regenerovat celé neoplastické
nadorové tkanivo (Shaw et al., 2016) . Preto vznikol predpoklad ze, CSC hraju zdsadni dlohu
pri pokraujucom raste nadoru, iniciacii metastaz, rezistencii na lieky a relapse nadoru po
liecbe. Rovnako je diskutovand EMT vo vztahu ku kmeriovosti buniek, kde v pripade straty
funkcie RB1 a TP53 u adenokarcindmoch prostaty umoziiuje plasticitu linie luminalnych
epitelidlnych buniek zavislych od androgénneho receptora, ¢o im umoziiuje posunut’ sa do AR-
nezavislych bazalnych buniek, o vedie k odolnosti na lie¢bu anti-androgénmi (Mu et al., 2017,
Ku et al., 2017) Zaroven posledné prace ukazuju, ze bunky s preukazatelne mezenchymalnym

fenotypom vykazuji rezistenciu na lie¢bu docetaxelom (Simegkova et al., 2019)

1.2.1. Slug ako regulator expresie E-kadherinu

Slug patri do Snail rodiny ,,zinc-finger” transkripénych faktorov podielajucich sa na
prechode od epitelového Stadia buniek k mezenchymdlnemu v procese epitelovo-
mezenchymadlnej tranzicie pocas embryonalneho vyvoja (Cano et. al., 2000; Nieto et al., 2002).
Slug sa viaze v promotorovej oblasti E-cadherinu, ¢im inhibuje jeho expresiu (Cano et al.,
2000). To ma za nasledok stratu adherentnosti buniek, ¢o vedie k ich moznému uvolnovaniu,
disemindcii a extravazacii do krvného rieCiska. PoCas embryogenézy tento proces vedie
k migracii buniek apri rozvoji nddoru to vedie k migréacii ainvdzii nddorovych buniek

(Cobaleda et al., 2007).

Zvysenu hladinu Snail (gen SNAII, Snail Family Transcriptional Repressor 1) a Slug
(gen SNAI2) pocas karcinogenézy popisuju viaceré prace (Cobaleda et al., 2007; Wang et al.,
2013; Esposito et al.,2015) a jeho dloha bola popisané napriklad v sdvislosti s vyvojom BLCL
(basal-like breast cancer) (Liu et al., 2013; Proia et al., 2011). Napriek jeho Castej zvySenej

pritomnosti, SNAI2 byva velmi zriedkavo mutovany alebo amplifikovany u BLBC.
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V normélnom tkanive ma Slug protein vel'mi kratku zivotnost’ a jeho stabilita byva podobne
ako u mnohych labilnych transkripénych faktorov regulovana ich degraddciou prostrednictvom
postranslacnych modifikacii (PTM). Preto ako pric¢ina jeho zvySenej pritomnosti moze byt
prave zvysSena stabilita spdsobend znizenou proteazomalnou degradaciou (Proia et al., 2011).
Jednym z mechanizmov PTM je aj fosforylacia Slug prostrednictvom GSK3b kinazy, ¢o vedie
k ubikvitinacii niekol’kymi E3 ligazami (FBXL14, beta-TrCP a CHIP) (Kao et al., 2014; Wu et
al., 2005, 2012; Vernon a LaBonne, 2006) Predchadzajuce studie vSak preukazali, ze
inaktivaciou GSK3b nedochddzalo ku korelécii s nadmernym vyskytom Slug u rakoviny a jeho
proteazomdlna degradécia je nezdvislad od fosforylacie sprostredkovanej GSK3b (Lander et al.,
2011; Vifi as-Castells et al., 2010). Dalsi z moznych PTM mechanizmov stabilizacie Slug
popisuji autori Zhou et al., (2016), ktori pozorovali vztah zvySenej pritomnosti SIRT2
deacetyldzy spolu so Slug proteinom, o naznacuje vyznam acetylacie Slug pre jeho degradaciu

na proteazému.

1.3. UBIKVITINACIA AKO POSTTRANSLACNA MODIFIKACIA

Ubikvitindcia, ako jedna z postranslatnych modifikdcii proteinov, zabezpecuje
homeostdzu a spravne fungovanie buniek. Zmeny na drovni ubikvitinicie sa ukazuji ako
kI'aicové pre viaceré typy ochoreni, vratane rakoviny prostaty. Ubikvitin-proteazomovy systém
(UPS) je proces, v ktorom si nepotrebné a nefunkéné proteiny urcené k degradicii na 26S
proteazome, znacené ubikvitinom v procese ubikvitindcie. V tomto procese su zapojené tri
enzymy a to El (ubiquitin-activating enzyme), E2 (ubiquitin-conjugating enzyme) a E3
(substrate-specific ubiquitin ligase), pricom najvacsia pozornost’ sa venuje hlavne E3 ligazam
(Senft et al., 2018). Na zdklade charakteristickej domény a mechanizmu prenosu ubikvitinu na

substratovy protein mozno E3 ligazy rozdelit’ do troch hlavnych skupin:

- HECT (homologous to E6-associated protein C terminus),
- RBR (RING-in-between-RING)
- RING (Really Interesting New Gene) E3 ligdzy (Cai et al., 2020).
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1.3.1. Cullin RING E3 ligazy a regulacia ich aktivity

Cullin RING E3 ligazy (CRL) su jednou z najvacsich skupin E3 ligdz. Ich aktivita je
efektivne regulovand prostrednictvom nedylacie a denedyldcie (Obrazok 1.8). Interakcie
receptor-adaptorového komplexu s N-terminalnou c¢astou cullinu si blokované CANDI1
(cullin-associated and neddylation-dissociated 1). V procese nedyldcie dochddza k védzbe jedne;j
molekuly Nedd8 na cullin, tym sa odstrdni viizba s CANDI a dojde k obnove aktivnej formy
ligdzy. K denedyldcii dochddza ndsledne po disociécii polyubikvitinovaného substratu od CRL.
Nedd8 je oddeleny pomocou CSN (COP9 signalosome) a ddjde k inaktivacii CRL (Cui et al.,
2016).

Cullin-RING ligazy sa vyznaluju pritomnostou proteinového leSenia Cullin a su
rozdelené na niekol'ko podskupin. Jednou z nich je SCF (Skpl/Cullinl/F-box), kde kl'ucovu
ulohu ma jeho F-box podjednotka, ktord rozpoznava Specifickii skupinu substratov a tym

zabezpecuje ich ligaciu k ubikvitinu.
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Obrdzok 1.8 Dynamickd reguldcia aktivity CRL (cullin ring ligase) nedyldciou a denedyldciou - vizba CANDI na
nemodifikovany cullin blokuje interakciu cullinu s modulom substrdtového receptoru a adaptéru. Nedyldcia Cullinu podporuje
disocidciu cullinu od CANDI a obnovuje CRL v aktivhej konformdcii, co vedie k ubikvitindgcii substrdatu. Po oddeleni
ubikvitinovaného substrdtu z CRL sa NEDDS odstrdni pomocou CSN (COP9 signalosome) z cullinu na recykldciu. Nakoniec
sa CANDI1 viaze na cullin a inaktivuje CRL (Cui et al., 2016).
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1.3.1.1. Skp2

Skp2 (S-phase kinase-associated protein 2) je jednym z ¢lenov F-box rodiny SCF E3
ligdz (Masuda et al., 2002). Skp2 bol pévodne objaveny spolu s Skp1 ako protein spojeny s S-
fazovou kindzou Cdk2 a cyklinom A, a podl'a toho bol i pomenovany (Hersko et al., 2008).
Skp2 F-box podjednotka rozpozndva aviaze ako substridt predovsetkym inhibitor cyklin-
dependentnych kindz p27%P, ktory je nésledne ubikvitinovany celym SCFS**? E3 ligazovym
komplexom. Takto modifikovany p27%P je rozpozndvany a degradovany 26S proteazémom

(Obrazok 1.9), ¢im je zabezpeceny vstup bunky z GO/G1 do S-fizy (Masuda et al., 2002).

l./ E2 J \ = 26S Proteasome

RING-finger Protein
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Obrdzok 1.9 Schematické zndzornenie SCF*? komplexu (Wang et al., 2012).

Vysoké hladiny Skp2 boli pozorované u viacerych typov rakoviny, ktoré si spdjané s
nizkym prezivanim a nepriaznivymi terapeutickymi vysledkami, ¢o naznacuje, ze Skp2 sa
vyznamnou mierou podiela na tumorigénnej aktivite tychto buniek (Cai et al., 2020).
Pri rakovine prostaty dochddza k zvySenej pritomnosti Skp2, predovsetkym z dovodu delécie
PTEN a s lou spojenou zvySenou aktivitou PI3K/Akt drahy (Obrazok 1.10), ktord ma vplyv na
jeho zvySenu stabilitu. To néasledne vplyva na dalSie drahy spojené s bunkovym cyklom,
homolégnou rekombindciou a senescenciou buniek. MikroCipovou analyzou 622 vzoriek z
radikdlnej prostatektomie pacientov bola preukdzand pozitivna koreldcia medzi zvySenou
expresiou Skp2 a vysokym Gleason skdre s vysokymi hladinami PSA v sére (Yang et al., 2002).
Zaroven tito pacienti skor podstupovali dodatocni hormondlnu lieCbu po radikélnej
prostatektomii (Yang et al., 2002). Podobne autori [zhak et al. (2003) pozorovali silnd korelaciu
medzi zvySenou expresiou Skp2 a Ki67, markerom proliferacie buniek a jeho zvySena expresia

bola potvrdend pri metastatickom ochoreni.
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Obrdzok 1.10 ZvySend pritomnost’ Skp2 v désledku PTEN delécie a s iiou spojenou zvySenou aktivitou Akt. Vyslednd
stabilizacia Skp2 vplyva na bunecny cyklus, homolognu rekombindciu a senescenciu buniek (Wang et al., 2012).

Vztah metastazovania a Skp2 bol tiez popisany skupinou Ruan et al., (2017) kde autori
preukazali moznu spojitost prave s epitelovo-mezenchymovou tranziciou prostrednictvom
stabilizdcie Twist proteinu, jedného z markerov EMT (Obrazok 1.11). Pri zvySenej expresii
Skp2 dochddzalo k ubikvitindcii Twist proteinu cez lyzin K63 a k jeho néslednej stabilizécii.
Naproti tomu, pri niz§ich hladindch Skp2 dochéadzalo k ubikvitindcii cez lyzin K48
prostrednictvom beta-TrCP E3 ubikvitin ligdzou, ktord naopak vedie k jeho degradicii.
Rovnako bola skupinou Lu et al., (2017) preukazana korelacia zvySeného Skp2 a EZH2 u mysi

s rekurentnou formou rakoviny prostaty a s deléciou v génoch PTEN a p53.
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Obrdzok 1.11 Pri zvySeni Skp2 dochddza k ubikvitindcii cez lyzin 63 co vedie k stabilizdcii ciel’'ového Twist proteinu
u kastracne rezistentného karcinému prostaty (Ruan et al., 2018).

1.4. PERSONALIZOVANA MEDICINA

Na rozdiel od konvencnej lieCby, pri personalizovane] liecbe rakoviny mdze pacient
ziskat’ §pecificku liecbu ,,Sith na mieru“. V sucasnosti si dostupné viaceré technoldgie vratane
sekvenovania alebo mikroarray, ktoré ddvajui informdcie o zmenéch na drovni mnohych génov
(Lakshmanan et al., 2020). Sekvenovanie je jednym z pristupov k identifikacii §pecificke]
muticie, na ktord je mozné uplatnit’ cielenu liecbu. Mnohi pacienti s pokrocilym S§tadiom
rakoviny prostaty vSak mozu mat muticie nezndmeho vyznamu alebo mutdcie, na ktoré
nemame ziadnu ucinnu terapiu (Gleave et al., 2020). Sekvenovanie suboru 501 pacientov
s rakovinou prostaty, potvrdilo iba troch pacientov z celého stiboru ako nositel'ov , driving*
mutdcie, na ktord bolo mozné cielit lieCbu. Z tohto ddvodu samotné celogendmové
sekvenovanie nie je postacujuci pristup pre personalizovani medicinu (Pauli et al., 2017;

Rennert et al., 2016).

Rakovina prostaty sa vyznacuje inter- aj intra-tumorovou heterogenitou, ktora celkovo
moze stazovat’ klasifikdciu nadoru, atak prispievat’ k terapeutickej rezistencii (Xia et al.,
2019). Moznym riesenim je pouzitie vhodného modelu, zachytavajaceho pritomné mutacie a
heterogenitu buniek, ¢o by umoznilo testovanie potencialnych lie¢iv alebo ich kombinacii s

uz doposial’ pouzivanymi pristupmi (Elbadawy et al., 2020). Xenoimplantity odvodené od
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pacienta (PDX) sa ukazali ako dolezita platforma na objasnenie novych lieCebnych postupov a
biomarkerov v onkoldgii. Modely PDX sa pouzivaju na rieSenie klinicky relevantnych otazok,
vratane heterogenity nadoru k terapeutickej reakcii, vzorcov evolu¢nej dynamiky rakoviny
pocas progresie nadoru pod tlakom liekov a mechanizmov rezistencie na liecbu (Byrne et al.,

2017) .

1.4.1. 3D organoidové modely

Vhodnymi modelmi v personalizovanej medicine mo6zu byt aj samo-organizované
trojrozmerné kultiry organoidov, ktoré by mali do zna¢nej miery rekapitulovat’ heterogénne
zlozenie povodného nadoru a zachovat’ prostredie génovych mutécii (Xia et al., 2019; Pauli et
al., 2017; Weeber et al., 2015; Kretzschmar et al., 2016). Clevers a kolegovia boli prvi, ktori
ustanovili bunkovu kultiru geneticky stabilnych organoidov prostaty odvodenych z dospelych
luminalnych a bazalnych kmeniovych buniek (Karthaus et al., 2014; Sato et al., 2009). Ddlezité
je, ze identifikovali potrebné faktory podporujice proliferaciu, aktivaciu Wnt drdhy a inhibiciu
BMP drihy, ¢im zabezpecili rast kmerniovych buniek (Xia et al., 2019). Schopnost’ pestovat
organoidy s vysokou ucinnostou zo zdravych dospelych l'udskych kmenovych buniek
pripravila cestu pre vytvorenie organoidov z nadorového tkaniva pacienta (Drost et al., 2018).
Doteraz sa ukazalo, ze kultury organoidov si pocas dlhodobej kultivacie zachovavajia mutacné
vzory bez genetickych zmien pri niekol’kych typoch rakoviny, ako st hrubé ¢revo, pazerak,
pankreas, zaludok, peceni, endometrium a prsnik (Schiitte et al., 2017; Sato et al., 2011; Van de
Wetering et al., 2015; Fujii et al., 2016; Boj et al., 2015; Huang et al., 2015; Bartfeld et al.,
2015; Broutier et al., 2017; Turco et al., 2017; Sachs et al., 2018). Podobné vysledky boli
dosiahnuté s pouzitim bioptickych vzoriek metastatického hrubého Creva a prsnika (Weeber et
al., 2015; Drost et al., 2018; Sachs et al., 2018). Tento pristup k bunkovej kultivacii bol tiez
testovany na karcinéme prostaty v niekolkych $tidiach (Gao et al., 2014; Linxweiler et al.,
2019; Richards et al., 2019; Servant et al., 2021) s vyuzitim viacerych kultiva¢nych pristupov
zhrnutych v Tabulka 1.1.
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Tabulka 1.1Kultivacné podmienky pre prostatické ndadorové organoidy a sféroidy

) = )
. i < G 5 =
Referencie g § g i:’ —ﬂé
5 2 2 s 2
S T -
S|
o o S
s £ B ©
Médium B E E = &
fF 32 & z ¥
< < A
Matrix + + + - +
Jfeeder + - - -
FBS - - - -
BSA + - - + -
B27 suplement - + - - -
hESC suplement - - - + -
EGF + + + - -
FGF 2 - + + + .
FGF10 - + + - .
cholera toxin + - - - -
hydrokortizon + - - - -
R-spondin 1 - + - -
noggin - + - -
dihydrotestosteron - + + +
nikotinamid - + - - -
A 83-01 - + + - -
SB 202 190 - + - - -
Prostaglandin E2 - + + - -
Inzulin + - - - -
Adenin + - - - -
N-acetyl-L-cystein - + + - -
Y-27632 + + + + .
merkaptoetanol - - - + -

A83-01 - inbibitor TGFS, ADMEM/F-12 - advanced Dulbecco's modified eagle medium F-12, BSA - bovine
serum albumin, DMEM/F-12 - Dulbecco's modified eagle medium F-12, EGF - epithelial growth factor, FBS -
fetal bovine serum, FGF10 - fibroblast growth factor 10, FGF2 - fibroblast growth factor 2, KSFM - keratinocyte
serum-free medium, SB 202 190 - inhibitor p38, Y-27632 - Rock inhibitor.
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1.4.1.1.Podmienky kultivdcie pacientskych organoidov prostaty

Ako uz bolo zmienené v predoslej kapitole, ustanovit kultivacné podmienky zlozené
z potrebnych rastovych faktorov a inhibitorov podporujicich rast organoidov sa podarilo
kolektivu Hansa Cleversa. Vo svojej praci, zameranej predovsetkym na kultivaciu kmetiovych
buniek, stanovili kI'icové faktory potrebné pre zachovanie ich nediferencovaného stavu. Ich
rast v bez sérovom médiu, je zabezpecCeny vdaka pritomnosti faktorov nogginu, inhibitoru
BMP4 (bone morphogenic protein 4) a R-spondinu 1, zabezpeCujuceho Wnt signalizaciu
dolezith pre rozvoj organoidu (Gleave at al., 2020). Okrem toho, su potrebné aj d’alSie faktory
ako je EGF stimulujici rast ainvaziu buniek. Zaroven tento faktor redukuje apoptozu
epitelidlnych buniek podobne ako Rho-kindzovy inhibitor Y-27632, ktory predchddza anoikis-
sprostredkovanej bunkovej smrti. Dalsie potrebné faktory pre spustenie bunkovej proliferacie
su FGF2 a FGF10 (fibroblast growth factor 2 a 10). Inhibitor A83-01 blokuje ALKS v TGF-f
(transforming growth factor beta) signalnej dréhe, o taktiez zabezpeCuje ich neprerusenu
proliferdciu. V tomto médiu je zahrnuty aj N-acetylcysteinu ako antioxidant, chréniaci bunky
pred reaktivnymi formami kyslika a nikotinamid, poskytujuci dolezité zlozky pre metabolické

koenzymy (Gleave at al., 2020).

Pre kultivaciu organoidov prostaty je potrebné do média zahrmut aj DHT
(dihydrotestosteron) a PGE2 (prostaglandin E2), mediator zapalu sluziaci k regulcii cytokinov
(Gleave at al., 2019). Dalim z faktorov je p38 MAPK inhibitor - SB 202 190. Aj ked’ ho
niektoré prace uvadzaji ako esencidlny faktor (Karthaus et al., 2014; Drost et al., 2016; Sato et
al., 2011), najnovsie Studie poukazuju na to, ze p38 inhibicia v skuto¢nosti prekaza v raste
prostatickych organoidov prostrednictvom znizovania aktivity PI3K/Akt drahy (Beshiri et al.,
2018).

1.4.2. Ex vivo kultivacia nadorového tkaniva

Dal§i pristup k personalizovanému skriningu liekov predstavuje kratkodoba ex vivo
tkanivova kultira, ktora si zachovava vsetky zlozky mikroprostredia nadoru. Zaroven nddorové
bunky tohto modelu vykazuji de novo proliferativnu kapacitu, ktord je mozné vyuzit
k predpovedaniu terapeutickej odpovede a identifikaciu novych ciel'ov pri pokroc¢ilom ochoreni
(Shafi et al., 2018). Niekol'ko §tudii nedavno pouzilo rezy tkaniva pripravené vibratbmom na

testovanie liekov, vritane enzalutamidu, apalutamidu, docetaxelu, gemcitabinu alebo olaparibu
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(Van de Merbel et al., 2018; Zhang et al., 2019; Zhang et al., 2019) a tato metodoldgia bola tiez
pouzitd na analyzu agresivity nddoru v hypoxickych podmienkach (Bery et al., 2020). Tento
model bol okrem rakoviny prostaty pouzity aj u inych typov rakovin ako u mocového mechura,
prsnika, hrubého creva alebo zaludka (Schiewer et al., 2012; Naipal et al., 2016; Shafi et al.,
2018; Van de Merbel et al., 2018; Martin et al., 2019; Chen et al., 2020). Tkanivové rezy a
kultivacia ex vivo sa mozu pouzit’ aj pre PDX modely, ktoré sa povazuju za zlaty §tandard pre
vyskum rakoviny a predklinické testovanie liekov (Bery et al., 2020; Van de Merbel et al.,
2021). Verné zachovanie tkanivovej Struktury a funkcie v ex vivo PDX kultire pontka
prilezitost na skrining ucinnosti lieCby, ¢im sa znizuju naklady a pocet experimentalnych

zvierat (Zhang et al., 2019; Van de Merbel et al., 2021).
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2.1.

2.2,

CIELE PRACE

PROJEKT 1: VYZNAM PROTEINOYV SKP2 A SLUG V NADOROCH
PROSTATY

Stadium kolokalizdcie Skp2 a Slug pomocou multiplexovej imunohistochémie
Analyza vzajomného vzt'ahu Skp2 a Slug pomocou funkénych in vitro experimentov na
prostatickych bunkovych linidch po chemickej inhibicii a RNA interferencii

Stadium kolokalizacie Slug a bazdlneho markeru p63 v mysacej prostate

PROJEKT 2: PREDIKTIVNE MARKERY A MODELY
V PERSONALIZOVANE]J MEDICINE

Stanovenie pritomnosti fizneho génu pomocou metédy PCR z RNA izolovanej
z parafinovych blockov

Priprava a testovanie aktivity kondiciovaného média s R-spondinom 1 a nogginom
Optimalizacia a porovnanie viacerych kultivaénych podmienok organoidov prostaty
Analyza vybranych proteinov v organoidoch pomocou imunohistochemického farbenia

Testovanie vplyvu gemcitabinu v kombindcii Chk1 inhibitoru v nativnom tkanive
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3. MATERIAL A METODY

3.1. PROJEKT 1: VYZNAM PROTEINOV SKP2 A SLUG
V NADOROCH PROSTATY

3.1.1. Pacienti a Standardna imunohistochémia

Stidia bola schvalena Etickou komisiou Fakultnej nemocnice a Lekarskej fakulty
Univerzity Palackého v Olomouci (¢.j. 127/14). Archivne vzorky nadoru prostaty fixované vo
formaline a zaliate do parafinu (FFPE) ziskané po radikdlnych prostatektomidch v rokoch 1998
az 2011 (Tabulka 3.1) boli imunofarbené vhodnymi protilatkami podla Standardnych
manudlnych a automatickych technik (Tabulka 3.2). Proteinovd expresia bola
semikvantitativne hodnotend patolégom pomocou histoskére, kde sa percento pozitivnych
buniek (0-100 %) vynasobilo intenzitou farbenia (0-3), o viedlo ku kone¢nému histoskoru

medzi 0 a 300.

Tabulka 3.1 Klinické charakteristiky retrospektivnych vzoriek pacientov s rakovinou prostaty (N=101).

Charakteristika Podskupiny N %
49-60 36 35,6
Vek 61-70 57 56,4
71-76 8 7,9
<4 12 11,9
4-10 40 39,6

PSA v sére (ng/ml)

>10 48 47,5

chybajice 1 1,0
<7 22 21,8
Gleason skore 7 49 48,5
>7 30 29,7
pT2a-c 42 41,6
Stadium nadoru pT3a-b 50 49,5
pT4 9 8,9
pN1 29 28,7
Stav lymfatickych uzlin pNO 65 64,4
pNx* 7 6,9

*bez lymfadenektomie
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3.1.2. Multiplexna imunohistochémia

Multiplexné imunofluorescencné farbenie sa uskutocnilo pomocou supravy Opal
Fluorescent IHC Kit s amplifikdciou tyraminového signdlu (Perkin Elmer) na FFPE rezoch
vybranych pripadov podla protokolu vyrobcu. Expresia Skp2 a Slug bola monitorovana
pomocou Cy3 (Opal 570) a Cy5 (Opal 670), bunkové jadrd boli zafarbené DAPI. Obrazky boli
zachytené konfokdlnym mikroskopom LSM780 a softvérom ZEN 11 (Zeiss). Preparity boli
nasnimané aj pomocou softvéru MantraSnap 1.0.4 zahrnutého v Mantra Quantitative Pathology
Workstation (Akoya Biosciences). Z kazdého sklicka bolo ndhodne vybranych 5 réznych
oblasti zdujmu (ROI) so zameranim na nddorovy parenchym aj strému. Takto ziskané fotografie
sa d’alej analyzovali pomocou softvéru InForm 2.4.6. (Akoya Biosciences) pripravenym
algoritmom. Po automatickej bunkovej segmenticii boli vyhodnotené Skp2 a Slug pozitivne

bunky, vratane ich spolo¢nej koexpresie.

Vypreparované mysie prostaty boli upevnené v Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound
(Sakura) a kryokonzervované. Kryorezy mySacieho tkaniva boli fixované 4% formaldehydom
pocas 30 minut. Dvojité farbenie a analyza bola prevedend uz popisanym postupom. Expresia
p63 a Slug bola monitorovand pomocou Cy5 (Opal 670) a Cy3 (Opal 570) a bunkové jadra boli
zafarbené DAPL.

3.1.3. Bunkova kultara

Na ucely tejto studie boli pouzité bunkové kultary PC3 a PC3 DR12, ziskané od prof.
Watsona (Dublin, Irsko) a kultivované v DMEM (Dulbeccovo modifikované eagle médium;
Sigma-Aldrich) doplnenom 10% FBS (fetal bovine serum) a antibiotikami. Bunky PC3 DR12
boli oSetrené 12,5 nM koncentraciou docetaxelu po dobu 48 hodin raz za mesiac (Puhr et al.,
2012). Bunky DU 145 (ATCC) boli kultivované v RPMI 1640 (ThermoFisher Scientific) s 10
% FBS a antibiotikami. Na kultivacii buniek mySacieho adenokarcinému prostaty E2 a cE2 a
sortrovani epitelovych a mezenchymalnych sublinii, odvodenych z Trop-2 pozitivnych a Trop-
2 negativnych DUI145 populdcii, sa podielala pracovna skupina doktora Soucka v Brne
(Simegkova et al., 2019). Na overenie pdévodu bunkovych linii bola pouZita stprava
AmpFLSTR Identifiler PCR Amplification Kit (ThermoFisher Scientific) (Doc. Radek Vrtél,
Ustav lekdrskej genetiky LF UP).
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3.1.4. Western blot analyza

Bunky sa zozbierali a lyzovali v RIPA pufri (50mM Tris HCI pH 8.0; 150mM NaCl;
1% NP-40; 0,5% deoxycholdt sodny; 0,1% SDS) doplnenom o kokteil inhibitorov
protedz/fosfatdz (Roche) po dobu 1 hodiny na l'ade za neustdleho mieSania. Nasledne boli
centrifugované pri 15 000 rpm po dobu 30 min pri 4°C. Dvadsat mikrogramov lyzatu sa
separovalo elektroforézou v 10% Bis-Tris polyakrylamidovom géli a prenieslo polosuchym
blotterom (BioRad) na nitrocelulézovi membranu (GE Healthcare). Vybrané proteiny boli
rozpoznané Specifickymi primarnymi protilatkami (Tabulka 3.2) a sekundarnymi protildtkami
spojenymi s chrenovou peroxidazou. Chemiluminiscen¢ny signal bol zachyteny na Fc Odyssey
Imaging System (LI-COR) po pridani substrdtov SuperSignal West Dura alebo Femto

(ThermoFisher Scientific).

Tabulka 3.2 Zoznam pouZitych protildtok

Protildtka Klon Kat. ¢islo Riedenie Dodavatel
Skp2 2C8D9 32-3300 1:600 Invitrogen
Slug C19G7 9585 1:1 000 Cell signalling
Twist 2C1A sc-81417 1:250 Santa Cruz
GAPDH G8795 G8795 1: 10 000 Sigma
p27Kip SX53G8.5 sc-53871 1:200 Santa Cruz
MdmX 8C6 04-1555 1:200 Merck Millipore
N-kadherin 32/N-cadherin 610920 1:2500 BD Pharmingen
E-kadherin 36/E-cadherin 610182 1:5000 BD Pharmingen
FBXO11 polyclonal A301-177A 1:2 000 Bethyl lab.
o-tubulin DMI1A T5168 1:1000 Sigma-Aldrich
AE 1-3 (pan-CK) AEl a AE3 MU 071-U1 1:200 Bio-Genex
AMACR 13H4 Z2001RL 1:500 Zeta Corporation
androgénovy receptor AR441 M3562 1:25 Dako
CK18 DC10 M7010 1:100 Dako
CK19 RCK 108 MO0888 riedend* Dako
ERG EPR3864 2805-1 1:400 Epitomics
Ki67 MIB-1 M7240 1:200 Dako
p63 DAK-p63 M7317 riedend* Dako
YH2AX JBW301 05-636 1:500 Millipore

riedena* vyrobcom na priame pouZitie
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3.1.5. Chemické inhibitory

Inhibitory Skp2 (zltcenina 25; alias SZL-P1-41; Tocris), histondeacetyldzy (sirtinol;
Tocris) a nedyldcie (MLN4924, Pevonedistat; Active Biochem) boli najskor testované MTT
testom viability. Testované koncentricie inhibitorov boli 1,25-20 uM (zlacenina 25), 0,04-25
uM (sirtinol) a 0,04-1 uM (MLLN4924).

Bunky PC3 a PC3 DR12 boli oSetrené koncentracnou Skalou zluceniny 25 (10-40 uM)
a inkubované pocas 48 hodin. Po 24 hodinach inkubacii buniek s 25 puM sirtinolom sa pridal
cykloheximid (50 pg/ml) na 2 a 4 hodiny. Rovnako, ako PC3 a PC3 DR12, boli ovplyvnené aj
bunkové linie pozitivne na androgénovy receptor 22rv1l, C4-2, LAPC4 1 a 2 uM inhibitorom
MLN4924 po dobu po dobu 48 a 24 hodin. VSetky experimenty boli prevedené minimalne

v troch opakovaniach.

3.1.6. RNA interferencia

Bunky PC3 a PC3 DRI12 boli oSetrené pomocou Lipofectamine RNAIMAX
(ThermoFisher Scientific) s koncentraciou 20 nM kontrolnej siRNA (UAA UGU AUU GGA
ACG CAU A; Eurofins Genomics) alebo siRNA proti Skp2 (EHU094381, Sigma Aldrich)

pocas 48 hodin. Experimenty sa uskutocnili najmene;j trikrat.

3.2. PROJEKT 2: PREDIKTIVNE MARKERY A MODELY
V PERSONALIZOVANE]J MEDICINE

3.2.1. Kvantitativha PCR pre fizny gén TMRSS2-ERG

Vybrani pacienti boli vyhodnocovani pomocou kvantitativnej PCR. Vzhl'adom na
nepriaznivy u€inok spomalenej fixacie vacSich kuskov tkaniva, TMPRSS2-ERG bolo mozné
vyhodnotit’' pomocou PCR iba u mensej skupiny pacientov (u 31 z 35 vzoriek) spracovanych
rychlejSou fixaciou pre mensie tkanivové kusky (vid Kurfurstova et al., 2016). RNA bola
izolovand z parafinovych rezov pomocou RNeasy FFPE Mini Kit (Qiagen), kvantifikovand
pomocou Nanodropu a pre amplifikovand pomocou Whole Transcriptome Amplification Kit
(Sigma-Aldrich). Nésledne boli vzorky podrobené qPCR s pridanim §pecifickych primerov
a préb (TMPRSS2-ERG: forward CTG GAG CGC GGC AGG AA, reverse GTC CAT AGT
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CGC TGG AGG AG, proba Cy5 TGA GTG AGG ACC AGT CGT TG-BHQ2; POLR2A:
forward CAA GTT CAA CCA AGC CAT TG, reverse CCA GCA TAG TGG AAG GTATTC
A, proba No. 87 z Universal Probe Library, Roche) na pristroji Light Cycler 480 (Roche).
Vzorky uktorych nebolo mozné zachytit signal pre POLR2A boli povazované za
nehodnotitel'né. Celkovo sme vyhodnotili 10 pacientov ako TMPRSS2-ERG pozitivnych a 18
negativnych. Podskupina pacientov (N=12; Kolar et al., 2014) bola vyhodnocovand na
pritomnost chromozomovej prestavby na v pozicii 21q22 pomocou fluorescencnej in situ
hybridizacie (FISH) s pouzitim Poseidon TMPRSS2-ERG (21g22) Del, Break, TC Probe
(Kreatech Diagnostics). Vysledky qPCR i1 FISH boli v zhode.

3.2.2. Ustanovenie a pestovanie organoidov alebo sféroidov

Stadia bola schvalena Etickou komisiou Fakultnej nemocnice Olomouc (&. 127/14) a
vSetky vzorky boli ziskané na Urologickej klinike Fakultnej nemocnice Olomouc (Olomouc,
Ceské republika) na zaklade informovaného suhlasu podpisaného vietkymi pacientmi, ktori
podstipili radikdlnu prostatektomiu alebo transuretrdlnu resekciu prostaty (TURP) v rokoch

2017-2020. Nadorové a benigne vzorky boli vybrané skisenymi patologmi.

Tkanivové vzorky umiestnené v sterilnej Petriho miske, sa trikrdt premyli 1x PBS a

nasekali na malé kuasky.
Na travenie tkaniva sa pouzili tri pristupy:

1. kolagendza I-A (2,5 mg/ml, Sigma-Aldrich) pocas 2 hodin,

2. kolagendza typu I (125 jednotiek/ml, Worthington Biochemical Corp.,) a nasledne
Tryple (Sigma-Aldrich) pocas 15 minut,

3. dprava na izoldciu nddorovych buniek (Tumor Dissociation Kit) v pristroji

gentleMACS Dissociator (Miltenyi Biotec).

Jednobunkova suspenzia (50 000) bola vysadend do kvapky Matrigelu (Corning) v 4-
jamkovej miske (Nunc; kat. ¢islo:144444) alebo 24-jamkovej dosticke s nizkou prilnavost'ou

(Corning)(Obrazok 3.1).
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Obrdzok 3.1 Schematické zndzornenie spracovania vzorky a ndslednej kultivdacie organoidov prostaty.

Hlavna podskupina vzoriek bola kultivovana podla (Drost et al., 2016). ADMEM/F-12
(ThermoFisher Scientific) bolo doplnené o 1x Glutamax (ThermoFisher Scientific), 10 mM
HEPES (ThermoFisher Scientific), 1% antibiotikd, obohatené o 1x suplement B27
(ThermoFisher Scientific), 5 ng/ml EGF (ThermoFisher Scientific), 5 ng/ml FGF2 (Peprotech),
10 ng/ml FGF10 (Peprotech), 10 mM nikotinamid (Sigma-Aldrich), 500 nM A83-01 (Tocris
Bioscience), 10 uM SB 202 190 (Sigma-Aldrich), 1 uM prostaglandin E2 (Tocris Bioscience),
I nM R1881 (Organon), 1,25 mM N-acetylcystein (Sigma-Aldrich), 10 uM ROCK-inhibitor
Y-27632 dihydrochlorid (Santa Cruz Biotechnology)(priloha 1). Doélezité je, ze médium bolo
tiez doplnené bud’ o 0,5 pg/ml rekombinantného R-spondinu 1 a 0,1 pg/ml nogginu (oba

Peprotech) alebo prislusnym upravenym médiom (Tabul'ka 3.3).

Podskupina pacientov bola suCasne kultivovana v modifikacii bez nikotinamidu a
inhibitora p38 (SB 202 190) (Tabul'ka 3.3)(Beshiri et al., 2018). Prevzali sme aj sféroidnu a
organoidnu kultdru (Linxweiler et al., 2019). Pouzité médium StemPro sa skladalo (pre celkovy
objem 100 ml) z 89,8 ml Gibco Glutamax DMEM/F-12 (ThermoFisher Scientific), 7,2 ml 25%
BSA (ThermoFisher Scientific), 182 ul 2-mercaptoetanol (ThermoFisher Scientific), 2 ml
StemPro hESC Suplement (ThermoFisher Scientific), 1 ml penicilin/streptomycin (Sigma-
Aldrich), 1 pul 10 pM R1881 (Organon), 40 pul FGF-b (20 pg/ml; ThermoFisher Scientific) a
17,48 ul 50 mM Y-27632 (Santa Cruz Biotechnology). Organoidy v Matrigeli boli pasazované
trituraciou a disociaciou s pouzitim dispazy (Thermo Fisher Scientific). Bunkové suspenzie z
organoidov alebo sféroidov boli d’alej disociované pomocou Liberase (Roche) alebo Tryple

(Sigma-Aldrich) (Strnadel et al., 2018).
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Tabulka 3.3 Kultivacné podmienky organoidov

Rast organoidov

Kultiva¢né podmienky Disociacia No. Vek stage G N SV RO .

tumor benign

kolageniza I-A 1400 62 pT3 4+4 NO O O nie nie

kolagendza I-A 1402 68 pT3 5+4 Nl 0 1 nie nie

kolagendza I-A 1404 64 cT4 3+4 NO O 1 nie nie

médium 1 kolagendza I-A 1412 65 pT3b 443 NO 1 O nie 4no

Drost et al. 2016 kolagendza I-A 1418 64 pT2c 34344 NO O 1 nie nie

kolagendza I-A 1421 67 pT4 445 NO 1 1 nie nie

CM pre noggin a kolagenaza I-A 1425 62 pT4 4+5 N1 1 1 nie nie

R-spondin 1 kolageniza I-A 1429 74 pT3 4+3 NO O 1 ano nie

kolagendza I-A 1436 64 pT3b 443 NO 1 O nie 4no

kolagendza I-A 1448 69 pT2c 3+4 NO O 1 4no 4no

kolagendza I-A 1481 69 pT3b 5+4 Nl 1 O 4no 4no

MACS 1486 65 pT2c 4+4 NO O O ano ano

MACS 1488 51 pT3b 5+4 NO 1 O nie nie

MACS 1490 65 pT3a 4+3 NO O O ano ano

MACS *1515 70 pT2c n.d. Nx 0 O dno nie

médium 2 MACS 1527 68 pT3a 4+5 NO 1 1 nie ano

Drost et al. 2016 kolageniza I-A 1528 65 pT3b 5+4 NO 1 1 nie nie

kolageniza I-A 1539 62 pT3a 3+4 NO O O ano ano

CM iba pre R-spondin 1 ~ kolagendza I-A 1542 71 pT3b 4+5 NO 1 1 ano ano

noggin (Peprotech) kolagendza I-A 1544 68 pT2b 445 NO O O 4no 4no

kolagendza I-A 1549 60 pT3a 445 NO O 1 4no 4no

kolagendza I-A 1558 46 pT2b 3+4 NO O 1 4no 4no

kolagendza I-A 1658 61 pT3b 445 NO 1 O 4no 4no

kol.I + Tryple 1678 65 pT2a 443 NO O O 4no 4no

kol.I + Tryple 1591 64 pT3b 4+5 NO 1 0 ano ano

kol.I + Tryple 1595 70 pT3a 5+4 NO O O 4no 4no

subezna kultivacia koL.I + Tryple 1597 50 pT3a 443 NO O 1 dno dno

v médiu 2 kol.I + Tryple 1600 72  pT3a 4+3 NO O 1 ano ano

kol.I + Tryple 1611 50 pT2b 3+4 NI 0 O dno ano

kolagendza I-A 1628 67 pT3b 3+4 NO 1 0 nie nie

kol.I + Tryple 1591 64 pT3b 4+5 NO 1 0 ano ano

a v médiu 3 kol.I + Tryple 1595 70 pT3a 5+4 NO O O ano ano

Beshiri et al. 2018 kol.I + Tryple 1597 50 pT3a 443 NO O 1 4no 4no

modif. médium 2 kol.I + Tryple 1600 72 pT3a 443 NO O 1 4no 4no

bez SB 202190 kol.I + Tryple 1611 50 pT2b 3+4 NI 0 O dno ano

a nikotinamidu kolagendza I-A 1628 67 pT3b 3+4 NO 1 O nie nie

kolagenaza I-A 1930 75 pT3b 4+5 N1 1 1 ano n.d.

kolageniza I-A 1933 59 pT2c 3+4 NO O 1 nie n.d.

médium 4 kolagendza I-A 1942 57 pT2c 443 NO O 1 nie n.d.

Linxweiller et al. 2019  kolagenaza I-A 1948 59 pT3a 4+3 NO O O dno n.d.

kolagendzaI-A 1953 61 pT3a 443(+5) NO O 1 4no n.d.

sféroidy na ,,low kolagendzaI-A 1966 58 pT2c 4+3 NO O 1 dno n.d.

attachement™ plaste kolagendza I-A  **1968 83  n.d. 4+4 nd. nd. nd. nie n.d.

kolagendzaI-A 1970 47 pT3a 3+4 NO O O nie n.d.

kolagendza I-A 1981 65 pT3a 34445 NO O 1 nie n.d.

kolageniza I-A 1990 64 pT3b 4+4 N1 1 0 ano n.d.

kolagendzaI-A 1995 52 pT2c 3+4 NO O 1 4no n.d.

kolagendza I-A  **1993 79  n.d. 5+5 nd. nd. nd. nie n.d.

kolagendza I-A 2002 69 pT2c 4+3 NO O O dno n.d.

médium 4 kolagendzaI-A 2010 73  pT3a 443 Nl 0 O nie n.d.

Linxweiller et al. 2019  kolagenazaI-A 2018 63 pT3b 5+4 Nl 1 O 4no n.d.

kolagendza I-A  *¥2021 85 n.d. 4+4 nd. nd. nd. nie n.d.

organoidy v Matrigel ~ kolagendza I-A 2023 66 pT3a 4+3 NI 0 1 dno n.d.

kolagendza I-A 2049 74 pT4 3+4 NO O 1 nie n.d.

kolagendza I-A 2053 70 pT3a 445 NO O O 4no n.d.

kolagendza I-A 2055 70 pT3a 3+4 NO O O 4no n.d.

*neoadjuvant. LHRH lieCba; ** TURP, transuretralna resekcia prostaty; CM, kondiciované médium
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3.2.3. R-spondin 1 a noggin kondiciované médium

Bunky HEK 293-T produkujice R-spondin 1 a noggin ndm poskytli prof. Calvin Kuo
(Stanford University, USA) a Hans Clevers (Hubrecht Institute, Holandsko)(Gao et al., 2014).
Bunky produkovali R-spondin 1 a noggin pocas 7 dni v ADMEM médiu bez séra (Advanced
Dulbecco's Modified Eagle medium; Sigma-Aldrich) doplnenom o HEPES a Glutamax.

Aktivita kondiciovaného média s R-spondinom 1 bola potvrdena zvySenim
luciferazového signdlu (Luciferase Assay System, Promega) v reportérovych bunkédch
SuperTopFlash 293T, ktoré ndm poskytol Dr. Vitézslav Bryja (Masarykova univerzita, Ceska
republika). Dvadsat percent upraveného média R-spondinu 1 v kompletnom médiu odpovedalo

aktivite 0,5 pg/ml rekombinantného R-spondinu 1 (Peprotech) (Obrazok 3.2).

Aktivita kondiciovaného média s nogginom bola potvrdena znizenim luciferazového
signdlu (Luciferase Assay System, Promega) po pridani 0,1 ug/ml BMP4 k reportérovej
bunkovej linii BRITER (BMP Responsive Immortalized Reporter bunkova4 linia; zakipena od
Kerafast) (Yadav et al., 2012). Dvadsat percent upravené¢ho nogginu v kompletnom médiu

zodpovedalo aktivite 0,1 pg/ml rekombinantného nogginu (Peprotech) (Obrazok 3.3).

400 000
350 000

300 000

250 000
3 200000
o
150 000
100 000
50 000
0 ——

R-spondinl R-spondinl CM.10% CM.20% C.M.30% C.M. 40% C.M.50% C.M. 100%
0 pg/ml 0.5 pg/ml

Obrdzok 3.2 Aktivita kondiciovaného média R-spondin 1 (C.M.). Aktivita 0,5 ug/ml rekombinantného R-spondinu 1
(Peprotech) zodpovedala 20 % upravenému médiu v luciferazovom reportérovom teste s pouZitim buniek SuperTopFlash (STF)
293T.
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Obrdzok 3.3 Aktivita kondiciovaného média noggin (C.M.). Zvyseny signal po pridani 0,1 ug/ml BMP4 k bunkdm BRITER
(BMP Responsive Immortalized Reporter bunkova linia) bol zniZeny pridanim 0,1 ug/ml rekombinantného proteinového
nogginu (Peprotech). Podobnd down-reguldcia bola dosiahnutd s 20 % koncentrdciou upraveného média (C.M. ).

3.2.4. Zaliatie organoidov a sféroidov do parafinu a imunohistochémia

Pre manipuldciu s malymi organoidmi alebo sféroidmi bola pouzita metéda trombinove;j
zrazeniny. Premytd peleta bola rozsuspendovana v zmesi 225 pl plazmy (alikvoty pripravené
z krvi dobrovol'nikov s citrdtom sodnym a po centrifugécii po dobu 5 mint pri 3000 g) s 5,65
ul 1 M chloridu vépenatého. Zrazenina sa vytvorila pridanim 22,5 pl trombinu (120 NIHU/ml,
Sigma Aldrich) a preniesla sa Spickou pipety do Tissue-Tek Paraform Sectionable Cassette pre
malé vzorky (Sakura). Organoidy v Matrigeli boli priamo umiestnené do rovnakej kazety
pomocou zeleznej lyzice. Formalinova fixacia a parafinové zaliatie (FFPE) sa uskutoCnili podl'a
Standardného protokolu. FFPE organoidy, sféroidy a vzorky tkaniva boli imunofarbené
vhodnymi protilatkami podla Standardnych manualnych alebo automatickych protokolov

(Tabul’ka 3.2).
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3.2.5. Tkanivova kultira P'udskej rakoviny prostaty

Pre kratkodobé ex vivo tkanivové kultiry bol prevzaty protokol od skupiny Karen
Knudsen (Schiewer et al., 2012; Shafi et al., 2018). Tkanivo bolo ziskané od patologa
bezprostredne po radikélnej prostatektomii a sterilne rozrezané na 1 mm? v boxe s laminarnym
pradenim (Tabul'ka 3.4). Kudsky tkaniva sa umiestnili do 24-jamkovych dosticiek na Spongiach
(Spongostan dental, Johnson & Johnson), ktoré sa namocili do 500 ul média (DMEM/F12
doplneného 5% FBS, 0.5 pg/ml hydrokortizonom, 5 pg/ml inzulinom a antibiotikami). V Case
0 boli tkaniva oSetrené¢ 500 nM gemcitabinom (Carbosynth Ltd) alebo Cistym médiom
v kontrole a dosticky sa umiestnili do inkubéatora pri 37°C a 5% C02. Ovplyvnenie 4uM MU380
(poskytnuté Dr. Kamilom Paruchom, Masarykova univerzita, Ceska republika) sa uskuto&nilo
0 24 hodin neskor a tkaniva boli spracované v ¢asovom bode 48 hodin (Samadder et al., 2017;
Drépela et al., 2020). Z kazdého oSetrenia boli dva kusy zmrazené a jeden fixovany v 4%
formaline. Bloky fixované vo formaline a zaliate do parafinu boli narezané pomocou
mikrotomu a sklicka boli podrobené Standardnému farbeniu hematoxylinom a eozinom. Vzorky
s rakovinovymi bunkami pritomnymi vo vSetkych experimentalnych podmienkach boli

imunohistochemicky zafarbené na Ki67 a yH2AX (Tabul'ka 3.2).

Tabul'ka 3.4 Kohorta pacientov kultivovand ex vivo tkanivovou kultiirou

Kultiva¢né podmienky No. Vek N Sv RO stage
1856 62 N1 1 1 pT3b
1878 70 NO 1 0 pT3a
1882 60 NO 0 1 pT3a
1886 53 NO 0 1 pT3a
Schiewer et al., 2012 1906 65 N1 1 1 pT3b
ex vivo tkanivova kultdra 1942 57 NO 0 1 pT2c
1955 72 NO 0 1 pT3a
1959 74 N1 0 1 pT3a
1964 67 NO 0 1 pT3a
*1968 83 n.d. n.d. n.d. n.d.

* TURP, transuretrdlna resekcia prostaty
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4. VYSLEDKY

4.1. VYZNAM PROTEINOV SKP2 A SLUG V NADOROCH PROSTATY

4.1.1. Expresia Skp2 korelovala so Slug u pacientov s vysokym Gleason

skore a s metastazami do lymfatickych uzlin

Retrospektivnou analyzou na vzorke 101 pacientov (Tabul'ka 3.1) sme zistili, ze agresivny
karciném prostaty (PCa) je asociovany s vysokou expresiou Skp2 anizkou expresiou E-
kadherinu (Obrazok 4.1A). Vyskum tychto interakcii bol rozsireny o §tidium Slug proteinu,
jedného z negativnych regulatorov E-kadherinu a tiez o AR, beta-catenin a Ki67. Signifikantny
narast expresiec AR a Slug bol pozorovany v nddoroch pacientov, ktori mali metastizy
v lymfatickych uzlindch (Obrazok 4.1B). Vysledky sme tiez podrobili korelacnej analyze. Skp2
mierne korelovalo so Slug a AR v rdmci celej skupiny pacientov (Rs 0,32 a 0,37;Tabul'ka 4.1).
Vyssia koreldcia u oboch proteinov bola u pacientov s vysokym Gleason skoére (Rs 0,56
a 0,53;Tabulka 4.1) a pre Slug aj u pacientov s metastidzami do lymfatickych uzlin (Rs 0,56;
Tabulka 4.1). Expresia Slug bola rovnako pozorovand aj u 32 pacientov s benignou
hyperplaziou prostaty (BPH) v oblasti susediacej s nddorom. Tento poznatok bol v silade s
pozorovanim Esposito et al. (2015), kedy expresia Slug bola signifikantne vyssia u BPH
v porovnani s PCa (p<0,001; medidn BPH histoskére 30, rozsah 0-175).
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Obrdzok 4.1 Imunohistochemickd analyza Skp2, AR, Slug a E-kadherinu. (A) Signifikantny ndrast expresie Skp2, AR a
Slug spolu s nizkou expresiou E-kadherinu boli pozorované u primdrneho nddoru prostaty pacientov, ktori mali metastdzy do
lymfatickych uzlin (met). Lokalizované (loc) a pokrocilé (adv) nadory boli definované ako pT2a-c, NO a T3-T4, NO.
Krabicové grafy reprezentujii medidn, percentil 25-75% a Skdlu hodnot. P-hodnoty <0.05, <0.01 a <0.001 si oznacené ako
¥ ¥k q %% (B) Priklady imunohistohemického farbenia pre Skp2, E-kadherin, Slug a AR v tkanive primdrneho nddoru
prostaty s Gleason skore 8 (4+4).

Tabul'ka 4.1 Spearmanova koreldcia (Rs) vybranych proteinov v rdmci celého siiboru pacientov s vysokym Gleason skore
alebo s pozitivnymi lymfatickymi uzlinami.

. . celd skupina Gleason >7 pozitivne LN
Protein 1 Protein 2 (N=101) (N=30) (N=29)
Slug 0.322 0.557 0.559
Skp2
androgénovy receptor 0.37 0.535 0.372
Slug androgénovy receptor 0.154 0.374 0.285
Ki67 androgénovy receptor 0.054 0.246 0.504
1_
membranovy beta-katenin -0.193 -0.234 -0.418
E-cadherin membranovy beta-katenin 0.106 0.423 0.615

Rs koeficienty nad 0,5 sii zvyraznené tucnym pismom, zatiat ¢o nevyznamné hodnoty si oznacené kurzivou.

4.1.2. Multiplexova imunohistochéma potvrdila kolokalizaciu Skp2 a Slug

v nadorovom tkanive

Pre lepSie objasnenie korelacie Skp2 a Slug bola zvolend metdda dudlneho farbenia,
ktorej vysledkom bolo pozorovanie dvojito pozitivnych nddorovych buniek v oblastiach
s vysokym Gleason skdre. Oba proteiny boli pritomné v rovnakom jadre, aj ked ich signaly sa
celkovo neprekryvali (Obrdzok 4.2). Obrazova analyza bola robend aj Mantra systémom
(Obrazok 4.3) avysledky tejto analyzy boli vzhode svysledkami Standardnej

imunohistochémie.
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Obrdzok 4.2 Multiplexovd imunohistochémia Skp2 (zelend) a Slug (Cervend) v primdrnom ndadore dvoch pacientov s
metastdzami do lymfatickych uzlin. (A) Obcasny vyskyt dvojito pozitivnych jadier v tkanive s Gleason stupiiom 3 u pacienta
#21 (pT2c, pN1, Gleason skore 342, PSA v sére 6,4 ng/ml). (B) Podobnd frekvencia kolokalizdcie bola pozorovand v tkanivovej
oblasti s Gleason stupiiom 3 od pacienta #62 (pT3a, pN1, Gleason skore 4+3, PSA v sére 2,78 ng/ml), zatial’ ¢o bola zvysend
v oblasti s Gleason stupiiom 4 (C,D). Jadrd boli farbené s DAPI (modrd). Obrdzky boli zachytené konfokdlnym mikroskopom
LSM780 (Zeiss).

Obrdzok 4.3 Analyza multiplexovej imunohistochémie systémom Mantra (A) Schematickd vizualizdcia oblasti tkaniva
(epitelidlného — hnedd, mezenchymdlneho — tmavozelend a prdzdne oblasti — tmavomodrd) a segmentdcie buniek (jednotlivé
bunky s pozitivitou na Skp2 a Slug sii cervené a zelené; dvojito pozitivne alebo negativne sii Zltej alebo modrej farby). (B)
Rovnaka oblast zobrazujiica segmentaciu buniek (pre Skp2 aj Slug). (C,D) Samostatné kandly pre Skp2 a Slug. Vetky obrazky
su zhotovené pri 200x zvdicseni. Analyza potvrdila 5,5% dvojito pozitivnych buniek v piatich zornych poliach (9,7 % v
zobrazenej oblasti) v tkanive rakoviny prostaty pacienta #62 (vid. tiez obrdzok 4.2), ¢o bolo v zhode s vysledkami ziskanymi
Standardnou imunohistochémiou (10% Skp2 pozitivnych a 30% Slug pozitivnych buniek).
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4.1.3. Mezenchymalny fenotyp bol asociovany so zvySenou expresiou Skp2

a Slug u 'udskych PC3 a mysich E2 rakovinovych buniek

Dalej sme analyzovali Skp2, Slug a d’alsie vybrané proteiny u troch skupin prostatickych
epitelidlnych bunkovych linii (PC3, DU145 a E2) aich mezenchymadlnych ndprotivkov.
V predoslej praci bolo publikované, ze vysokd expresia Skp2 je spojend s mezenchymdalnym
fenotypom a zvySuje tumorigénny potencial u DU145 prostatickej bunkovej linie (Simetkova
et al. 2019). Tieto bunky vSak maji vel'mi nizku expresiu Slug (Obrazok 4.4), ¢o je v zhode
s inymi pracami (Esposito et al. 2015). Na druhu stranu docetaxel rezistentné PC3 a mySie E2
bunky mali zvySenu expresiu Slug, Skp2 a mezenchymdlnych markerov v porovnani s ich

epitelidlnymi subliniami.

3o} ’ o
FE PSS Y  «oa
E-cadherin  wu . .= 12
- -
Trop-2 . - 55
= =
Skp2 I e B, 48
Slug s - <«— 30
N-cadherin vuF «— 130
-— -
Vimentin e - —<— 55

Obrdzok 4.4 Western blot analyza Skp2, Slug a d’alSich vybranych proteinov spojenych s epitelovym alebo mezenchymdlnym
fenotypom u bunkovych linii rakoviny prostaty. Epitelové bunky (PC3 AC, DU145 a cE2) a ich mezenchymové ndprotivky (PC3
DR, DUI145 mes. a E2) boli analyzované v troch opakovaniach. V pripade mezenchymového fenotypu, vietky testované bunkové
linie vykazovali upreguldciu Skp2. Upreguldcia Slug bola detegovand u PC3 DR a E2, ale nie u DUI45 mes. buniek. Iné
epitelidlne (E-kadherin, Trop-2) a mezenchymdlne (N-kadherin, Zebl a vimentin) markery vykazovali upreguldciu so
zodpovedajiicim fenotypom, okrem N-kadherinu v bunkach DUI45, pravdepodobne v dosledku velmi obmedzenych hladin
tohto proteinu.
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4.1.4. Vplyv chemickej inhibicie Skp2 a RNA interferencie na proteinové
hladiny Slug

K posudeniu moznej interakcie medzi Skp2 a Slug sme vyuzili ako chemicku tak siRNA
inhibiciu. V sulade s literatirou, vysoké koncentracie S§pecifického inhibitoru Skp2 viedli
k poklesu expresie transkripéného faktoru Twist (Chan et al., 2013), ale iba k malému znizeniu
Slug (Obrazok 4.5A). Napriek viditeI'nému poklesu expresie Skp2 po siRNA sme nepozorovali
downreguldciu Slug (Obrazok 4.5B). Okrem ubikvitinacie, Slug protein moze byt regulovany
tiez acetylaciou (Zhou et al.; 2016), ale ani po ovplyvneni inhibitorom SIRT2 deacetyldzy sme

nepozorovali ziadne zmeny v Slug (Obrazok 4.6)

A PC3 PC3 DRI2 B PC3 PC3 DRI12

""':Izs 0 10 20 40 0 10 20 40 kDa MRRASKpE. = = & o= o=
(uM) siRNActrl = + - - 4 - a

S — — — e QD D Wy w— 1) ’ _—— — — 49

Skp2 Skp2

_—— - - — — — 45 L — 45
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Obrdzok 4.5 Chemickd inhibicia Skp2, nie vSak siRNA interferencia, mierne zniZuje hladinu Slug proteinu. (A) Vysoké
koncentrdcie Specifického inhibitoru Skp2 (cpd#25) zniZujiiceho expresiu Slug, ale nie je tak vyraznd ako u Twist proteinu. (B)
Napriek jasnému poklesu expresie Skp2 po Specifickom Skp2 siRNA ovplyvneni sme nepozorovali downreguldciu Slug u PC3
a PC3 DRI2 buniek.

A PC3 B PC3 DRI2
sirtinol sirtinol
CHX CHX
(hr) 0 2 4 0 2 4 kDa (hr) 0 2 4 0 2 4 kDa
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Obrdzok 4.6 Inhibicia deacetyldcie neovplyvnila expresiu Slug. (A) Standardné PC3 bunky a (B) docetaxel rezistentné PC3
DR12 bolivopred ovplhyvnené sitrinolom a po 24 hodinach boli ovplyvnené 50 ug/ml cykloheximidom (CHX), aby sa zabrdnilo
de novo syntéze proteinov. Imunobloty hladin proteinov GAPDH a Slug sii zobrazené v casovych intervaloch (hr, hodiny).

4.1.5. Blokada nedylacie znizila expresiu Slug u PC3 a LAPC4 buniek

Ako uz bolo spomenuté v predoslych kapitolach, Skp2 F-box protein je sucastou SCF
(Skpl-cullin 1-F-box) E3 ubikvitin-ligdzového komplexu, ktorého aktivita je regulovand
prostrednictvom nedyldcie. Po inhibicii MLLN4924 (pevonedistat) sme pozorovali stabilizdciu

p27%ir! Klasického ciel'a Skp2, a pokles expresie Slug u PC3 buniek (Obrazok 4.6A). Neddvna
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stadia naznacuje, ze aj E3 ligdza FBXO11 je zodpovednd za Slug degradiciu po MLN4924
ovplyvneni u uvedlnych melanémovych buniek (Jin et al., 2018). Blokovanim nedylacie sa ndm
vSak nepodarilo preukdzat zmeny expresie tohto proteinu u prostatickych buniek.
Pevonedistant mdze tiez zvySovat ubikvitina¢nu aktivitu MDM2, ktorého cielom je Slug a aj
MDMX protein (Hauck et al., 2017; Wang et al., 2009). Napriek tomu sme nepozorovali ziadne
zmeny v MDMX po MLN4924 ovplyvneni.

S ohl'adom na klti¢ova ulohu androgénového receptoru urakoviny prostaty boli
vykonané d’alSie experimenty na niekol'kych AR-pozitivnych bunkovych linidch (LNCaP, C4-
2, LAPC4 a22rvl). Podobne ako uPC3 buniek sme pozorovali downreguldciu Slug po
blokovani nedyldcie u LAPC4 buniek, ale nie u C4-2 buniek. V rozpore s niektorymi pracami
(Liu et al., 2010; Ding et al.,2015 ) sme nepozorovali Slug expresiu u 22rv1 buniek, aj ked’ sme
vykonali ich autentizdciu. Ddlezitym pozorovanim vSak bola downregulacia AR atiez ich

variantov u vSetkych bunkovych linii (Obrazok 4.7).

A PC3  PC3DRI2 B LAPCA - i
MLN 4924 - + - + kDa MLN4924 - +  KkDa MLN4924 - 4 - +  KkDa
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p27 — -— | 27 p27 - 27 P27 '-.1 .
Slug ———— 30 Slug (@ - 30 Slug — .,_. 30
Twist - | 24 Twist [ s 24 Twist e 24
MdmX o e — | (2 MdmX 102 MdmX _ S S b 102
FBXO11 — — | 106 FBXOT11 106 FBXOI1 — __ 106
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Obrdzok 4.7 Blokovanie nedyldcie zniZuje expresiu Slug. (A) Inhibiciou s MLN4924 (Pevonedistat) sme pozorovali zjavnii
stabilizdaciu p27 a pokles expresie Slug ako u PC3 tak aj u docetaxel rezistentnych PC3 DRI2 buniek. (B) Slug bol tiez
downregulovany po blokovani nedyldcie u androgén-zdavislich LAPC4 buniek, ale nie u C4-2 buniek. Zdroven sme
nepozorovali Ziadnu expresiu Slug u 22rv1 autentizovanych buniek.
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4.1.6. MySie bazalne kmenové bunky so Slug expresiou efektivne tvorili

organoidy so vSetkymi diferencovanymi prostatickymi bunkami

Desifrovanie vlastnosti dospelych kmerniovych buniek je klI'uCové pre pochopenie ich
ulohy v zdravom tkanive i v karcinogenéze. Kmetiové bunky, aj rakovinové kmerové bunky,
vykazuja spojenie s epitelovo-mezenchymdlnym prechodom (EMT) v rdéznych typoch tkaniv
(Lamouille et al., 2014).V praci Kahounovd et al. (2020) sa podarilo vyselektovat’ subpopulaciu
mysich prostatickych bazdlnych kmeniovych buniek s charakteristickou expresiou Lin/Sca-
1*CD49f"/Trop-2* (LSC Trop-2*; Goldstein et al. 2008, Lee et al. 2014). T4to subpopuldcia
buniek na rozdiel od kontrolnej non-mPSC (LSC-) preukazovala predovsetkym zvySenu
expresiu SNAI2 (Slug) (Obrazok 4.8). Zaroven bolo preukazané, ze bunky so zvySenou
expresiou Slug (Slug-YFP* Obrazok 4.9A) mali zvySenu schopnost’ tvorit organoidy (Obrizok
4.9B), ktoré pozostdvali zo vSetkych prostatickych epitelidlnych buniek — lumindlne, bazédlne
a neuroendokrinné (vid Kahounova et al. 2020). Na§im prispevkom v tejto praci bolo
potvrdenie, ze mysSie bazdlne bunky skutoCne exprimuji Slug. Pomocou multiplexnej
imunohistochémie boli farbené kryorezy mySieho prostatického tkaniva, pricom vysledkom
bola preukazatel'na kolokalizacia Slug a p63, markeru bazdlnych buniek, u mysSich modelov

C57BL/6 a Slug-YFP (Obrézok 4.10).

analysis of gene expression:
EMT markers and regulators

H EETE
/—\ s . 250K T i 1 I
digestion, . B o
dissociation .. | & H EEEE
A el O
o 0 papain o 50K 1 ; -
. LRhQATL o i 3
FSC-A 03 ¥,

C57BL/6

iptm1.1Wbg multicolor flow

cytometry analysis . Bt |
and sorting 9 s M -~

in vitro organoid assay
Obrdzok 4.8 LSC Trop-2+ mPSCs - prejavujiice sa s ciastocne mezenchymalnym fenotypom upregulaciou Snail2/Slug.
Schematicky zndzorneny pracovny postup experimentov prezentovanych v studii Kahounova et al. (2020).
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Obrdzok 4.9 (A) Expresia markerov a reguldtorov epitelidlno-mezenchymdlnej tranzicie (EMT) v subpopuldcidch LSC Trop-
2+ vs. LSC-. Vysledky qPCR analyzy su prezentované ako , heat™ (tepelnd) mapa relativnej génovej expresie v Styroch
nezdvislych experimentoch. (B) Slug expresia je asociovand s ndrastom schopnosti buniek tvorit organoidy. Porovnanie
vysledkov kvantifikacného testu pre rast organoidov sortrovanych populdcii: Lin—/Slug-YFP— vs. Lin—/Slug-YFP+, Lin—/Sca-
1+/Slug-YFP— vs. Lin—/Sca-1+/Slug-YFP+ a Lin—/Sca-1+CD49fhi/Slug-YFP— vs. Lin—/Sca-1+CD49fhi/Slug-YFP+.
Vysledky sii prezentované ako priemernd ticinnost tvorby organoidov + S.D. tromi nezavislymi opakovaniami v technickom
duplikdte.
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Obrdzok 4.10 Slug kolokalizuje s p63 v tkanive prostaty u C57BL/6 a aj Slug-YFP. Kryorezy prostaty boli analyzované na
expresiu Slug v bazalnych bunkdach exprimujiicich p63. Bunky koexprimujiice Slug a p63 (oznacené Sipkou) boli detegované v
epitete prostaty C57BL/6 a aj Slug-YFP . Mierka 20 yum.
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4.2. PREDIKTIVNE MARKERY A MODELY V PERSONALIZOVANE]
MEDICINE

4.2.1. Fazny gén TMRSS2-ERG, nadorovy supresor PTEN a terapia PARP

inhibitormi

U pokrocilych  kastra¢ne-rezistentnych nddorov  bola pozorovana rozsiahla
chromozomalna nestabilita a pacienti s defektnou opravou DNA ukazuju sl'ubni odpoved na
novu liecbu PARP inhibitormi (Mateo et al., 2015). Pre karcindm prostaty je vel'mi dolezita aj
skutocnost, ze PARP1 enzymaticka aktivita je potrebnd na génovu expresiu riadeni AR a
ndslednu proliferdciu buniek PCa v kontexte modelov ochorenia citlivych na hormonélnu
terapiu a CRPC (Schiewer a Knudsen, 2014). PARP1 tiez reguluje aktivitu transkripénych
faktorov ETS v modeloch rakoviny prostaty, o ma klinicky vyznam vzhladom na vysoké
percento nddorov prostaty, ktoré obsahuju fuzie, ktoré sposobujui expresiu ETS pod kontrolou
aktivity AR (ako prostrednictvom TMPRSS2-ERG fuzie) (Brenner a kol., 2011). Okrem
muticii v BRCA1/2 moéze preskupenie TMPRSS2-ERG a strata tumor supresoru PTEN
predikovat odpoved’ na PARP inhibitory (Brenner et al., 2011; Mendes Pereira et al., 2009).

Fuzny gén a zmienovany nadorovy supresor sme sledovali pomocou RT-PCR
a imunohistochémie spolo¢ne s radom d’al§ich proteinov (Kurfurstova et al. 2016). Pozorovali
sme signifikantnd asocidciu TMPRSS2-ERG so znizenou expresiou PTEN a tiez s trendom
smerujicim k vysSej expresii NQOI a Smad4 (Obrizok 4.11A). Nadory pozitivne na
TMPRSS2-ERG fizny gén a nizku expresiu PTEN (histoskére menej ako 160) naviac
vykazovali trend k vy§Sej proliferacii v porovnani s inymi kombindciami statusu fizneho génu

a expresie PTEN (Obrazok 4.11 B) (Kurfurstové et al., 2016).

A B

Obrdzok 4.11 Vyznam TMPRSS2-ERG fiizneho statusu. (A) Expresia PTEN bola vyrazne niZsia, zatial’ ¢o NOQOI a jadrovy
Smad4 mali tendenciu k vyssej expresii v ndadoroch s pozitivnym TMPRSS2-ERG. (B) Nddory s pozitivnym TMPRSS2-ERG a
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nizkym PTEN (histoskore menej ako 160) mali tendenciu k vyssej proliferdcii v porovnani s inou kombindciou stavu fiizie a
expresie PTEN. Krabicové grafy predstavuji medidn, percentd 25% - 75% a rozsah hodnot.

4.2.2. Ustanovenie 3D organoidov z nadorového a nenadorového tkaniva

prostaty

Nasim d’al§im ciel'om bolo vytvorit podmienky na kultivaciu primarnych vzoriek PCa,
ktoré mozu pripravit pddu na analyzu biopsii od pacientov s rezistentnymi nadory, ¢o im
umozni potencialne profitovat’ zo skriningu novych liekov. Medzi modely vhodné na tento ticel

saradia kultivicia organoidov, kultivicia sféroidov a tkanivova kultira ex vivo (kapitola 4.2.3).

V nasej praci sme spracovali normalne anadorové tkanivo 50 pacientov, ktor{
podstipili radikdlnu prostatektomiu alebo transuretrdlnu resekciu prostaty (TURP). Medidn
veku tychto pacientov bol 65 (v rozpiti od 46 po 85) rokov a medidn Gleason skére bol 7 (od
7-10). Rast organoidov v pritomnosti komeréného rekombinantného nogginu (77% nadorovych
aj nenddorovych vzoriek; vid’ Tabul'ka 3.3) bol vys$§i v porovnani s noggin kondiciovanym
médiom (31% a41% pre nddorové anendadorové vzorky; vid Tabulka 3.3). Aktivita
kondiciovaného média pre noggin a R-spondin 1 bola overend luciferdzovym testom (Obrdzok

3.2; Obrédzok 3.3).

Pre dosiahnutie lepSieho rastu bolo toto médium modifikované podl'a Beshiri et al.
(2018), ktori odporucili vylucit’ nikotinamid a inhibitor p38 (SB 202 190). Vysledkom tejto
modifikacie bolo pozorovanie rastu vacSich organoidov (Obrazok 4.12). Je vSak nutné dodat,
ze ziadna zvysSie uvedenych modifikacii nezabezpecila rast nadorovych buniek (podla
farbenia AMACR a ERG). Rovnako tak sme pouzili protokol od autorov Linxweiler et al.
(2018) pre kultivéciu sféroidov aj organoidov. Uspesnost’ tychto kultivaénych podmienok bola
porovnatel'na s predchadzajicimi testami, pre sféroidy to bolo 50% (4/8) a pre organoidové

kultiry to bolo 77% (7/9) (Tabul'ka 3.3).

Celkovo sa nam podarilo kultivovat organoidy z 58% nadorov (29/50) a 69% (20/29)
normdlnych tkaniv. Nepozorovali sme ziadnu suvislost medzi Gleason skore a schopnostou
buniek tvorit organoidy. Vzorky nepreukazujice signifikantny rast do siedmych dni od
nasadenia sa povazovali za neproliferujice. Priemernd doba kultivicie proliferujicich

organoidov bola 21 dni, avSak v dlhodobej kultivicii sme uspe$ni neboli.

67



A tissue medium 2 medium 3

D ]

B tissue medium 2 medium 3
W
.":"%
ol P A
R
ey
- Ay ,:‘" \"; -
% :.I( . /( . . o
Q) :‘..,' ," K ,-‘/.".
o g, :"‘ - O \
A ‘! \ w 3
NP F P o " ; ) Ry 24 \lt,‘.)“ \¥ T ');-

Obrdzok 4.12 Porovnanie rastu organoidov v médiu 2 a v modifikovanom médiu 3. Nadorovd vzorka pacienta so stadiom
p13a s Gleason skore 9 a bez metastdz do lymfatickych uzlin (pacient ¢. 1595). (A) Hematoxylin-eozinové farbenie. (B)
Imunohistochemické farbenie ndadorovych markerov AMACR a ERG. Detaily k pouzitym médiom sii v (Tabulka 3.3). Mierka
50 pm.

4.2.3. Imunohistochemicka analyza organoidov prostaty

Dve reprezentativne vzorky (¢. 1595, Obrazok 4.13 a¢. 1558, Obrizok 4.14) boli
vybrané pre porovndvacie analyzy vybranych proteinov u organoidov a primarneho tkaniva
pacienta. Ich patologické Stadium bolo pT3a a pT2b s Gleason skére 9 a7, pricom obaja
pacienti boli bez metastdz do lymfatickych uzlin. Pozitivne imunohistochemické farbenie
organoidov na pan-cytokeratin u oboch vzoriek preukazalo pritomnost’ epitelialnych buniek.
V oboch pripadoch bola &iastoéna pozitivita na androgénovy receptor a p63 protein. Cast
buniek z prvého pripadu bola pozitivna na lumindlny marker CK18 a niekol'ko buniek
v druhom pripade bolo pozitivnych na CK19, marker intermedidlnych buniek. Aj napriek tomu
sa nam nepodarilo preukazat' rast nadorovych buniek, ato prostrednictvom zachovanej

overexpresic AMACR a ERG proteinov.
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Obrdzok 4.13 Imunohistochemickd analyza organoidov a primdrneho tkaniva pacienta ¢.1
CK19, p63, AR, ERG a AMACR u pripadu pT3 s Gleasonovym skdre 9 a bez metastdz do lymfatickych uzlin. Zvdcsenie 200x,
mierka 50 pm.
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Obrdzok 4.14 Imunohistochemickd analyza organoidov a primdrneho tkaniva pacienta ¢.1558. Farbenie pan-CK, CKI1S,
CK19, p63, AR a AMACR u pripadu pT2b s Gleasonovym skore 7 a bez metastdz do lymfatickych uzlin. ERG protein nebol
v nddorovom tkanive pritomny, preto nebol v organoidoch farbeny. Zvicsenie 200x, mierka 50 pum.
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4.2.4. Kratkodobé testovanie lieciv v ex vivo tkanivovej kultire

Uspesnost’ ustanovenia PCa organoidov je aj napriek intenzivnemu dsiliu viacerych
laboratorii vel'mi nizka. Ako alternativny pristup pre personalizovani medicinu je mozné
pouzit’ aj kratkodobu tkanivovu kultiru. Podl'a protokolu skupiny Karen Knudsen (Schiewer et
al. 2012 a Shafi et al. 2018) sme kultivovali malé kuisky tkaniva po dobu dvoch dni a testovali
novy inhibitor Chkl kindzy v kombindcii s gemcitabinom. Hoci bolo spracovanych desat
prostatektomickych vzoriek, mnohé z nich vykazovali velmi nizku prolifera¢na schopnost
alebo chybajice nddorové bunky vo vybranom tkanivovom fragmente. Iba jeden experiment
poskytol dobré vysledky s dostato¢nou proliferaciou nddorovych buniek a ich pritomnost’ou vo
vSetkych tkanivach. Kombinovanym ovplyviiovanim Chk1 inhibitorom a gemcitabinom doslo
k inhibicii proliferdcie a znacnému poskodeniu DNA, ¢o bolo hodnotené farbenim Ki67 a

YH2AX (Obrazok 4.15).

GEM + MU380
Ki67

-ﬁ

Obrizok 4.15 Kritkodoby test protinddorovych lieciv pri ex vivo kultivdcii ndadorového tkaniva. Cerstvé tkanivo bolo ziskané
od patoléga bezprostredne po radikdlnej prostatektomii. Kiisky tkaniva 1 mm® boli umiestnené do 24-jamkovych dosticiek na
Spongiach, ktoré sa namocili do 500 ul média a v ¢ase 0 sa primerane oSetrili (kontrola alebo gemcitabin). OSetrenie MU380
prebehlo o 24 hodin neskor a tkanivd boli spracované v casovom bode 48 hodin. Sipky oznacuji oblasti zodpovedajiice
rakovinovému tkanivu. Mierka 50 uM.
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4.2.5. Porovnanie 3D organoidov a tkanivovych kultir

Na zdklade praktickych skusenosti v naSich laboratérnych podmienkach sme

vyhodnotili

vyhody anedostatky oboch modelov

sich potencialnym vyuzitim v

personalizovanej medicine. Ich vzdjomné porovnanie je zhrnuté v prehl'adnej tabul'ke (Tabul'ka

4.2).

Tabulka 4.2 Porovnanie tkanivovych kultiir a 3D organoidov

Kultira Vyhody Nevyhody ZlepsSenia
potencidlne dlhodoba - nizka efektivita pri - zlepSenie podmienok pre
kultira a opakované testy ustanovovani nddorovych dlhodobu kultiviciu nddoru

. na lie€iva organoidov z - metastatické vzorky od
Organoidy ! e L .
- potencidlne rozsirenie prostatektomie CRPC pacientov
malej vzorky nddoru a
biobankovanie
kultivicia neporuSeného - nerovnomerné zlozenie - rezanie vibratomom po
tkaniva kuskov tkaniva kontrole pritomnosti nddoru
. vysledky dostupné v rdmci |- iba jedno kratke v kryorezoch

Tkanivo T v 1x . -1z

jedného tyzdna ovplyvnenie - metastatické vzorky od

- nizka rychlost’ proliferdcie
primédrneho nddoru prostaty
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5. DISKUSIA

ZvySena expresia Skp2 bola opakovane zistend u agresivneho karcindmu prostaty
a tento poznatok reprodukovala aj nasa studia (Lu et al., 2002; Tsai et al., 2014; Simeckova et
al., 2019; Mickova et al., 2021). Rovnako sme pozorovali koreldciu Skp2 s androgénovym
receptorom, najmi u pacientov s vysokym Gleasonovym skére. V predchadzajucej stadii bolo
preukazané, ze deplécia androgénov znizila proliferaciu buniek rakoviny prostaty Ciastocne
prostrednictvom downreguldcie Skp2 (Pernicovd et al., 2011). Hoci bola opisovana
androgénova reguldcia Skp2 u LNCaP a C4-2 buniek (Wang et al., 2012), iné price popisuju
vyznam Skp2 pre progresiu rakoviny prostaty aj nezédvisle od androgénového receptora (Ruan

etal., 2017; Lu et al., 2017; Sime&kova et al., 2019).

V nasej praci sme pozorovali koreldciu medzi Skp2 a Slug, jednym z regulatorov EMT.
Tato koreldcia bola silnejSia u nddorov s vy$sim Gleasonovym skore v porovnani s menej
agresivnymi nddormi, ako aj u pacientov s metastizami do lymfatickych uzlin v porovnani
s lokalizovanym ochorenim. Nase vysledky boli v silade s predchadzajicou pracou Esposito
etal. (2015), ktori pozorovali zvy§enu expresiu Slug spolu s pluripotencidlnymi proteinmi Sox2
a Notchl u nddorov vo vysokom S§tadiu pokrocilosti s metastizami do lymfatickych uzlin
a nddorovych buniek s neuroendokrinnymi vlastnostami. Knock-down Slug u PC3 buniek
viedol k downregulacii génov pluripotencie, ako aj neuroendokrinnych markerov (Esposito et

al., 2015).

Je dolezité poznamenat’, ze expresia Slug je vyrazne modulovand pocas karcinogenézy
aje pritomnd v bazdlnych kmenovych bunkiach. NaSa nedavna analyza normalnej mySace]
prostaty ukazala, ze bazdlne Slug® bunky maju vySSi potencial pre rast organoidov ako
populdcia Slug negativnych buniek (Kahounovd et al., 2020). Podobne ako my tak aj iné
pracoviskd zistili vy§§iu expresiu u benignej hyperpldzie na rozdiel od nadoru prostaty bud’
imunohistochemicky, alebo profilovanim expresie mRNA (Urbanucci et al., 2012; Tomlins et
al., 2007). Praca Esposito et al. (2015) preukdzala v neoplastickom epiteli metylaciu Slug
prométora, ktory bol znovu aktivny v bunkdch na invazivnom okraji nddoru v pokrocilom
Stadiu. Rad prac popisuje vysokud expresiu Slug u viacerych agresivnych typov rakoviny

rozneho povodu (Cobaleda et al., 2007; Wang et al., 2013; Esposito et al.,2015).

Ako uz bolo spomenuté, Skp2 aj Slug st spojené s procesom EMT, ktory modze

prispievat’ k rezistencii na chemoterapiu. Yang et al. zistili, ze oba proteiny su upregulované
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v mammarnych bunkéch rezistentnych na paklitaxel a zvySeny Skp2 sa vyskytuje u rakoviny
prostaty rezistentnej na taxany (Yang et al., 2014; Yang et al., 2016). Skp2 tiez prispieva ku
kastracne rezistentnému fenotypu prostrednictvom stabilizacie Twist, d’alSieho regulatora EMT
(Ruan et al., 2017). Podarilo sa nam reprodukovat’ down-reguldciu Twist po chemickej inhibicii
Skp2 u buniek PC3, ale expresia Slug sa znizila len mierne. Slug ani Twist sa vyznamne

nezmenili ani po siRNA proti Skp2.

Aktivita komplexu SCF5%2 je regulovana nedyldciou, pric¢om jej inhibicia pomocou
MLN4924 (pevonedistat) viedla k zjavnej stabilizdcii p27%P! a znizeniu expresie Slug
v bunkdch PC3, PC3 DR12 a LAPC4, ktoré su pozitivne na androgénovy receptor. Pevonedistat
bol neddvno navrhnuty ako potencidlny liek na inhibiciu metastdz prostrednictvom down-
reguldcie Slug u uvedlneho melanému (Jin et al., 2018). Tito autori vysvetlili degradaciu Slug
prostrednictvom FBXO11 E3 ligdzy po MLN 4924 ovplyvneni, ale na nasich modeloch sme
nepozorovali ziadnu zmenu v jej expresii. Bolo tiez publikované, ze pevonedistat zvySuje
ubikvitinaénu aktivitu MDM2, ktora sa zameriava na Slug aj MDMX (Hauck et al., 2017; Wang
et al., 2009). Napriek tomu, sme na nasich bunkovych modeloch nepozorovali ziadnu zmenu
hladin MDMX po blokovani nedylacie, s vynimkou C4-2 buniek. Je dolezité uviest, ze
MLN4924 znizoval androgénovy receptor alebo jeho varianty vo vSetkych bunkovych liniach,
¢o nedavno publikovali aj Zhou et al. (2019). Tiez je potrebné poznamenat’, ze Zhou et al.
preukazali synergicky ucinok blokovania nedyldcie s enzalutamidom a kastrdciou in vivo.
Nepodarilo sa im vSak objasnit’ presny mechanizmus inhibicie signalizdcie androgénového
receptoru po zablokovani nedylacie. Expresia Slug moze byt regulovana aj acetylaciou (Zhou
et al.,, 2016), ale opat sme nepozorovali ziadne zmeny v expresii Slug po ovplyvneni

inhibitorom histonovych deacetyldz sirtinolom u PC3 a ich docetaxel rezistentnej sublinie.

V naSej $tudii sme boli zamerani iba na Skp2 a Slug, avSak aj d’alie proteiny (napr.
Twist, Zebl, vimentin) prispievaju k EMT, rezistencii na lieCbu a progresii nddoru a
monitorovanie ich expresie by mohlo poskytnit dodato¢né informacie vyuzitelné pre
interpretacii naSich vysledkov. V neposlednom rade, down-reguldcia Slug blokovanim
nedyldcie bola pozorovana len u niektorych bunkovych linif a lepSie pochopenie jej regulacie
zavislej od typu buniek bude kI'aicové pre buduice terapie. Napriek tomu, ze sme neidentifikovali
priame spojenie medzi Skp2 a Slug, mohli sme pri blokovani nedyldcie pozorovat’ down-

reguldciu Slug a inhibiciu Skp2, ¢o dokazovala up-reguldcia p27 u niekol'kych nadorovych
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buniek prostaty. PresnejSie pochopenie vzt'ahu medzi Skp2 a Slug prinest budice experimenty,

napr. s vyuzitim imunoprecititacie ¢i bunecnej frakcionécie.

V nasej praci sme po prvykrat dokdzali vyskyt Skp2 a Slug v rovnakych jadrach
rakovinovych buniek v nddorovom tkanive s vysokym Gleasonovym skoére a metastizami do
lymfatickych uzlin. Nové lieCebné stratégie zamerané na reguldciu Skp2 a Slug blokovanim
nedylacie by mohli byt sl'ubnou lie¢ebnou stratégiou pri pokrocilom karcinéme prostaty, tak
ako to bolo neddvno zdokumentované pre iné solidne nddory (Jin et al., 2018; Lockhart 2019

et al., Zhou et al., 2019).

Terapia metastatickych kastracne rezistentnych karcindmov zostdva velkym
problémom uroonkolégie. Jednou znovych moznosti je vyuzitie PARP inhibitorov,
predovsetkym u pacientov s defektom v homolégnej rekombinacii a génoch BRCA1/2 a ATM
(Mateo et al. 2015, Hussain et al. 2020).

Za dalSie potencidlne prediktory tejto terapie boli povazované strata nadorového
supresoru PTEN a pritomnost TMPRSS2-ERG (Brenner et al., 2011; Mendes Pereira et al.,
2009). V nasom stibore pacientov sme pozorovali signifikantni asocidciu TMPRSS2-ERG so
znizenou expresiou PTEN (Kurfurstova et al., 2016), ¢o je v stihlase s d’alsimi Stadiami (Ahearn
et al., 2016; Kang et al., 2021; Wei et al., 2021). Klinickd §tadia s veliparibom vsak
nepreukazala lepSie prezivanie pacientov s fiznym génom (Hussain et al. 2018). V rdmci tejto
Stadie bolo tiez pozorované, ze strata PTEN viacSinou nebola spojend s defektom v DNA
reparatnych génoch (BRCA1/2, ATM, PALB2, FANCA, RADS5IB aC). AvSak,
experimentdlne modely ukazujui, ze strata PTEN moze inhibovat’ homolégnu rekombindciu
a senzitizovat’ nddory k PARP inhibicii aj rddioterapii v nddoroch bez BRCA muticii (van de
Ven et al., 2017; Mansour et al., 2018). Klinicky vyznam tohto prediktoru bude nutné overit’
v buducich klinickych §tadiach.

Nasim d’al§im ciel'om bolo vytvorit podmienky na kultivaciu primarnych vzoriek PCa,
ktoré moézu pripravit pddu na analyzu biopsii od pacientov s rezistentnymi nddormi, ¢o im
umozni potencialne profitovat’ zo skriningu novych liekov. Medzi modely vhodné na tento ucel
sa radia kultivicia organoidov, kultivacia sféroidov a tkanivova kultdra ex vivo. Ked'ze
kultivaéné podmienky pre organoidy nadoru prostaty nie si zatial striktne definované,
v kapitole 1.4.1 (Tabul'ka 1.1) st zhrnuté doteraz publikované prace. Prevzatim protokolu Drost

et al. sme dokdzali v naSich laboratornych podmienkach kultivovat 77 % nadorovych aj
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nenddorovych vzoriek (Drost et al., 2016). Organoidy rastli efektivnejSie v pritomnosti
rekombinantného noginu v porovnani s kondiciovanym médiom. Tieto kultiva¢né podmienky
podporovali rast epitelovych buniek, napriek tomu sme v dvoch reprezentativnych pripadoch
nedokazali potvrdit rast nadorovych buniek s nadmernou expresiou AMACR alebo ERG.
Ustanovit primarne nadorové organoidy sa zatial nepodarilo ani inym pracoviskdm, pretoze
menej agresivne vzorky su ndchylné na prerastanie z normélneho epitelu prostaty vo vzorkdch
biopsie (Gao et al., 2014; Gleave et al., 2020). Nadorové organoidy boli uspeSne pripravené
z metastdz a cirkulujicich nddorovych buniek (Gao et al. 2014, Servant et al., 2021, Mout et al.
2021). Nevyhodou vzoriek z prostatektomii bola tiez kritka organoidna kultivacia, ktora
netrvala dlhSie ako 3 tyzdne do prvej pasaze. Zamerali sme sa preto aj na d'alSie upravy
protokolu, ako je neddvna praca (Beshiri et al., 2018), ktord navrhuje vynechat z média
inhibitor p38 SB202190 a nikotinamid. Pomocou tejto modifikacie sme skutocne pozorovali
vacsie organoidy, opét’ vSak nebol potvrdeny rast AMACR- a ERG-pozitivnych nddorovych
buniek. Linxweiler et al. (2019) publikovali kultivaciu sféroidov z organovo ohraniceného PCa,
vratane kratkodobého testovania liekov. V uvedenom médiu sme vSak nepozorovali ani
zlepSeny rast sféroidov alebo organoidov. Jednym z ddvodov mohlo byt obmedzené mnozstvo

pouzitého materidlu a pritomnost nenadorovych buniek.

Tento rok bola publikovand komplexnd analyza organoidov z 81 klinickych vzoriek
kultivovanych v pritomnosti R-spondinu 1 a nogginu (Servant et al., 2021). Napriek
pociatocnému uspechu pri vytvarani nadorovych organoidov boli vSetky postupne prerastené
normdlnymi bunkami a ziskali benigny fenotyp. Autori vykonali IHC analyzu ERG a PTEN v
skorych c¢asovych bodoch (do 30 dni). Podobne ako v naSej praci, ziadna zo Styroch
organoidnych kultir odvodenych zo vzoriek s nadmernou expresiou ERG (a pozitivitou PTEN)
nevykazovala pozitivitu na ERG. Autori tiez spracovali 9 metastatickych vzoriek a vytvorili
jeden novy organoidny model odvodeny z hormonalne naivnych pltucnych metastdz. Dalsia
neddvna §tadia poukédzala na zdsadnu ulohu stromalnej parakrinnej signalizacie na rast
organoidov a ich fenotyp (Richards et al., 2019). Spolo¢na kultivacia so stromalnymi bunkami
ziskanymi od pacientov sposobila zvySené rozvetvenie a pucanie prostatickych organoidov,
ktoré dobre mimikovali normalnu acinarnu §truktaru in vivo. DOlezité je, ze organoidy
odvodené z oblasti PCa si zachovali expresiu AMACR a vykazovali zvySenu zivotaschopnost’.
Stromdlne bunky ziskané od pacientov exprimovali mnozstvo faktorov, ktoré vSak neboli

pozorované v bezne pouzivanych NIH3T3 mySacich embryonalnych fibroblastoch.
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Aj ked kultivicia nddorovych organoidov, pripravenych z primdrnych hormonélne
naivnych nddorov, nebola uspesna, tak ich priprava u metastatickych pacientov moze byt
efektivnejsia. Pre vybranych pacientov potom mozu sluzit’ ako testovaci model pre opakovany

vyber moznej Gi¢inne;j terapie.

Dalsim pristupom pre kratkodoby skrining liekov je pouZitie tkanivovej kultiry, ktord
zachovava vsetky zlozky mikroprostredia nadoru. Podl'a protokolu skupiny Karen Knudsen
(Schiewer et al. 2012 a Shafi et al. 2018) sme kultivovali malé kasky tkaniva po dobu dvoch
dni a testovali novy inhibitor Chkl kindzy v kombindcii s gemcitabinom. Kombinovanym
ovplyviiovanim Chk1 inhibitorom a gemcitabinom doslo k inhibicii proliferacie a zna¢nému
poskodeniu DNA, ¢o bolo hodnotené farbenim Ki67 a yYH2AX. Tieto vysledky su v silade s in
vitro a in vivo experimentmi v predchadzajucej Stadii (Drapela et al., 2020). Na druhej strane
vacsina pripadov vykazovala bud’ nizku mieru proliferacie alebo chybajice rakovinové bunky
vo vybranych kuiskoch tkaniva. Toto by sa dalo zlep§it pripravou po sebe iducich rezov
pomocou vibratdmu, zariadenia urCeného krezaniu Cerstvych tkaniv. Nizka rychlost
proliferdcie je typickd pre primarne nddory prostaty, ale vysokd hladina je oCakavana vo
vzorkdch od pacientov s CRPC, najmd z metastdz. Napriek multiklonalite a heterogenite
primarnej rakoviny sa zdd, Zze prekazky sposobené metastatickym procesom a dalej
terapeutickymi intervenciami selektuji pri letdlnej metastatickej rakovine prostaty jediny
dominantny klon (Haffner et al., 2021). Niekol'ko §tadii nedavno uz tuspesSne pouzilo rezy
tkaniva pripravené vibratdmom na testovanie liekov, vritane enzalutamidu, apalutamidu,
docetaxelu, gemcitabinu alebo olaparibu (Van de Merbel et al., 2018; Zhang et al., 2019; Zhang
et al., 2019). Tato metodoldgia bola tiez pouzitd na analyzu agresivity nddoru v podmienkach
hypoxie (Bery et al., 2020). Tkanivové rezy a kultivacia ex vivo sa mozu pouzit' aj pre mysacie
modely, ktoré sa povazuju za zlaty Standard pre vyskum rakoviny a predklinické testovanie
liekov (Bery et al., 2020; Van de Merbel et al., 2021). Verné zachovanie tkanivovej Struktiry a
funkcie v ex vivo PDX kulture ponuka idealnu prilezitost' na skrining ti¢innosti liecby, ¢im sa
znizuju naklady a pocet experimentdlnych zvierat (Zhang et al., 2019; Van de Merbel et al.,

2021).

Na zdklade praktickych skudsenosti v nasich laboratornych podmienkach sme
vyhodnotili vyhody a nedostatky ex vivo aj organoidovej kultivacie. Nase zavery su v dobrej
zhode s podobnym porovnanim v recentnom ¢lanku v prestiznom Casopise Nature Reviews

Urology (Van de Merbel et al., 2021).
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6. ZAVER

V muzskej populacii zapadného sveta sa podla aktualnych Statistik, z hl'adiska
frekvencie vyskytu, rakovina prostaty radi na prvé miesto aje druhou najcastejSou pricinou
umrtia spojenou s nadorovymi ochoreniami. Ranné §tadia tohto ochorenia je mozné pomerne
efektivne lieCit ozarovanim, alebo radikalnou prostatektémiou. V pripade pokrocilého
metastatického Stadia je vyuzivana liecba androgén deprivacnou terapiou (ADT), po ktorej v§ak
moze dochddzat k relapsu v podobe kastrane rezistentnej formy (CRPC), proti ktorej ma
sucasna medicina velmi obmedzené moznosti liecby. Preto je nevyhnutné priniest nové,
efektivne pristupy liecby, ktorych je mozné docielit iba pochopenim progresie ochorenia

a analyzou markerov spojenych s pokroc¢ilym §tadiom rakoviny prostaty.

Zvysena pritomnost Skp2 podjednotky E3 ligdzového komplexu bola opakovane
potvrdena u agresivneho karcindmu prostaty. V naSej praci sme ako prvi potvrdili jeho
korel4ciu a kolokalizaciu so Slug, jednym z reguldtorov epitelovo-mezenchymalnej tranzicie
(EMT). Téato korelacia bola silnej§ia u nddorov s vyssim Gleasonovym skore a s metastdzami
do lymfatickych uzlin v porovnani s menej agresivnymi nddormi s lokalizovanym ochorenim.
Koexpresia oboch proteinov bola preukdzand multiplexnou imunohistochemickou analyzou
nadorového tkaniva prostaty a rovnako bola pozorovand aj u docetaxel rezistentnej (DR12)
PC3 sublinie a d’alSich mezenchymovych linii odvodenych z ich epitelidlnych ndprotivkov.
S cielom potvrdit’ vzajomny vztah Skp2 a Slug boli robené in vitro experimenty zahriiujuce
chemickd inhibiciu asiRNA interferenciu, kde po chemickej inhibicii dochadzalo k
Ciasto¢nému poklesu Slug, avSak tento pokles po siRNA pozorovany nebol. Aktivita Skp2v E3
ligdzovom komplexe je tiez regulovana prostrednictvom nedylacie. Pouzitim jej inhibitoru
MLN 4924 dochddzalo k ndrastu p27%P!  typického substritu Skp2, a poklesu expresie Slug
u PC3, PC3 DR12 a LAPC4 buniek. Inhibitor nedylacie, pevonedistat, je v suCasnosti vo faze
klinickych skaSok pre liecbu viacerych solidnych nadorov a vysledky naSich in vitro
experimentov naznacuju moznost jeho vyuzitia aj pri cielenej liecbe pokrocilého docetaxel-

rezistentného karcinému prostaty.

Pocas karcinogenézy je expresia Slug vyrazne modulovana a jeho zvySena pritomnost’
je spdjand s pokrocCilymi formami rakoviny. Zaroveri je pritomny v bazalnych kmenovych
bunkéch a nasa nedavna analyza normalnej mySacej prostaty ukazala, ze bazalne Slug* bunky

maju vys$i potencial pre rast organoidov ako populéacia Slug negativnych buniek.
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Inhibitory PARP-1 boli identifikované ako vel'mi ti¢inné voci nddorom s mutdciami v
BRCA1/2, podl'a principu tzv. syntetickej letality. Zaroven si predmetom diskusie aj d’alsie
potencidlne prediktory na tito terapiu, ako je strata nddorového supresoru PTEN a pritomnost’
TMPRSS2-ERG. V naSom subore pacientov sme pozorovali signifikantn asociaciu
TMPRSS2-ERG so znizenou expresiou PTEN, Co je v sihlase s dal§imi §tadiami. Aj ked’
klinické studie s veliparibom nepreukazali lepSie prezivanie pacientov s fiznym génom, iné
experimentalne modely naznacuju, ze strata PTEN mdZze inhibovat’ homoldgnu rekombinéciu

a senzitizovat nadory k PARP inhibicii aj rddioterapii v nddoroch bez BRCA mutdcii.

Dalsim znagich cielov bolo ustanovenie pacientskych 3D organoidov aex vivo
tkanivového modelu, ktoré by mohli pomoct vo vybere terapie pacientov s pokrocilym
ochorenim. Celkovo sa nam podarilo kultivovat organoidy z 59% nadorového a 69%
nenddorového tkaniva. Imunohistochemickym farbenim pan-cytokeratinu u dvoch
reprezentativnych vzoriek sme preukdzali rast epitelidlnych buniek. Naproti tomu nadexpresia
AMACR a ERG pritomnd u nddorového tkaniva nebola zachovana v prislusnych organoidoch.

Dalsim obmedzenim tohto pristupu bol rast organoidov len po dobu 3 tyzdiiov do prvej pasaze.

Ako dalsiu sme vyuzili techniku tkanivovych kultir ex vivo a vykonali kriatkodoby
chemoterapeuticky test s pouzitim gemcitabinu a inhibitora Chk1 na 10 vzorkach od pacientov.
Nekonzistentnd morfologia medzi fragmentmi tkaniva a nizka proliferacia vo vacsine pripadov
branili interpretacii testovania lieCiv. Naproti tomu, ustanovenie tychto modelov by mohlo byt
efektivnejSie pri rychlejSie proliferujucich metastatickych vzorkach pacientov s kastracne

rezistentnym karcindmom, u ktorych mozu poslazit’ pre opakovany vyber uinnej terapie.
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