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Souhrn

Metastazovani jako hlavni fipina smrti u onkologickych paciant je stale mélo
prozkoumanym jevem. Jedna se o vicekrokovy proegslovany na &kolika drovnich.
Karcinom prostaty je v rozvinutych zemich druhymcéastji diagnostikovanym nadorem a
tieti nefastjSi pricinou smrti u mui. Karcinom prsu je po nadorech plic #aggjSi pricinou
smrti u Zen s nddorovym onem@éaim. Adjuvantni Iéba u obou typ nadofi je zaloZena
predevSim na modulaci aberantnich hormonéalnich drafejieh receptak. Invaze a
metastazovani vyZaduje extenzivni reorganizaci mgch burk, jejich cytoskeletu a
povrchovych molekul. Signalni drahy angaZovanéroc@su epitelialh mesenchymalni
transice a vzniku metastaz jsotegevsSim TGB, Wnt, Notch a Hedgehog. Migrujici fky
aktivné moduluji okolni extracelularni matrix, tkioi primarni bariéru postupujicim ftkam.
Ve své diplomové préaci jsem se sdadila na roli skupiny protein které kooperuji
s extracelularni matrix, ipdevsim na protein asporin. Role asporinu v kamoin@rsu a
prostaty byla priorith popsana v nasi labor#to Motilita nadorovych butk a exprese
asporinu byla sledovana po vitro ovlivnéni TGRH3 (transforming growth factor beta) a

ATRA (all trans retinoic acid).



Summary

Cancer progression and metastasis, main cause rodlityoof oncology patients, is still not
well understood. It is a multistep process regadl@eseveral levels. Prostate carcinoma is the
second most frequently diagnosed cancer and thé taiuse of death of men in western
countries. Breast carcinoma is, after lung cantter,second most common cause of cancer
death of women. Adjuvant therapy of both canceres$yjs based mainly on blockade of
hormonal signalling. Invasion and metastasis regextensive reorganisation of tumour cells,
their cytoskeleton and cell surface molecules. &igrg pathways related to epithelial
mesenchymal transition and metastasis are pridgid@F3, Wnt, Notch and Hedgehog.
Migrating cells are actively modulating extracediumatrix, which is forming primary barrier
for proceeding cells. In my diploma thesis | foaiga extracellular matrix related proteins,
with asporin as a main target. Role of asporin ieabt and prostate carcinoma was first
reported by our laboratory. Cell motility and aspaxpression was monitored after treatment
of breast and prostate cancer cell lines with fGHansforming Growth Factor beta) and
ATRA (All Trans Retinoic Acid).
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1 Uvod

Rakovina je definovdna jako vyvojové onemétin které zahrnuje dysfunkci
meziburénych interakci a vychazi z deregulovanétistu rekolika buréénych typ
(Ingber, 2008). Se svou incidenci 7,5 milioptipadi jsou nadory druhym vedoucim
onemocgnim s nejvysSi umrtnosti na&¥ (www.who.org). Maligni transformace btk
vyZzaduje pt aZz deset genetickych zasatio onkogefi nebo tumor-supresorovych gen
Tyto zmutované geny #gobuji alterace Wadt buni¢nych mechanisfy vedoucich ke
vzniku plré maligni nddorové hiky (Hanaharet Weinberg, 2000).

Karcinom prsu je po nadorech plic &&$€jSim pricinou smrti u Zen s naddorovym
onemocinim v rozvinutych zemich. Hlavnimi ¥8imi faktory ovlivujicimi riziko
vzniku karcinomu prsu je dlouhodoba expozice estnig, ionizujicimu z&eni, kodeni a
dieta s velkym mnozZstvim lipid(Schultz, 2005). Karcinom prsu se historickyi cha dw
hlavni skupiny, lobularni a duktélni karcinomy dig&aymi fyziologickymi atributy (Acset
al., 2001). Nova klasifikace vychazi z analyz expiesmprofili, kdy byly identifikovany 4
hlavni skupiny karcinofn prsu. Prvni skupina karcindmje charakterizovana expresi
cytokeratirii luminélniho typu, estrogenovych (ER) a progestevgoh (PR) receptdra
podle intenzity jejich exprese je dale rélmha na podskupinu ,luminal-A“, s vysokou
expresi &chto markei, a ,luminal-B/C" s nizkou expresi. Druha skupinardinomi je
definovana vysokou expresi ERBB2ell skupina, ,basal-like”, se vyzéige vysokou
expresi cytokeratiin bazalniho typu a jsou obvykle tzv. triple negatiiBR/PR/ERBB2
negativni).Ctvrta skupina byla pojmenovana ,normal-like* a byl ni charakteristicka
exprese geh exprimovanych fedevsim tukovou a neepitelialni tkani z karcinomsup
Uvedené rozéleni ma zdsadni vyznam pro Whécby, kdy se adjuvantni terapie zaciluje
zejména na ER, PR a ERBB2figgmz triple-negativni karcinomy jsou biologicky
nejagresivySi skupinou (Peroet al.,2000, Sorlieet al.,2001).

Karcinom prostaty je v rozvinutych zemich druhynj¢asgji diagnostickovanym
nadorem areti nefastjSi pricinou smrti u mué. U malignich naddr prostaty jde aZ na
vyjimky o adenokarcinom {es 95% pipadi). Sarkomy a jiné vzacné formy nadanaji
zastoupeni menSi nez 5%. Karcinom prostatycejoy vznikd v zadnim laloku prostaty
(periferni zéna). Nador vysta gedevSim ze Zlazového epitelu (submukdzni a hlavni
Zlazky) a vyznauje se tiznym stupsm diferenciace. Bhem c¢asnych stadii je tst
androgen dependentni a androgenové ablace je stanédoou nadol, které jiz mista
progredovaly (orgdnav ohranéené Iéze jsou odstramy chirurgicky, pipadré

ozaovanim). Po p&ateni odpowdi vSak androgenova blokaddaeptava byt &inna a



nadory progreduji do androgen refraktorniho staglia, které v sotasné dob neexistuje
uspokojiva léba (Dambeet Aus 2008).

Metastazy jsouiéinou smrti u 90 % nadorovych oneméohn (Sporn, 1996). Jiz
pied vice nez 100 lety byla popsana hypotéza ,seddsait (Paget, 1889), podle které
zavisi metastazovani na vztahu mezi selektovanydwiorovymi buikami (,seeds”) a
specifickym organovym pragtdim (,soil“) (Fidler, 2003). Stroma cilovych tkanikazuji
casténé podobné vlastnosti a metastazujiciibou mohou nedostateé pokryti nutnych
signali kompenzovat genetickymi alteracemi a autokringhalizaci (Wellset Yateset
Shepard, 2008). Obetijie metastazovani sekwer proces, kdy se naddorovaiia musi
uvolnit z primarniho tumoru, proniknout do okolhiate a vstoupit do cévnihoeciste
krevniho, nebo lymfatického systému. Naskedrusi vystoupit z cirkulace do sekundarni
tkang, vytvorit mikrometastazu a pro daldist zajistit krevni zasobeni (Croket Allan,
2008). Invaze a metastazovani vyZaduje extenzamiganizaci nddorovych bk jejich
cytoskeletu a povrchovych molekul. Molekuly zgéjigci homotypickou komunikaci jako
E-cadherin a konexiny jsou obvykle mutovany a peetdikci okolni extracelularni matrix
sekretuji nadorové a stromalni by metaloproteindzy a aktivuji proteazu plazmin
(Schultz, 2005). Recentnim vydkenim vzniku metastaz e byt teorie nadorovych
kmenovych buék, ktera pedpoklada, Ze subpopulaci primarniho nadoru jsmseudo-
kmenové“ (,stem-like") biiky. Tyto buiky mohou byt zodpasdné za iniciaci a udrzovani
nadoru, coZz dava nové moznosti protinadorové terapintrené pray na nadoroveé
kmenové biiky. Epitelialrie mesenchymalni transice (EMT) je dalSim fenoméndery
se snaZzi vysilit metastazovani z pohledu deregulace vyvojovyedchanism. Tento
proces Uzce souvisi se signalnimi drahami J,G#Wnt, Notch a Hedgehog. K EMT
dochézi fyziologicky fi vyvoji embrya, nicmé&recentni studie prokazaly proces EMT i u
nadofi (Crokeret Allan, 2008).

Ve své diplomové praci jsem se zabyvatadevsim studiem asporinu, ktery byl
primarrg identifikovany u osteoartritidy, ale recetithyl popsan i v souvislosti s nddory
prsu a prostaty (Nakajimat al, 2007, Turashvilet al., 2007). Motilita bugk a exprese
asporinu byla sledovana po in vitro oviém TGH (transforming growth factor beta) a

ATRA (all trans retinoic acid).



2 Soutasny stavireSeneé problematiky

2.1 Invazivni a metastaticky proces

Invaze a metastazovani jsou komplexnimi procesgd Pastupem invaze nebo
Vv jejim prabéhu nadoroveé hiky aktivuji svou okolni podpurnou tikAvyvolavajici zast a
angiogenezi. Invaze #pobena karcinomovymi kikami zahrnuje sniZzenou btimou
adhezi, zvySenou motilitu, destrukci bazalni lamimyremodelaci ECM. V programu
metastazovani nadorové iy vstupuji do krevnich nebo miznich céweiivaji zde,
vyhybaji se Utokm imunitniho systému, extravazatuji, adheruji raliferuji v odliSné
tkéani (prehledrt zpracovano v Schultz, 2005).

Aktivni motilita burgk je esencialni jak pro fyziologicky vyvoj a hom&au tkani,
zahrnujici embryonéalni morfogenezi, hojeni ran, nitni dohled a zé&f, tak i pro
neoplazie a metastazovanidpledrt zpracovano v Friedét Brocker, 2000). Migrace je
typicky regulovana integrinovou signalizaci, forméokélnich (bodovych) kontadkt
aktin-myozin dependentni kontraktilitou. Pohybujgd butka meni swij tvar a tuhost
k tomu aby mohla interagovat s okolnimi strukturaBBCM poskytuje ,substrat” stejn
jako bariéru postupujicimu b&nému &lu. Nadorové biky vykazuji Siroké spektrum
migratnich a invaznich mechanism vcetn® deregulace enzyin degradujicich ECM
[matrix metaloproteindzy (MMP), kathepsiny a ,uno&ge plasminogen activator* (UPA)]
(Prehledré zpracovano v Friedit Wolf, 2003).

Nadorové biiky jsou schopny infiltrovat do okolni tk&miznymi zpisoby. Pohyb
jednotlivych bugk se oznauje jako ,jednobui&na migrace” a pohyb skupiny, shluku,
listu, sloupce jako ,skupinova migrace“. V mnohantwech jsou zastoupeny ®lcesty
(Thiery, 2002). Jednobtina migrace existuje v mezenchymalni a améboidnantr V
prvnim gipadt se buiky pohybuji v gti fazovém cyklu. Nejtive se migrujici biikka stane
polarizovanou, prodlouzZi se a vyt¥eedouci lamelu (1.). Dale dochazi k interakciGME
a tvorl® bodovych kontaki (2.) a nésleduje transport povrchovych protedzodota
proteolyza (3.) Cyklus je zakden aktinem zprogdkovanou kontrakci by (4.) a
,odlepenim se“ vedouci lamely od podkladu (5.)iiBus mesenchymalni migraci obvykle
vykazuji fibroblastoidni fenotyp a vyskytuji seedevSim u gliom, fibrosarkoni a
epitelialnich naddr (prehledré zpracovano v Friedit Wolf, 2003).

Améboidni typ migrace najdeméeglevsim u lymfocyt, neutrofiti, burék tumoru
ledvin, Ras transformovanych hikn prsnich Zl4z. Pohyb je generovan aktinem

Z kortikélnich filament. Améboidni nadorové by vykazuji nizkou adhezivitu ke
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kolagerim diky nizké expresi integrin(Prehled zpracovano v Friedét Wolf, 2003).
Bunky s améboidni morfologii, jako jsou linie odvozend melanom, ¢i rakoviny
tlustého gteva nejsou zavislé na extracelularni proteolyze eaytw&i pseudopodia.
Limitujicim faktorem je blokace Rho GTPazy aneboQ¥O ZvySena aktivita Rho vede
k aktivaci ROCK kindzy a ta fosforyluje lehkiettzec myozinu, vedouci k sijsi
kontrakci aktin-myozinu. Tato sila je praygbdobr dost&ujici na deformaci
kolagenovych viaken a tim k proniknuti skrz ECM heateolytického &peni kolagenu
(Sahaiet Marshall, 2003).

Skupinovd migrace je diéd prozkoumanym fenoménem, ke kterému dochazi
v prabéhu embryonalniho vyvoje blastodermu nebo uzavinénialni trubice. V kontrastu
s jednobuaénou migraci maji biky specificky usptddané kortikalni aktinové filamenta.
Toto uspdadani umoiuje vznik velkého, multicelularniho b&iného €la. V tumorech
mohou byt tyto Utvary detekovany v kazdé metadtétfézi. Pro udrZzeni podobného stavu
je nutna adheze hka-buika a taktéZz komunikace mezi jednotlivyminkami. Vyhody
skupinové migrace zahrnuji vySSi sekreci promigrdth faktofi a/nebo ochranu
vnitinich burkk pred atoky imunitniho systému.
Nowe testovana k&va zacilend na adhezni receptory nebo proteazpuej klinickych
fazich vyzkumu zatimifis cinna, gicemz jistym divodem niize byt plasticita busk pri
~feprogramovani“ migrénich proces. Adaptace zahrnuiji epiteliaimesenchymalni
transici (EMT, viz niZze), mesenchymdlaméboidni transici (MAT) nebo kolektivni
améboidni transici (Friedl et Wolf, 2003). ProceA Me charakterizovan zémou
morfologie (od fibroblastoidniho po eliptoidni fagp), mére adhezivnim typem pohybu,
zmeénénou distribuci integrinu a organizaci aktiniovélytoskeletu a bitky jsou schopny
obejit gtibodovy systém migrace zahrnujici pericelularmitpolyzu. Faktory vyvolavajici
MAT mohou byt nagiklad proteazoveé inhibitory, ziZeni vazeb meziknu a ECM a
inhibice Rho signalni drdhy. MAT byla jako alterinat draha prokazana u beHT
1080 a MDA-MB-231 pi pohybu v Matrigelu (Wolkt al. 2003). Proces CAT je podobny
konverzi i EMT s tim rozdilem, Ze migrujici By udrZuji vzajemné integrifl
dependentni vazby. Po aplikaci apiiintegrin protilatky se skupiny melanomovych
bungk rozpadly a zéaly migrovat samostatn(Hegerfeldtet al.,2002). Naopak natfkladu
maloburéného karcinomu plic byla prokdzana konverze jedn&né améboidni tranzice
na kolektivni,¢imz nadorové hiky ziskaly zvySenou rezistenci k éeai a cytostatikm
(Krauset al.,2002).

11



¢t

7S
&~
{/

.ﬁ.hm—.im:e arktcgzinn afnehonvidoromind

klmih epnse i geidd netbiis
mhﬁmcem

Tmhe daleich mostad upn:drtmi sebadice
Hidroj nadomechbmenominch o

altarce whontiotsdme i barbomd £ ECI
degradace ECH (modulace abitirsy ponteas)
wrbidbics wmodcE

migrace

i 3 dehdedn imuriribo systémn (ryRdor pd
wud broach)
Temistands B mecharichfmn stren

adheze kbasiid mebrine enddteln
migmce shas endotelidhi arbey

Bty ﬂa o ﬂﬂf‘ﬁhﬂﬂ PRIMARNI TUMOR,
— ﬂq,*wm
Stroma L) INVAZE
ey — ey --I;.‘_“q‘-‘ --q_
Endotel | Leukwoyty 'E INTRAVATACE
e ]
e J{‘ : PREZVANT v CEVHIM
57 - BEFISTI
s Tronbooypty >
S EL) A
ff %!,4 ...irl EXTRAVAZACE
7850wz
f (2 Jol0) =
i E:L?‘/ -
# -\ =
"‘ \ |! “E'f} Metastéza METASTAZA
i s
\ "i
i \)

= S .
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2.2 Charakteristika epitelial# mesenchymalni transice a jeji regulace

Epitelialnt mesenchymalni tranzice jéggghodnym a reverzibilnim procesem. Hraje
roli v embryondlnim vyvoji fi gastrulaci nebo uzavirani neuralni listy, ale lpod
recentnich poznatki v nastupu migrace, invaze a rap$@ani nadait (Thiery et Sleeman,
2006). Fenomén epiteliailnmesenchymalni tranzice je sled reakci zahrnujfechmnd
burck z epitelialniho do mezenchymalniho fenotypu. t&@ini buiky, které jsou
souwasti koherentni vrstvy s apikélnbazalni polaritou se i v mér koherentni,
izolované biiky s zvySenou migeai aktivitou bez zniiované polarity. Mezi hlavni znaky
burgk postupujicich EMT péit apikalni konstrikce, degradace bazalni laminyk(abje
pritomna), zvySena regulace mesenchymélniatkdbuika a buika-matrix povrchovych
molekul, endocytéza (internalizace) povrchovych tag@ilnich adheznich molekul,
bung¢nych spoii a jejich komponent (Shoakt Keller, 2003) a celkova z#na architektury
burnky (Leeet al, 2006). Nadorova EMT se od vyvojoveé odliSuje tha,tumorové bikky
nepodstupuji Uplnou fpmenu ve fyziologicky mesenchymalni itky. Tato situace se
nevyskytuje pouze u nadorové de-diferenciace, &rmidetni EMT dochazi iiphojeni ran
(Hugoet al, 2007).

Ztrata epitelialniho E-cadherinu a zisk mezencHgithéd N-cadherinu je jednou

Mesenchymalni Améboidni
Cestu ,vytvdi“ Cestu ,nachazi“
Migra éni strategie
Mechanismus pro Proteolyticky; degradace| Morfologické adaptace
obchazeni bariér ECM (kontraktilni krouzek)
Soustedénd; integriny a | Difuzni; integriny nejsou
Interakce burika - MT1- MMP ve skupinach| ve skupinach, MT1-
ECM MMP internalizovany a

disociovany od integriin

Obr. 2 Mechanismy invaze u nadorovych bugk (Upraveno podle Friedl et al., 2007)
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z hlavnich charakteristik EMT. Tento proces se mazjcadherinovy spird. Ztrata
genové exprese E-cadherinu je t@kétou znadmkou progrese nadoruétsiny karcinont,
pozitivné korelujici se Spatnou prognézoudhledré zpracovano v Yilmazt Christofori,
2009).

E-cadherin mimo jiné vaZg y a pl20 cateniny a zamezuje jejich transformujicitivu
na burcny transkriptom. U normalnich bék je E-cadherin na membrérstabilizovan
diky pl20-cateninu,p-catenin vytvéi komplexy so-cateninem,¢imz je E-cadherin
propojen s cytoskeletem. V transformovanychiéch mnohych karcinoi je E-cadherin
umlicovadn metylaci promotoru nebo je na transkmipdrovni jeho exprese inhibovana
zvySenou expresi Slug a Snail représépiehled® zpracovano ve Wellgt Yates et
Shepard, 2008).

EMT muaZe byt vyvolana internimi faktory (n&glad genové mutace) nebo
vnéjSimi signaly, pedevSimradou fistovych faktoli. Mezi rg pati transformani rastovy
faktor B (TGF B, transformation growth factoB), hepatocytarnitistovy faktor (HGF,
hepatocyte growth factor)¢lenové rodiny epidermalnichustovych faktoé (EGF,
epidermal growth factor), inzulinu podobnistovy faktor (IGF, insulin like growth factor)
a fibroblastovy #istovy faktor (FGF = fibroblast growth factor). Vijpehu TGH vyvolané
EMT je zvySew regulovana taktéz draha déktveho fistového faktoru (PDGF, platelet
derivated growth factor) (Hubeat al, 2005). S diverzitou signélvyvolavajicich EMT
vzristad komplexnost drah vlastnich efektoK signalnim drahdm ovlivovanych TGB
v EMT pati malé GTPazy RhoA a Racl, Ras, fosfatidylinosgtdinaza (PI3K),
mitogenré aktivovana proteinovd kindza (MAPK), s integrinemojené kindza (ILK =
integrin linked kinase) a Notch signakra draha. Recentni studie taktéZ prokazaly vliv
mikroRNA (miR-200 a miR-205) prastdnictvim modulace funkce geZEB1 a ZEB2,
které funguji jako transkrimi represory E-cadherinuighledré zpracovano v Yilmazet
Christofori, 2009).

2.2.1 Role EMT v karcinomu prsu a prostaty

Jak jiz bylo zmigno v uvodu, nova klasifikace nadoprsu (luminalni ER/PR
pozitivni, ERBB2 pozitivni, ,basal-like triple-netjge a ,normal-like”) ma velky
klinicky vyznam pro vybr 1écby, kdy adjuvantni terapie se zaciluje zejména Ra ER,
ERBB2 a triple-negativni karcinomy reprezentuji agegsivijSi skupinu (Perotet al
2000, Sorlieet al., 2001). Podle srovnani 479 klinickych vzorgrsnich naddr dochazi
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k EMT ptedevSim u triple-negativnich karcindm Podle starSi klasifikace, EMT

asociovala pedevsim s nizce diferenciovanymi duktalnimi karoigoa karcinosarkomy.

Naopak lobularni karcinomy, i kdyZz vykazuji difuzirivazi a postradaji E-cadherin,

neexprimovaly dal§i EMT markery jako jsou vimentiadherin 11 a osteonectin (Sameid

al., 2008).

U nadoii prostaty koreluje sniZzena exprese E-cadherinu gativaimi

prognostickymi znaky jako jsou Gleasonovo skoérkaloi invazivita, pronikani butk do

cévni soustavy a relapsy tunmiopo radioterapii. Mesenchymalni markery zahrnuji N-

cadherin,

osteoblasticky N-cadherin,

WDFC-1 proteim

zvySené mnoZstvi

extracelularnich domén N-cadherinu bylo taktézt&)i§ v séru paciefits karcinomem

prostaty. VySe zminé zneény v expresi mezenchymalnich a epitelilnich Zns&uvisi

s fenotypem dediferencovanych Bkra jejich agresivitou @ehledrt zpracovano v Hugo

et al, 2007). Mnoho faktdr, které jsou u karcinomu prostaty modifikovany vogvém
mikroprostedi miZze gispivat ke vzniku EMT. P&t sem nafiklad HGF a EGF, které
indukuji EMT u DU145 bugk. Podobi zvySena exprese protedz PSA (prostatic specific

antigen) a KLK4 (kalikrein 4), které jsou potecitmigaktivatory pro-EGF a latentni TGF
vede k EMT u PC3 buk. PSA i KLK4 jsou BZnou sodasti prostatického sekretu,

nicmére pri nadoroveé progresi se mohou dostat do nddorovékmprostedi @i poruseni

glandularni architektury prostatyighledr zpracovano v Huget al, 2007).

2.2.2 Mezenchymalrg epitelialni tranzice (MET)

Pti embryogeneztasto dochéazi kipchodné EMT, kterd je ndsledovdna MET na mistech

jako jsou segmentélni desty, ledviny, gastrontestinélni trakt, plice &Zk. Po osidleni

novych embryonalnich nik, mesenchymalninlky mohou zptné ziskat epitelidini

Tab. 1 Vybrané markery EMT (Prevzato Leeet al.,2006

Zﬁ’se”a Svn,lzena ZvySena aktivita Protemy’ . Funkéni markery in
pritomnost piitomnost o kumulujici se v .

- L proteind o vitro
proteint proteini jadie
N-cadherin E-cadherin ILK B-catenin ZvySena migrace
Vimentin Desmoplakin GSK-8 Smad 2/3 Zvysena invazivita
Fibronektin Cytokeratiny Rho NiB Prodluzovani butk
Snaill (Snail) Snaill (Snail) Rezistence k amoiki
Snail2 (Slug) Snail2 (Slug)
Twist Twist
FOXC2
MMP- 2, -3, -9

Integrinavp6
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morfologii (prehledré zpracovano v Blicket al., 2008; Bukholmet al, 2000). Tyto
procesy probihaji normainv ramci vyvoje organismu, nicmé&mpodobnym mechanismem
disponuji i nddorové liky, kde se jednd o mezenchymélkepitelialni reverzni tranzici
(MErT). Nadorové biiky potom znovu exprimuji E-cadherin a wyitv&pitelidini spoje.
Napriklad na modelu E-cadherin negativni prsni linie MBIB-231, které byly
inokulovany do tukovych polatéi mysSi, bylo zjis¢no, Ze sekundéarni plicni metastazy
exprimovaly E-cadherin. TentouldZity experiment ukazuje, Ze E-cadherin negativni
bunky mohou dat zéklad E-cadherin pozitivnim metastéq@ehledré zpracovano v
Wells et Yateset Shepard, 2008).

2.3 Teorie nddorovych kmenovych burk

Kmenové biikky maji vorganismu nezastupitelnou funkciti pudrZzovani
homeostazy a sebeobnovy organisinbryonalni kmenové bikly (ESC, embryonic stem
cells) je mozné ffpravit z preinplant&nich embryi, ficemZ z postimplantamich embryi
jsou izolovanyembryonalni zarod@é buiky (EGC, embryonic germ cells). Adultni k&
obsahujeorganové (dosgié) kmenovéduiky (ASC, adult stem cells), které davaji za vznik
progenitorovym nebo vice diferencovanymikém. ASC biiky se nachazeji difuznve
vSech tkanich a jsou zaraveotencionalniminddorovymi kmenovymi bkami (CSC,
cancer stem cells) (Hombach-Klonisa@t al, 2008). Maligni variantou ESC jsou
embryondlni karcinomové hky (ECC, embryonic carcinoma cells), které jsou
kmenovymi buiitkami teratokarcinorin (Novotna et Mares., 2005). Kmenové bky jsou
schopny jak symetrickéhoélgni, @i kterém vznikaji dv stejné kmenové hiky tak i
asymetrického, kdy kmenova iika dava vznik dagnym buikdm podstupujicim
diferenciaci. kazem toho, Zze kmenové ity hraji roli v karcinogenezi jeffiomnost
nékolika spol€nych znak u normalnich i nadorovych kmenovych blunPredevsim je to
schopnost sebeobnovy, schopnost diferenciace, miktelomeraza, blokdda apoptézy,
zvySeny membranovy transport a schopnost migroviSlenka o jgvodu nadol
z kmenovych buk je stard fiblizné 150 let. Na zwecich modelech se ukazalo, Ze
identifikovatelna subpopulace nadorovych #urskut&né vykazuje vlastnosti jako je
schopnost sebeobnovy a diferenciace. Sebeobnovanpotumorigenezi, zatimco
diferenciace zajidije nadorov fenotypovou (Dontwet al, 2003). Prvni tkaz o existenci
nadorovych kmenovych btk poskytli Bonnet a Dick vroce 1997, kdy vyizoldiva
subpopulaci CD34CD38 burgk (ve frekvenci mensi nez 1 na 10000 leukemickych
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burgk), které byly schopné vyvolat leukemii po inokulaim NOD/SCID mysSi. Stejna
vyzkumna skupina také prokazala, Zze CS@klgumaji rizny potencial sebeobnovy, coz
odpovida heterogesit(vyvojové hierarchii) normalnich hematopoietickykmenovych
burgk. Obdobna pozorovani byla&inéna u nadoru prsu, kdy mé&nez 200 CD44CD24
burgk, které tvagily 1-10 % celkové nadorové populace, bylo schopypeolat nador po
inokulaci do NOD/SCID mysi. Biky CD44/CD24 jsou nejen tumorigenni, aleivvitro
podminkach jsou schopny ftibtaké mamosféry, coz je typické pro normalni koen
buiky prsu (Rehledr zpracovano ve Wichat al, 2006). Fitomnost tumorovych
kmenovych bugk byla odhalena také v abera#iproliferujici mozkové tkani (Singét al.,
2003), pankreatu (Let al, 2007), prsu (Al-Hajgt al, 2003), ovariu (Zhangt al, 2008),
prosta¥ (Maitlandet al, 2008; Langhet Frameet Collins, 2009) a $ew (O Brienet al,
2007). Transformace normalnich kmenovych duma nadorové je pra¥dodobré
dusledkem deregulace signalnich drah, které jsou jeapo pedevsSim v regulaci
sebeobnovy (ndfklad drahy Wnt, Notch, Hedgehog a BMP; viz nize).

Vyswétlenim selhdni saasné terapie solidnich tuniomaze byt fakt, Ze nador a
tvorba metastaz jéizena malou populaci nadorovych kmenovychéburkteré vykazuji
|Iékovou rezistenci. Podstata rezistence na cheapeatika neni dosud jasna, aterodem
muze byt vysoka exprese anti-apoptotickych prateidABC transportéry nebo gen
vicetetné Iékové rezistence (MDR = multi drug resistar{Peehledrt zpracovano v Reya
et al., 2001). K chemoterapeutické rezistenci mohdisgivat také efektivni repatai
mechanismy nebo kinetika btimého cyklu, kdy je &Sina nddorovych kmenovych bikn
v G fazi, a tedy necitlivd k chemoterapeutickym agéptshledré zpracovano Wichat
al., 2006).

CSC pravdpodobrg hraji vyznamnou roli v metastdzovani a existujgkofik
zpasohi jak se mohou zapojovat do tvorby sekundarnihoskazi Rvodni CSC které

vyvolaly primarni tumor se mohou podildfrpo na tvork metastdz a oba procesy se jsou

Tab. 2 Brehled vybranych porhcovych markei nddorovych kmenovych burk

Povrchovy marker Lokalizace Stav Citace
CD34'/CD38 Aberantni lymfocyty, leukemie exprese Bonetbick., 1997
CD44'/CD24°" ™ Karcinom prsu exprese Al-Hait al, 2003
Oct -4 Karcinom prsu exprese Poetial, 2005
Cx43 Karcinom prsu absence exprese Petrail.,, 2005
CD133 (Prominin) vice tkani exprese Mizmretkal, 2008
ALDH1 Karcinom prsu exprese Douvilet al, 2008
CD138 (Syndecan-1) Vieetny myelom absence exprese MatdLal. 2004
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praviEpodobré spiSe paralelni nez sekwei Druhou moznosti jsou mut& nebo
epigeneticky zrnéné CSC, které mohou mit sedek vyhodu pro invazivniust a
metastazovani. Vytieni takovéto ,metastatické CSC" prapodobr Uzce souvisi s
epitelidlre mesenchymalni tranzici (EMT). EMT j@asto pozorovana na invazni hranici
nadofi, piicemZ u nadoru pankreatu byly CSC ztéto invazivraniwe zasadni pro
metastaticky proces. V neposledait CSC mohou také metastazovat spodes ostatnimi
typy tumorovych buék. Po uhnizéni v sekundarnim lozisku CSC figpivaji
k dalSimu @istu, nicmés v metastdze je obvykle&si procento vice diferencovanych
burek neZz bugk v pavodnim nédoru, coZ pravdodobré souvisi s vlivem nového

nadorového mikroprostdi (gehledré zpracovano v Marottat Polyak, 2009).

2.4 TGFB

Superrodina transformaiho ristoveho faktoru beta (TGP, transforming grow
factor ) sestava z vice nez 35 strukttipodobnych polypeptida dli se na d¥ hlavni
vétve, skupinu BMP (bone morphogenetic proteins)/GBewth differenciation factor) a
TGF B/Activin/Nodal (Leivonenet K&hari, 2007). Faktory z obou skupin maji odlisné,
kdyZz komplementarni efekty a jsou ddivymi regulatory bu&iné proliferace, adheze a
moduluji extracelularni matrix i imunitni systémggin 1996; Reddi, 2005).

TGF B existuje v pti izoformach TGFB-1 az 5 a v aminokyselinovych sekvencich
vykazuji 70-80% homologii. Biologicky aktivni formoTGF 8 jsou homodimery vazané
disulfidickymi mastky. Nejvice prevalentni formou je TGF1, dale TGFB-2, NGF
(Nerve growth factor a PDGF (platellet derived
growth factor). V satich buikach jsou obech

¢ exprimovany TGFp-1 az 3 a vSechnyiit
izoformy  jsou sekretovany v biologicky
,.;f inaktivnich prekurzorech, tzv. latentnich T@F
—_— (@ (L-TGF B = latent TGFp). Fi fyziologickych
/Ismad podminkédch jsou TGH aktivovany kyselym

((:Sc’msa'gif prostedim a  proteolyzou, ipdeviim

11 plazminem a matrixovymi proteazami (MMPs —

Obr.2 TGF B signalni draha matrix metalloproteinases). Po aktivaci se
(Upraveno podle Leivonen et rastové faktory vazi na své receptory a iniciuji

Kahari. 2007 . . . , , .
anar signaliz&ni kaskaddu fes Smad, aifpadré i
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mitogenré aktivované protein kinazy (MAPK — mitogen activdferotein dinase) (Annes
et al, 2003).

Existuji ti typy TGF receptod (typ I, 11, 1ll), pticemZ receptory | a Il vyti@ po
vazl® ligandi heterokomplexy a iniciuji intracelularni signattal savé se nachazi
sedm fiznych receptdr typu | a gt receptodl typu Il. Receptory TG typu | a Il jsou
velmi podobné transmembranové glykoproteidy s gdykmvanou extracelularni doménou,
kratkou transmembranovou doménou a intracelulamrinihreoninovou kindzovou
doménou. Signalni kaskadach@ navazanim TGB na receptor Il, ktery poté interaguje
s receptorem | a dochazi kerilené fosforylaci. Receptor prvniho typu je chazakticky
konzervovanou oblasti bohatou na glycin a serin, &S oblast, ktera je po dimerizaci
fosforylovana kinazou fARIl. To vede k aktivaci kinazové domény prvnihoegoru a
iniciaci spadoveé reakce a fosforylaci Smad sigméinhediatot (prehledré zpracovano
v Leivonen et Kahari, 2007). Teti typ receptoru fiRIll, znamy také jako betaglycan,
muzZe napomahat ip vazb: ligandu k BRIl nebo @i vazke inhibinu, activinového
antagonisty, k activinovynm recepton (Lewiset al, 2000).

Savi rodina Smad je twena 8c¢leny, rozalené do 3 skupin podle funkce.
Receptoro¥ aktivované Smad (R-Smad, Smad 1,-2,-3,-5,-8%né mediatorové Smad
(Co-Smad = common mediator Smad, Smad 4) a fiildmad (I-Smad, Smad 6 a 7).
Smad proteiny obsahuji 2 velké konzervované doménysterminélni (MH1) a C-
terminalni (MH2) Mad homologické domény. ®©bdomény jsou odfeny meér
konzervovanou oblasti bohatou na prolin, kterA nianam v kooperaci Smad rodiny
a MAPK (mitogen activated protein dinase) drahotelffedré zpracovano v Leivoneat
Ké&hari, 2007). Receptorytwe TGFp cytokini reaguji se Smad 2 a 3, zatimco skupina
BMP receptoit fosforyluje Smad 1, 5, 8. Po aktivaci putuji retoepw aktivované Smad

Tab.3 Role TGFp v tumorigenezi (Prevzato z Massagué, 2008)
Tumor supresivni efekty: cytostaticky efekt,
Diferenciace
Premalignantni stadium Apoptéza
Suprese tumorigenniho zfin
Suprese stromatickych mitogen
Ztrata imunitniho dohledu

Maligni progrese (ztrata nadorové suprese) Produkce autokrinnich mitogén
Motilita
Epitelidlne mesenchymalni tranzice
Invazivita a metastazovani Myofibroblastova mobilizace

Tvorba metastaz

Extravazace

ZvySena mobilita osteoklast
Modifikujici faktory mikroenviromentu:
Cytokiny, protedzy

Metastaticka kolonizace
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faktory do jadra, kde vyt¥dkomplex se Smad 4 (Skt Massagué, 2003). Smad proteiny
vykazuji DNA vazebnou aktivitu a v kooperaci s daiStranskrignimi kofaktory reguluji
aktivitu stovek gef (pfehled zpracovano v Massagué, 2008). TEBtimuluje syntézu
hlavnich proteiit ECM, zahrnujicim kolagen, proteoglykany, glukosamgilykany,
fibronektin, integriny, trombospondin a proteinyskai matrix. Degradac&dhto proteiri

je mozna diky inhibici syntézy neutralnich meta@ipmaz a zvySenim syntézy
proteindzovych inhibitdr (Qureshiet Ricci et Zafarullah, 2008).

V normalni tk&ni udrZzuje TGH homeostazu. Vifpact porarni je TGF
uvoliovan trombocyty a ostatnimi stromalnimi komponedty krve, kde zabraije
deregulované buiné proliferaci a z&ftu. Podobné podminky existuji i u nadoru, kdy je
TGF B casto gitomen v nadorovém tkani jako signal pro prevenengaligni progrese.
TGF B tak miZze zastavat funkci nddorového supresoru, ale yahjipodminek podporuje
rast a metastdzovani. Tento paradoxni staiZerbytéast&né vyswtlen snizenou expresi
obou receptdr u nadorovych buik, coz i @i vysoké sekreci TGP snizuje autokrinni
inhibici rastu. Tento fakt je podporovan i ndlezem, kdy obndvexprese u linie bdk
lidské rakoviny prostaty vedla k indukci apoptozynhibici rastu xenografickych tumér
(Djakiew, 2000). DalSim mechanismem rezisteno& VGF  mohou byt muténi zmeny
v receptorech | anebo Il a Smad, coz podéikéad o roli Smad signalizace v tumorigenezi
(Parket al, 2000). Deregulace TGF signalizace u Smad sejd predevSim na arovni
Smad 4 a Smad 2 (Massagtel, 2000).

Dulezita role tohoto ustového faktoru v metastazovani byla prokdzana na
modelech karcinomu prsu. U mySi dochazelo k tvdabstnich metastaz préstnictvim
Smad signalizace (Deckegs al, 2006). U bui¢né linie MDA-MB-231 byly prokazatetn
inhibovany kostni metastazy v mySim xenograftu &tk Smad 4 pomoci RNA-
interference. Azumat al prokézali, Ze zvySend exprese infitho Smad 7 v kulturach
prsnich nadorovych linii a in vivo modeti inhibovala invazivni fenotyp. TGB je
kriticky taktéZ pro ER negativni prsni nadorovédipro konéné faze metastazovani, tj.

pieziti v cévnimiedisti, extravazace nebo kolonizaci v plicni tkanigh, 2008).

2.4.1 BMP drdha (bone morphogenetic protein)

BMP signalizace hraje utezitou dlohu v bu&iné proliferaci a differenciaci.
Uginky BMP proteiri mohou byt autokrinni i parakrinni. Existuji dvapyy receptoi,

pricemzZ receptor | mafit varianty BMPRIA, BMPRIB a activinovy receptor IA
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(Yamashitaet al, 1995). Exprese receptoje tk&iové specifickd a pro aktivaci signélni
drahy je nutnda ffitomnost obou receptir které dimerizuji po vazbligandu. Dimer je
aktivovan po fosforylaci receptoru | receptoremallsignalizace poté postupujéep
fosforylaci Smad 1, 5 a 8, které aktivuji Smadjéteo translokaci do jadra. BMP proteiny
a jejich receptory hraji dlohu v mnoha vyvojovyctrogesech nervové soustavy,
hematopoézy, srdce a skeletuefffedr zpracovano v Bailewt al, 2007). Deregulace
BMP drahy byla také identifikovana uckolika typd nadofi. BMP 4, 6 a 7 byly
exprimovany u prostatického adenokarcinomu s mafifieimi kostnimi metastazami
(Masudaet al, 2003). BMP 2 je taktézutkZitym faktorem u naddarprsu. Prsni nadorové
linie vykazovaly chemotaxi ke zdroji BMP2. Bky MCF7, které exprimovaly BMP2
zvySert invadovaly v Matrigel® (Clementet al.,2005).

2.5 Wnt/ B catenin signalni draha

Signalni draha zprastdkovana Wnt (wingless type) proteiny je vysocel®sreé
konzervovana a je kritickd pro bttmou proliferaci, apoptézu, diferenciaci, migraci i
obnovu nadorovych kmenovych hkikn U lidskych bugk existuje 19 Wnt protein které
vykazuji az 83% homologii. Wnt signalizace se uekiuije 10 receptory, zvané Fz
receptory (fz, frizzled)(Katofet al, 2006). Transdukce signéluage probihat nejmeén
ttemi intracelularnimi drahami, zahrnujicimi kanomiuk Wnt/beta-catenin, non-
kanonickymi Wnt/C&" a Wnt/PCP (planar cell polarity) drahami (Tura#iheit al, 2006).

Pti absenci Wnt

ligandu se Dbeta-

Absence ligandu

catenin vaze na CK1

alfa (Casein Kinase-1-
alpha), GSK3Beta
(Glycogen Synthase

Dsh m

Kinase-3-Beta),
AXIN (Axis Inhibitor)

£F-r
PPP

Ubikvitinace a degradace
e S i a APC (Adenomatous
j. Grnucho -/ cBP -"/ \"-. POlypOSiS Coli
\ l_l \ e [P ) . 5
\ Refr_esej""“h geni \\\.\\___nktiraze cilovyeh geni ’_// prOtEIn), Ccoz Vede
Obr. 3 Wnt kanonické draha (Upraveno podle David M. K ubikvitinaci a
Eisenmann, www.wormbook.org/wntfigl.jpg proteolyze beta-
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cateninu (Blavieet al, 2006) (viz obr. 4). Kanonicka Wnt signalizacelgha gipojenim
ligandu na Fz receptor, coZz vede k aktivaci DshsliBvelled) proteinu, ktery inhibuje
aktivitu degrada&niho komplexu APC-axin-GSK3. Tim je uma&ha akumulace volného
beta-cateninu v cytoplazima jeho transport do jadra, kde sgokes LEF (Lymphoid-
Enhancing Factor) a TCF (T-Cell Factor) aktivujepeesi cilovych gein Cilové geny
zahrnuji nagiklad WISP-1 (Wnt-induced secreted protein 1), CDvithentin, MMP7 a
26, UPAR (Urokinase-type Plasminogen Activatoréptor), TCF1 (Transcription Factor-
1), Slug, Gastrin a Twist. Tyto geny hrajidou Glohu v bu&ném fistu a migraci.
Napriklad transkrigni faktor Twist a Wntl fispivaji k tumorigenezi u prsnich nadpr
kdy je zvySen regulovan 69% nadomprsu (Watanabet al, 2004). Jinou alteraci u nador
prsu se Spatnou progndzou je hypermetylace promstoRP1 (secreted Fz-related protein
1), ktery je za normalniho stavu schopertitoomplex s Wnt ligandy a branit tak jejich
vazl® na Fz receptory (@hledr zpracovano v Turashvilét al, 2006).

Non-kanonické, na beta-cateninu nezavislé, dramggrre moduluji bugeény pohyb. Jsou
popsany ii mechanismy non-kanonické drahy, vSechny zahméjinik jako mediator.
Pati sem drahy Wnt/Ga, Wnt/PCP a pravgpodobna Wnt/G-protein sig. draha¢Rledrs

zpracovano v Kohet Moon., 2005).

2.5.1 Wnt/Ca®" signalni draha

Role vapniku ve Wnt signalizaci s&jel predevsim v satinnosti s Wnt 11 a Wnt5.
Samotna vazba Wnt k Fz recepitor vede ke zvySené koncentraci vapniku v cytoptazm
Jev poté moduluje kalcium/calmodulin dependentoigin kinazu 1l (CamKIl) a protein
kindzu C (PKC). Specifit signdlu dopomahaji koreceptory Knypek a Ror2 & dédFz
proteiny. Intracelularni uvabvani vapniku je vyZzadovano praldsné uspiadani
v pribéhu embryogeneze. Ztrata funkce Wnt5 u modelu rybanio vedla
k hyperdorzalizaci embryii (Ehled& zpracovano Turashvillet al., 2006). Pedpoklada
se, ze Wnt/CH reguluje vyvoj myoblasgta adultnich myocyit (Anakweet al, 2003).

2.5.2 Wnt/PCP signalni drdha

Role Wnt/PCP drahy spivd na rozdil od kanonické drahy v efluxu DVL-1 do
plasmatické membrany (Widelitz, 2005). Proteinyéagirtné ve Wnt jsou Fizzled,
Dishevelled, Prickle, Strabismus a Rho. Asociageki®rl (Pk1), Strabismu a Dishevelled
vede k pepinani ve Wnt signalizaci. U embiBania vedla zvySené exprese Pkl k dvou aZz

tiinasobnému uvotmi vapniku do cytosolu. Tento nalez dokladd mozZrgkiyv
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s Wnt/C&" (Veemanet al., 2003). Wnt/PCP takté? zahrnuje malé GTPazy jako Rh
Cdc42. Nadrrna exprese dominariénnegativni Cdc42 vedla k zme rastu embryi
drapatkyXenopus.Tyto zmeény taktéz vyZaduji vapnik pro aktivaci (Clatial.,2002).

2.5.3 Wnt/G proteinova signalizace

Diky sekundéarni strukte transmembranovych Fz receptotvorenych sedmi
helixy existuje pedpoklad pro fenos signalu ies GTP (guanosin-trifosfat). Signalizace
pres GTP vyZaduje kalciovy tok. Stimulace G proiej@ v asociaci s aktivaci fosfatydil
inositolové drahy nasledovanou transkripci cilovgemi. Aktivita Wnt nezavisla na beta
cateninu hraje roli v orientacilesné osy. Mutace Wnt5 nebo Fz-2 vedou defektni
posteriorni orientaciéta Dania. Modelové a klinické studie ukazuji, Ze proces Mgnt
proteinové signalizace zavisi na zvySené expragtigité inhibitora (Jonssoret Anderson,
2001). Geneticka analyza u Drosofily prokazalae#itou roli G proteid pro Fz
signalizaci, jejich role v metabolismu obratldvovSsem #stava neznadma (Katanaeval.,
2005).

Deregulace E-cadherinu rozyaje proteiny z cytoplazmatikcého adhezniho komplexu
vykazujici ambivalentni funkce v zavislosti na ggjisubcelularni lokalizaci. Nejs#j$im
partnerem, ktery s E-cadherinem kooperuj@-atenin (Clevers, 2006). Inhibice TGF
signalizace u E-cadherin exprimujicich FosER duurdoSlo k reverzi fenotypu na
polarizovany, ve kterém byl E-cadherin fcatenin na spravnych domeénach na
cytoplazmatické domén Ztrata E-cadherinu fize gispivat ke zvySené LEF/TCE-
cateninové signalizaci, ktera &pé kooperuje s autokrinni TGE drdhou aby se udrzel
nediferencovany mesenchymalni fenotyp (Egeal.,2004).

U karcinomu prostaty byl prokazan takté&ingék asociace Wnt5a se sFRP1 (Secreted
Frizzled-related protein-1) na inhibiciciaka androgefi. sFRP1 inhibuje transkripi
aktivitu androgenového receptoru (Kawaeb al, 2009). Wnt/beta-catenin primérn
reguluje cyklovani v gibéhu vyvoje, zatimco Wnt/PCP reguluje organizaci sl&detu
(Blavier et al., 2006). Kltovou ulohu v invazivit hraje kooperace JNK drahy a non-
kanonické Wnt5a (Pukrogt al.,2006).

2.6 DalSi faktory a signalni drahy angazované v EMT amstazovani

Mezi hlavni signalni drahy angaZzovan& BMT pati krom¢ TGH}/BMP a Wnt
taktéZ Notch, Hedgehog a NB, které budou blize zmény nize. U ¥tSiny testovanych
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epitelialnich budénych tym kooperuji signalni drahy T®Fpii vzniku EMT také
s onkogennim Ras nebdznymi RTK kinazami (,receptor tyrosin kinase"“; régad
~epidermal growth factor receptor”). Komplexni ird&ce zmiovanych signalnich drah
v regulaci CSC, nadorové EMT nebo invazivniietu s¥dci o casté reaktivaci latentnich
vyvojovych program v celém procesu karcinogenezéefledré zpracovano v Hubeet
al., 2005).

2.6.1 Notch draha

Notch draha je kéova pro udrZzovani simultdnniho vyvoje sousednichéku
V mnoha tkanich reguluje tato kaskada diferencipaijiferaci a apoptézu. Hlavrasti
Notch signalizace zarhnuji Notch receptor, DSL didya (Delta a Serrate/Jagged), CSL
DNA-vazebné proteiny (CBF1/RBPJ-kappa). Notch gen peceptory zahrnujetyii
varianty, Notch1-4. Pro ligandy existuje ggmét, Jaggedl, Jagged2, Deltal, Delta2 and
Delta3 (Ohishiet al, 2000). Podobhjako TGP ma i Notch pleiotropnidinek a funguje
jako tumor-supresivni nebo naopak podporuje nadorbujeni. Aktivita zavisi na
burg¢ném kontextu a itomnosti protoonkogen (Huber et al., 2005). Pokud je Notch
aktivni @i udrzovani stalosti kmenovych bikp ma onkogenni funkci, pokud udrzuje
differenciaci, ma tumor-supresivntiiek (Fehled zpracovano v Bailegt al., 2007).
Notch signalizace podporuje angiogenezi a EMT (Temmanet al., 2004) a je schopna
indukovat invazni fenotyp u epiteliélnich prsnichnék a u keratinocyi (Balint et al.,
2005). Notch také kooperuje s Tlpri zvySovani exprese Heyl nebo Snail, repriesor
gemi E- a VE- kadherinu. # rakoviné prostaty byl Jagged ligand vice exprimovan u
metastazujici tk&h neZz u benignich hyperplazii a fyziologicky normém nalez
(Santagatat al, 2004).

2.6.2 Hedgehog draha

Hedgehog draha udrZuje mnozstvi kmenovych ébum obect kontroluje
proliferaci, morfologii a differenciaci (Inghamt McMahon, 2001, Hubeet al, 2005).
Proteiny této kaskady jsou sekretovany autokrinparakring. Ligandy hedgehog drahy
Sonic (Shh), Indian (Ihh), Desert (Dhh) inhibugnismembranové proteiny Patched (PTC1
a 2) (Pepinskyet al, 2000). Tim je zruSena negativni regulace SMOg@hened) a je

umozréna aktivace Gli transkrimich faktofi. Tato signalni draha je doposud ve stadiu
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intenzivniho vyzkumu a ndiklad vztah PTC s SMO a nésledna aktivace Gli pnataeni
plné vyswtlena (Rehledr zpracovano v Bailegt al., 2007). Nicmné# vysoka aktivita
geni z této signélini kaskady byla asociovana s metagfaim u karcinomu prostaty a
prostatické nadorové kmenovéiliy po modulaci této drahy vykazovaly zvySenou espre
molekuly Snail a represi E-cadherinu. Hedgehog alrédspor# prispiva k EMT a je také

mediatorem angiogenezer¢pledrt zpracovano v Hubeat al, 2005).

2.6.3 NFxB (Nuclear Factor-KappaB)

NF«kB drdha je dlezitym regulatorem proliferace, apoptozy a hrajgidkou roli
v tumorigenezi (Baldwin, 1996). i%e byt aktivovana Sirokym spektrem faktoa
odpovida mimo jiné na stres, imunitni a &fivou reakci. Rodina transkrgmich faktofi
NFkB sestava s&i ¢lena p50, p52, RelA (p65), c-Rel a RelB (Viget al, 2002).
VSechny obsahuji konzervovanou N terminalni dom&MD (rel homology domain),
kterd vdZze DNA a je zodpedna také za homo/heterodimerizaci. TAD (,transdoipt
activation domain“) doménu obsahuji pouze p65, teRRelB. Proteiny p50 a p52 mohou
aktivovat transkripci cilovych génpouze pi heterodimerizaci s faktory obsahujicimi
TAD, pricemz ve formt homodimed reguluji NFB signalizaci negativh NF«B proteiny
jsou v cytosolarnim pragdi inhibovany ihibitory #B (IxB-alfa, -beta, -gamma, -epsilon,
BCL3, p100 and pl105). VSechny inhibitory obsahpgdafickou sekvenci aminokyselin
zvanou ankyrin, kterou se vazi nafFproteiny. Po aktivaci NEB, nagiklad pisobenim
lipopolysacharid, TNF (tumor necrosis factor) nebo IL-1 (interlenk) dochazi k aktivaci
kindzového komplexu IKK, coZ vede k fosforylaci,ikiitinaci a degradaci inhibitdr
IKK komplex sestava ze dvou homologickych kinazdvymodjednotek IKK1/IKK2 a
regul&ni podjednotky NEMO (,NkB essential regulator”). Degradace inhihitor
umo#iuje prechod NkB do jadra a aktivaci cilovych génmezi které pdt také represory
E-cadherinu Snail a Twist. V té souvislosti jéletité, Ze NkB byla popsana jako
vyznamny mediatoror EMT u modelu karcinomu prsu leluet al, 2004). U
prostatickych bugnych lini je NB draha konstitutivé aktivni u androgen insensitivni
PC-3 linie, ale nikoli u androgen sensitivnhi LNC#®erovana NikB draha byla popsana
u refraktornich a metastatickych nailprostaty a jejinhibice mize mit velky potencial

pro I&bu androgen insensitivnich stadii karcinomu prggfaenitezet al, 2009).
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2.6.4 ATRA (all trans retinoic acid)

Retinoidy a jejich firozend i syntetickd analoga jsou pouzivana ptbuéakoviny
vice nez 30 let (Sporret al, 1996). Hraji dlezitou ulohu v kontrole proliferace,
diferenciace, metabolismu, reprodukce a morfogendtechanismy &inku zahrnuji
supresi @istu a podporu diferenciace malignich &kninhibice schopnosti produkovat
degradani enzymy nutné pro invazi, blokaci migrace, ne&uésrizace a zprogtdkovani
anti-tumorové imunitni odp@di hostitele (Lotan, 1991). Pleotropni aktivity ineida
vychazi priméré ze schopnosti regulovat genovou expresi pedstictvim jadernych
retinoidnich receptdr (RAR). RAR proteiny asociuji s retinoidnim X retegm (RXR),
vytvéii heterodimery vazici se na RARe (RAR responseaiesh v regulénich oblastech
cilovych geii (Donatoet al, 2007). ATRA (,All trans Retinoic Acid“) a dalSi retinoidy
jsou potencionakh schopné vyvolat regresi neoplastické tkdonormalnimu fenotypu
(Prehledrg zpracovano v Huynlet Brodie et Njar, 2006). ATRA je naifiklad silnym
faktorem pro indukci diferenciacefipakutni myeloidni leukemii (Orlandet al, 2003).
Bylo prokazano, Ze retinoidy jsou efektivnimkiléy rakoviny prsu (Donatet al, 2007) a
maji také vyznamipjeji prevenci (Veroneset al.,2006). Deficit retinoid hraje dileZitou
Glohu i v karcinomu prostaty, kdy Uraveendogenni ATRy je & aZz osmkrat nizSi u
nadofi nez v normalni fyziologické tkani (Pasquetial, 1996). Winek retinoidi je v3ak
limitovan jejich rapidnim metabolismem vivo. Proto novym Hstupem k lébé tumor
mohou byt latky blokujici jejich metabolismus (RAMB ,retinoic acid metabolism

blocking agent"), ktery zvySuje mnoZstvi retinii nddorové.

2.7 Asporin a dalSi proteiny kooperujici s ECM

Asporin byl identifikovdn nezavislerdmi skupinami v roce 2001 (Henst al,
Lorenzoet al Yamadaet al). Je novymélenem LRR (small leucine rich repeat) rodiny
proteoglykaii, kam dale pat decorin a biglycan. Rodina LRR zahrnujed@na, které se
deli na ti subrodiny, zaloZzené na organizaci, strik&t@ aminokyselinové podobnosti
(Nakajimaet al, 2007). Hlavni funkci, ktera je spoté pro ¥tSinu LRR proteif je
schopnost vazat kolageties svou LRR doménu. Vysoka variabilita N termin@omény
umoiuje interakce s ostatnimi slozkami extracelularatrir, které propojuji a stabilizuji
fibrilarni sit. Zmény v ponéru a mnoZstvi LRR protein se odrazi i ve zméném
uspdgadani kolagenovych fibril (Danielsat al, 1997; Chakravartt al, 1998; Svensson
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et al, 1999). ZvlaStnim znakem asporinu je jeho na r&paohaty N-konec, cozZ je i
zakladem jeho jména. Je blizcéibuzny s decorinem, i kdyZz neobsahuje serin/glycin
dipeptidovou sekvenci nutnou pro skladani ortoykgsaminoglykan, takze struktur&ido
proteoglykafi vlastré nepati. Protein obsahuje 379 aminokyselin, N-glykoggiamisto
na Asri®! a potencionalni O-glykosyai oblast na Sét (Lorenzoet al., 2001). Lokus
asporinu leZi na chromozoniu9q21.3-q22 (Henrgt al, 2001). Exprese ASPN viiehu
vyvoje mysiho embrya byla prokazana v kesh ostatnich pojivovych tkanich (Slachy,
skléra, pojivové obaly svala dermis). Lidské fetalni a adultni tRawykazovaly nejvysSi
expresi asporinu v aéra tloze. SniZzena exprese byla u prsnich Zlaz a pyo@tanry et
al., 2001). Yamada a spolupracovnici studovali aspoperidontalnim ligamentu, kde byl
abundant& exprimovan spol¢ s geny jako periostin, osteonectin, kolagen tymulll
(Yamada et al, 2001). Asporin je abundartnexprimovan také v chrupavce
s osteoartritidou a jeho exprese se zvySuje pjefresivni degeneraci (Nakajirea al.,
2007). | kdyZz LRR proteoglykany hraji prokazatelnmli v ristu kosti, kranofacialnim
vyvoji a vzniku kolagenovych fibril, je jejich kon&tni Uloha v chrupavce nejasna.
Asporin blokuje chondrogenezidasném i pozdnim stadiu a interaguje a inhibuje BGF-
coz zmsobuje nizky obsah aggrecanu a kolagenu typti bgteoartriti¢ (Kizawaet al,
2005). TGFB naopak stimuluje asporinovou expresi, coZz poukazo@a reguleni
zpstnovazebnou sniku (Nakajimaet al, 2007).

Asporin byl recenth popsén také v souvislosti s nAdorovym onenioin
(Turashviliet al, 2007). Na pracovisti Skolitele byly mikrodiselémy normalni duktalni a
lobuléarni buiky i nddorové biiky piislusnych invazivnich karcinaiprsu. Nasledhbyla
v téchto buikach stanovena genova exprese pomoci celogenomovipth firmy
Affymetrix a byla provedendada srovnani mezi jednotlivymi b&imymi populacemi.
Vedle dalSich zajimavych vysledku se piddazjistit vyznamré vySSi expresi asporinu u
invazivnich lobularnich karcinoimoproti normalnim biikam i duktalnim karcinofm.
ZvySend exprese asporinu, kolag@ndalSich proteihextracelularni matrix (viz také geny
nize) byla doprovazena zmami signalnich drah TGF-a Whnt, které souvisi s fenoménem
epithelidlre-mesenchymalni transformace. Hledanim v dostupnyfiiiitextovych®
¢lancich (pomoci Google i studiem relevantni litergt se nAm poddo zachytit dalSi
Ctyii prace, kde asporin byl sice metadou dalSich gen (identifikovanych pomoci
microarrays), ale nebyl autory diskutovan ani ddilelovan (Michlet al 2005, Bestt al.
2005, Stanbrought al. 2006, Kleinet al 2009). Ve dvou studiich byl asporin mezi geny

se zvySenou expresi u androgen independentnicm&arech prostaty (Best al. 2005 a
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Stanbrouglet al 2006). Ve teti praci byla exprese asporinu zvySena protein&la,
ktery stimuluje motilitu i invazivitu nddorovych bék (Michl et al. 2005) a v posledni
praci byl asporin mezi 22 geny specifickymi pro asthzovani do kosti (Kleipt al.
2009). Tyto prace jsou v souladu s nasi hypotézeyzaamu asporinu pro invazivnist

nadorovych bukk.

2.7.1 CUTL1 (CUX1, Cut-like homeobox 1)

CUTL1 pati do rodiny homeoboxovych transkéigch faktofi regulujicich buaeny
rast a diferenciaci (Nepveu, 2001). Je evalu konzervovan a obsahujgyii DNA
vazebné domény. il z nich jsou znamy jako ,cut repetice a jedna gakcut
homeodoména“ (Harada al.,1995). CUTL1 nehrajetfmou roli v EMT, ale je nutny pro
kratkodobé efekty TGB- na burcnou motilitu, zahrnujici oboji drdhy, Smad4
dependentni a p38 MAPKinazovou signalizaci. Gergréktspadaji pod regulaci CUTL1
byly jiz drive identifikovany jako modulatory b&&né invaze natznych bugcnych
modeli tumort. Pati sem pleiotropin (PTN) sekretovangstovy faktor, kety podftuje
rast a metastazovani v mesenchymalnichkoh. Dale WNT5A¢len ,wingless* genove
rodiny, ktery je v asociaci s motilitou a invazotit metastatického melanomu (Miatlal.,
2005). Také snizena6 integrinova exprese the veést k redukované adheziviha
lamininu v ECM a tudiZz k redukované invaz&vitRecentni studie prokézaly regina
efekt Src na CUTL 1. ZvySena reakumulace Src pdaepmwmové inhibici CUTL1
umiéenych bumk nazn&uje, Ze aktivita tohoto transktipiho faktoru je asociovana
s degradaci Src (Alekset al, 2007). Exprese CUTLL1 je indukovana T@FR-je nutné pro
burg¢nou motilitu, coZ z & déla potencionélé novy cil pro blokovani invazivity tumar
(Michl et al, 2005).

2.7.2 CTHRCL1 (collagen triple helix containing 1)

DalSi gen no¥ asociovan s karcinogenezije CTHRC1, ktery byl saop u
melanond, rakoviny prsu a dalSich solidnich nad@fanget al, 2006, Turashvilet al.
2007). CTHRC1 se neexprimuje u non invazivnich didzinelanomu ale je zvySen u
primarrgé invazivnich melanoih a jeho exprese déle stoupa u metastatickych mmeiano
CTHRCL1 byl zvySe& exprimovan po ovliveni TGFf§ a BMP4 (Bone morphogenetic
protein 4) a fispival ke zvySené migraci fibroblasa burtk hladkého svalstva (Payagay
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et al, 2005). Sekvammi analyza CTHRC1 promotorového regionu ukézalakaé misto
pro Smad, ktery je sdasti signalizénich kaskdd TGPB-a BMP4. Zmhované melanomy
produkovaly TGH3 a BMP4 v souvislosti s hloubkou invadujiciho lé&gRothhammer
et al, 2005).

2.7.3 POSTN (periostin)

Shaoet al. (2004) popsal periostin jako mesenchymiagpecificky gen, ktery je
schopen indukovat nadorovou progresi a angiogemeztarcinomu prsu. POSTN
(,osteoblast-specific secreted protein®) oiliye adhezivitu bugk pii vyvoji kosti a byl
popsan také v souvislosti se zvySenou angiogengmiogresi u nadér ovarii, plic a
tlustého skeva (Gillanet al, 2002, Bacet al. 2004). Na molekularni Grovni je periostin
schopen fesavp3 integriny aktivovat Akt/PKB signalni drahu a poadpvat tak nadorovy
rast (Baoet al 2004). Periostin byl v posledni doliskutovan jako mozny prognosticky

marker i potencialni terapeuticky cil (Kudbal.2007).

2.7.4 LRRC15 (leucin rich repeat containing 15)

DalSim LRR proteinem (vedle asporinu), jehoZz zvgSdradina byla popséna
v invazivnich karcinomech prsu, je LRRC15 (aliad)LiTento protein interagujici s
extracelularni matrix, #e byt indukovan za&tlivym procesem (Satoht al 2002) a byl
popsan fi progresirady nadoil v¢etrg karcinomii prsu a prostaty (Schueét al. 2006,
Stanbrouglet al. 2006). Recentnbyl spolé&né s asporinem identifikovan jako specificky
gen pro kostni metastazy karcinomu prsu (Kletnal. 2009). V souvislosti s genovou
terapii nadar (presrgji, obnoveni exprese nadorového supresoru p53 piomoc
adenovirového no&) byla popsanatdkezita interference LRRC15 s vazbou adenowvia
povrch nadorovych buk (O Preyet al. 2008).

2.7.5 Versican (CSPG2, chondroitin sulfate proteoglycan 2

Versican tvéi jednu z hlavnich sloZzek ECM, ktery ji unioge flexibilitu a hydrataci
pii klicovych udalostech embryogeneze i karcinogeneze.id&ersinteraguje jednak
s ECM komponenty jako hyaluronan, kolagen typu ibrdnectin a také najklad
s miznymi chemokiny, povrchovymi proteiny CD44, integthil nebo EGFR {@hledr
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zpracovdno v Rahmanet al, 2006). Akumulace anti-adhezivniho versicanu byla
zaznamenana itady nadol veéetrg pokraiilych karcinonmii prostaty a prsu {ghledré

zpracovano v Ricciardelét al. 2009).
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3 Metodika

3.1 Vybaveni laboratore

* Flow box I (Clean Air, Schoeller)

* Flow box Il ( Alexa Vertical SD4, Bioair Instrume)t
» Swtelny mikroskop (Nikon Elipse TS 1000)

* Inkubator (Heracell, Heracus)

» ,Nanodrop“ (Spectrofotometer ND-1000, Nanodrop)
» Elektroforeticky zdroj nagti (MP-300N, Major Science)
e Transiluminator (G-BOX, Syngene)

e Thermocyklér (Biometra, T-personal)

» Sklerena lahev s uz&vem (Fischerbrand; objem 100 ml, 400 ml)
» Petriho misky (40 x 11 mm, TPP)

* Pipety (10 ml, 20 ml, 200 ml, 2000 ml, 5000 ml)

* Zkumavky (Gama Group a.s)

» ,Eppendorf* zkumavky (Eppendorf)

» Stripy do thermocykléru (Eppendorf)

« Kultiva¢ni lahve (rozsah 25 min75 mnf, TPP)

* Vodni laze (Julabo, TW 8, Biotech)

» Centrifugy ( MR 221, Jouan; BR4i, Jouan)

* Vortex (PV-1, Grant Instruments)

» Blokova laza, (P-lab a.s)

«  MiniPROTEAN®, Biorad

» Elektroforeticka skla (tlou%a 0,75 mm)

3.2 Softwarové vybaveni laboratde

* Nanodrop software
* GeneSnap from Syngene
» Corel Draw

* Corel Photopaint
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3.3 Chemikalie

 PBS 10x (160g NaCl, 4g KCl, 64,2g MOy, 4g KH,PO, doplnit do 2 lith
destilovanou vodou)

* Trypsin (Sigma)

+ DMEM (GIBCO)

» Penicilin/streptomycin (GIBCO)

e Glutamin (GIBCO)

e Stripované medium (RPMI F12, bez fenol@etverg— FBS 2,5 %,
Penicilin/streptomycin10 %) (GIBCO)

* Fetal bovine serum (GIBCO)

» Ethanol

* TGF9 (10 ng/ml; rozpousgtlio PBS, Sigma)

* ATRA (Sigma, USA)

« Trizol® (Trizol Reagent, Invitrogen)

e Chloroform (p.a., Lachema)

* lzopropanol (p.a., Lachema)

» Akrylamid 40% (Mono-Bis solution, Serva, Germany)

e TBE pufr 5x (na 1 I: 54g TRIS base; 27,5 kys. téor20 ml 0,5 x EDTA, pH = 8,0

» Deionizovana voda (vlastni vyroba)

e persiran amonny (0,19 persiranu amonného / 1mj@ylkSigma)

* N,N,N,N" TEMED - (tetrametylendiamin for electrapbsis, Serva, Germany)

» Ethidium Bromid (Amresco)

* Random primery (50-250ng) (Promega)

* dNTP (Promega)

* Voda pro PCR (Sigma)

» Pufr pro reverzni transkripci, MuMLV (Finnzymes)

* RNA Secure (Applied Biosystems)

* RT transkriptaza (Finnzymes)

e PCR pufr (¢etré 1,5 mM MgCI2) (Top Bio)

* DNA Polymeraza (Top Bio)

» DNA marker (rozsah 155-970 pb) (Top bio)
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3.4 Bunééné linie

DU-145
MDA-MB-231
PC-3

VSechny buicné linie pouzité v experimentech v ramci mé diplegnprace byly ziskany

z American Tissue Culture Company ( ATCC, USA).

Hep-2-G
NIH3T3
MCF7
BPH1
T47D

(RNA vzorky poskytl Mgr. Jan Bouchal Ph.D.)

LNCaP

(LN-abl, LN-R, LN-Cos, LN-Sfra - RNA vzorky, s laakym dovolenim Prof. Culiga,
Rakousko).

C4-2 (RNA vzorek s laskavym dovolenim Doc. HajdgdiaM UP Olomouc).

3.5 Rozmrazovani burgk

Pokud neni s hikami pracovanoimo, je vhodné je zamrazit. Rozmrazovani je nutné

provadit rychle a citli, jinak dojde k poSkozeni béka znehodnoceni vzorku.

Postup:

1)
2)

3)
4)
5)
6)
7
8)
9)

V dokumentaci vyhleddme kryozkumavku s poZadovdnaticnou linii.
Kryozkumavku vyzvedneme z prostli tekutého dusiku, nebo mraziciho boxu
s teplotou -80°C.

Rychlym krouzivym pohybem obsah zkumavky rozmrazimeodni lazni.
Rozmrazujeme aZz do malé pelety peckovitého tvapldtni pojistka).

Bunéénou suspenziigvedeme do 3 ml temperovaného media.
Kryozkumavku vyplachnemetiplizné 1 ml media.

Bunéénou suspenzi standargstaiime (1200rpm/5 min/25°C).

Supernatant vylijeme a bkly resuspendujeme v 3 @rstvého media.

Dany objem bugk pirevedeme do kultivanich lahvi.
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10)Bureé¢nou linii nechame kultivovat v inkubatorti 37°C , 5% CQ, 99% vihkost,
po dobu nutnou k nastu do dostatsé konfluence, nebo do &grpani Zivin a

akumulace metabolickych zplodin (indikatorem jegma barvy media).

3.6 Pasazovani busk

Pasazovanim rozumime v¢mu media s Werpanymi zZivinami, akumulovanymi
metabolity a mrtvymi biikami, které by znemabvalo dalSiiist burécné populace.
Pasé&Zovanim taktéz regulujeme@onarostlych bugk.
Postup:

1) Pred samotnym pasaZovanim je nutno zkontrolovat karbnfluenci a gipadnou

kontaminaci buék.

2) Odsajeme medium z kultigai lahve.

3) 3x opakovas promyjeme 4 ml PBS.

4) Po poslednim promyti napipetujeme do lahve 50000 ii0trypsinu.

5) Kultiva¢ni ldhev nechdme stat 3-5 min v termostatu.

6) Po uplynuti dané doby zkontrolujeme, zda jsoiiklgisférické a plavou.

7) Do kultivaéni lahve gidame 3 ml media a odsajeme dpmvené zkumavky.

8) Lahev proplachneme 3 ml PBS a znovu cely objemjedsado stejné zkumavky.

9) Suspenzi standardstaiime (1200rpm/5 min/25°C).

10)Slijeme supernatant, pelet resuspendujeme v dstého media.

11)Do nové lahve feneseme adekvatni mnozstvi &kyrpripadré urcité mnozstvi

pouzijeme na experimenty.

3.7 Ovliviiovani burék TGF g a ATRA

Postup:
1) Bunky testované linie spasazujeme a nasadime do mibjttacnich Petriho
misek (pfimér = 4 cm).
2) Nechame kultivovat 24 hodipstandardnich podminkach:
a. kultivacni medium = DMEM - FBS 12%, Penicilin/Streptomy@id%o
b. Kultiva¢ni podminky: 37°C , 5% C£99%

3) Po jednom dni kultivace by #a byt konfluence v miscetiplizné 60%.
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4) Pokud butky dosahly poZadované hustoty istu, odsajeme medium, dvakrat
promyjeme vytemperovanym PBS, iy prekryjemecerstvym stripovanym
mediem (RPMI — FBS 2,5 %, Penicilin/Streptomycin%aps TGF3 (0,1 ng/ml
media). Jako kontrolu pouzijeme stripované mediarstejnym gidanym
mnozstvim PBS vifipad ovlivnéni TGF. Pro ovlivreni ATRou mame jako
kontrolu stejné mnoZstvi DMSO

5) Bunky sbhirdme v intervalech 3, 8 a 24 hodin po owin

6) Stejnym zfisobem postupujeme u kultivace s ATRA

3.8 Shér bunék pro Ucely izolace nukleovych kyselin

Postup:

1) Z kultivacni nadoby, kde rostou bky v monovrst¥, odsajeme medium a
promyjeme opakovanl ml PBS.

2) Na monovrstvu butk napipetujeme @ity objem Trizol (pro kultivasni misku
(25 cm je adekvéatni mnozstvi 400-5@0eagencie).

3) Opakovasg odsavame a spoustime v proudu nakiguproces opakujeme 4-6x.

4) Cely objem zlyzovanych bk poté odsajeme do ependorf zkumavek a zamrazime
na -80°C.

3.9 lzolace celkové RNA (za pouziti Trizol§)

Postup:
1) Zamrazeny lyzat butk dané linie nechamerigpokojové teplot rozmrznout.
2) Smes zaliejeme v ,heatblocku”ip 60°C 10 min.
3) Poté inkubujemeippokojové teplat 5 min.
4) Pridame 20Qul chloroformu na 1 ml pouZitého Trizélu
5) Vortexujeme 15 sec a inkubujeme 3 minpgokojové teplot.
6) Centrifugujeme 12000 rpm/15 min/4°C.
7) Vodni fazi geneseme do nové zkumavky.
8) S vodni fazi opakujeme krak 4-7.
9) Pridame 0,5 ml izopropanolu na 1 ml pouZitého TriZolu
10)Nekolikrat promichameigvracenim zkumavky.

11)Inkubujeme 10 minip pokojové teplat.
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12)Centrifugujeme 12000 rpm/10 min/4°C.

13)Opatrré odsajeme supernatant a pelet promyjemed@8% ethanolu.

14)Centrifugujeme 7500 rpm/5 min/4°C.

15)Zopakujeme krok. 13 a 14.

16)Odsajeme supernatant a nechame schnout na vzdQehin3

17)Témet suchy pelet resuspendujeme v d@Ha promichdme pipetovanim.

18)Vzorek nechame statigpokojové teplat 10 min a poté inkubujem&i®B0°C 10
min.

19)Pro kvantifikaci a ufenicistoty RNA netime vzorek spektrofotometrickyip
260/280 nm, fistrojem ,Nanodrop*“.

3.10Reverzni transkripce

Postup:
1) Pripravime si do kazdé zkumavky reak snes podle Tab.4

Tab. 4 Reakni smés pro reverzni transkripci

Reagencie Objem reagencii na 1
zkumavku / 1 reakci
10 mM random primery (50-250ng) 0,5
10 mM dNTP 1
RNA (0,01-500 ng) 15
voda 13,7
celkem 16,7

2) Smes zalitivAme v termocykléruip70 °C 5min. Poté chladime na ledu mining&ln
jednu minutu.

3) Ke vzorkim pridame dalSi reagencie podle Tab.5

Tab. 5 Sn&s pro inhibici RNaz

Reagencie Objem reagencii na 1
zkumavku / 1 reakci
10x buffer 2
RNA Secure 0,8

4) Vzorky zaltivdme i 60°C 10 min. B této teplot se projevi inhilini inek
RNA Secure. Poté chladime na ledu.

5) Pokraujeme gidanim reverzni transkriptazy ke vSem vZorkpodle Tab. 6.
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Tab. 6 Porér reverzni transkriptdzy k celkovému objemu reakce

Reagencie Objem reagencii na 1
zkumavku / 1 reakci

RT transkriptdza
celkem

0,5
20

6) Inkubace 5 min# 25°C, 60 min p 42°C, 10 min pi 70°C.

7) Vzorky po poslednim kroku umistime do mrazicihobaxuchovavameip-20°C.

3.11 Polymerazovaretézova reakce

Postup:
1) Do zkumavek siifijpravime PCR sis podle Tab. 7

Tab. 7 Rozpis reagencii pro PCR

Reagencie

Objem reagencii na 1 zkumavku

/ 1 reakci
PCR pufr, ¥etrg 1,5 mM MgCI2 25
10 mM dNTP 1
50 uM primer sense 0,5
50 uM primer antisense 0,5
Polymeraza 1
DNA (2 ul cDNA) 2
voda 17,5
celkem 25

Tab. 8 Sekvence primei pro gen ASPN, CUTL1 a CollAl

Primer

Sekvence

ASPN Forward
ASPN Reverse

5" GTT CAG CTT GGG AAC TTT GGA ATG TAX
5 ACT GCA ATA GAT GCT TGT TTC TCT CABCC 3’

CUTL1 Forward
CUTL1 Reverse

5" CCAAGCTGCGGGAGAATTC &
5 CAGCCTGGCCTTTGAGTTTTT 3

Coll1AlForward
CollAl1Reverse

5 TTTTTCCTTTGCATTCATCTCTCAAA 37
5 CATTGTTTCCTGTGTCTTCTGGGGAG 3’

Délka amplikonu pro gen ASPN je 243 bp, pro CUTIOB bp a pro Col1Al 303 bp.
2) V termocykléru poté spustime teplotni progrardipaab.9

Tab. 9 Teplotni priabéh polymerazovéretézove reakce

Krok Tepota Doba trvani (min)  Poget cykla
Denaturace 96°C 16'4 min
95°C 1 min
Annealing 5% C 1 min 35 cyki
Elongaceetézce r2°c 1 min
72°C 10 min
Udrzovaci faze 4°C netgno

3) Pokud déle nepoktajeme, zamrazime vzorkyip20°C.
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3.12 Gelova elektroforéza

Postup:
1) Pripravime si zasobni 12,5 % roztok&n A v pongru 29:1 Mono:Bis

akrylamidu podle schématu:

Smés A

Akrylamid 29:1 (Mono:Bis) ................15,625 ml
S5XTBE...ccccoi i e 5 ml
Deionizovana voda..............ccceeeenn... 29,38 ml

2) Pro pracovni roztok akrylamidu ($sB) pokr&ujeme podle schématu:

Smés B

Zasobni roztok ........cocoviiiiiiii.9,9ml
Persiran amonny...........c..coooeiiiiieiiineiennns 100
TEMED......coviiii i 10l

3) Pred fipravou smisi B si sestavime aparaturu MiniPROTEAN
4) Vytvorime sngs B smichanim jednotlivych slozek.
5) Zkumavku se sisi B jemré promichame &kolikerym prevracenim.
6) Pomoci pasteurovy pipety vlijeme &mmezi dvojici skel v MiniPROTEARI
stojanu.
7) Neprodler vioZzime HKebinky.
8) Cekame minimalé 25 min do zatuhnuti gél
9) Ztuhlé gely ve skle poté vloZime do MiniPROTEASEtu.
neprotéeka.
11)Pokud TBE (0,5x) pufr neopousti ,jadro* dolijemegjsi objem nadoby.
12)Odstranime ze skekdbinky a jamky jem&ipromyjeme proudem pufru.
13)K PCR vzorkim napipetujeme 2,pl loading pufru a promichame.
14)Do jamek napipetujeme |8 PCR produktu/ jamka.

15)Pro snad#sSi detekci aplikujeme taktéz2 velikostniho markeru.
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16)PriloZzime krytku s elektrodami, druh@ast elektrod vioZime do zdroje réipa
zapneme zdroj. V prvni fazi 75V/30 min, poté 150¥/18in.

17)Gel s amplikony barvime v roztoku Ethidium brom{@&00 mITBE/5@l Eth.Br)
30 min.

18)Vysledek zdokumentujeme pomoci transiluminatorofensarového programu ,,

Gene Snap, Syngene*.

3.13Scratch assay

Jednou z népstjSich orientanich metod pro zjighi migraini rychlosti bugk v 2D
rozmeru je ,scratch assay“. Na gkonfluentni populaci naddorovych biknse vytvdi
mezera, kterou migrujici iley zaplni. Scratch assay je oriefrtametoda, protoZe je
mezera zapkna migrujicimu biitkami neodliSitelnd od mista zapireho proliferujicimi

buiikami.

Postup:

1) Na Petriho misce nechame #strbuiky do minimalg 60% konfluence ve
standartnich podminkéach.

2) Po jednom az dvou dnech kultivacaiky zkontrolujeme a odsajeme staré
medium.

3) Opakovag promyjeme obsah misky temperovanym PBS.

4) DMEM medium vynénime za stripované medium.

5) Na povrchu vytvéime par tenkych diametralnich mezek&pu velikosti 20-200

ul.
6) Parizujeme fotodokumentaci kazdé 3, 8 a 24 hodin.
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4 Vysledky

Nejprve byl proveden screening k&inych linii odvozenych od karcinomu prsu a
prostaty, zda &bec exprimuji gen pro asporin. Exprese asporina Biddovana jednak u
androgen senzitivni prostatické nadorové linie LRGapgti jejich sublinii (LNCaP-abl, -
R, -cas, -sfra a C4-2) a dale u dvou androgen ritemich linii PC3 a DU145 (Obr.4).
NejvysSi exprese byla nalezena u sublinie C4-2mére pro dalSi experimenty byly
pouzity Iépe charakterizované linie DU145 a PC3prEge asporinu byla také nalezena u
dvou linii odvozenych od karcinomu prsu, T47D a MD#B-231 (Obr.5). Ped®zny
screening byl proveden také pro dalSi geny alteréy#i EMT (Obr.6). Exprese kolagenu
typu 1 i CUTL1 byla nalezena ve vSech testovanirgich

Obr.4  Srovnani exprese asporinu u b&fnych linii karcinomu prsu a prostaty

LNCaP abl
LNCaP R
LNCaP cas
LNCaP sfra
PC3
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Obr. 5,6 Srovnani nadorovych buinych linii na expresi kolagenu typu 1 (COL1A1) a
CUTL1 (kontrolni gen GAPDH byl exprimovéan ve vSech votrailata nezobrazena)
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Vybrané linie byly déle ovliveny TGH3 a ve vybranych intervalech byla sledovana
modulace exprese asporinu. U linie DU145 doSlo royeéani s konrolami a GADPH ke
zvySeni exprese asporinu v 8 hodinovém intervalin Biterval vyZaduje senzitigsi
metodu detekce. 24 h perioddisiala beze z#gmy (Obr. 7). Tento experiment byl
s obdobnymi vysledky opakovargtgrat. ZvySena exprese asporinu po 3 a 8 hodinovém
ovlivnéni byla pozorovana také u prostatické linie PC@m@ire tento experiment byl
doposud opakovan pouze dvakrat. Prsni linie MDA-RE- vykazovala nehomogenni
expresi asporinu v ramcif opakovanych experimeinta zpisob modulace potgobeni
TGHB neni prozatim jasny.

Obr. 7 Expresni profil asporinu po kultivaci DU-188rek s TG
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Obr. 8 Expresni profil asporinu po kultivaci MDA-MEB231 burék s TGF g (vzorek pro
kontrolu 8 hod pravébodobr obsahoval inhibitor reverzni transkripce a expiesnutné
analyzovat znovu po@isteni RNA)
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Obr.9 Expresni profil asporinu po kultivaci PC-3umék s TGRS
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Exprese asporinu byla testovana také psopeni ATRA. U linii PC3, DU 145 a
MDA-MB-231 nebyly pozorovany vyrazné zmy (Obr.10, 11, 12).

Obr. 10 Expresni profil asporinu po kultivaci DU4b burek s ATRA
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Obr. 11 Expresni profil asporinu po kultivaci MDA-B-231 burgk s ATRA(vzorek pro
kontrolu 3 hod pravébodobr obsahoval inhibitor reverzni transkripce a explesnutné
analyzovat znovu po@isteni RNA)
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DU 145

Obr. 12 Expresni profil asporinu po kultivaci PC4unék s ATRA
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V ramci vySe zmiovanych experimefitbyla sledovan takéred®zné invazivni
rast pomoci scratch testu. Prostaticka linie PC3\dwrméni ATRou vykazovala snizenou
migraci po 8 a 24 hod periddpticemz TGPB nentl téemei Zadny efekt. DalSi prostaticka
linie DU145 vykazovala v porovnani s kontrolou lehsnizenou migtai aktivitu po
obohaceni media ATRou a T@lBpit némél na migraci této linie zadny vliv. Prsni linie
MDA MB 231 reagovala na ovliwmi nejcitlieji. ATRA signifikantré inhibovala
migraéni aktivitu v porovnani s kontrolami u vSectEienych interval. TGH3 stimuloval

migraci taktéz u vSecliitpreiod. (Obr.13, 14, 15).

Obr. 13 Scratch assay DU145 po oviém TGFg a ATRA
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Obr. 14 Scratch assay MDA MB 231 po ovlém TGFpg a ATRA
ATRA TGF beta
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Obr. 15 Scratch assay PC3 po oviém TGFp a ATRA
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5 Diskuze

Diplomova préace byla zattena na proteiny extracelularni matrix u in vitrodatu
karcinomu prsu a prostaty.rd®levSim byl studovan asporin, ktery byl na pradovis
Skolitele recent®h popsan u invazivnich nadormprsu. Asporin (ASPN) p#t do LRR
nadrodiny, ktera zahrnuje itipuzné decorin a biglykan. Bylo prokadzano, Ze aspor
decorin, biglycan a fibromodulin vazi a ovliji signalizaci TGB. Decorin inhibuje
TGH dwvéma pravédpodobnymi mechanismy. U makrofage decorin vaze na TGF
receptory a brani jejich obsazeni ligandem, v dulpéipadt inhibuje TGP signalizaci
fosforylaci Smad2. Studie o osteoartdtijrokazala kolokalizaci asporinu s TBF
v extracelularni matrix chrupavky. Nakajima etwatadi, Ze asporin inhibuje vazbu TBF
na vlastni receptor, a Ze T@EFstimuluje asporinovou expresi u k#kn chrupavky
(Nakajimaet al,2007). NaSe vysledky nazhai, Ze exprese asporinuiie byt ovlivriéna
TGH3 také u karcinomu prostaty. U nadorovych prostatibklinii doSlo ke zvySené
expresi v porovnani s kontrolnim genem a kontrolanmtervalu po 8 h, a to u obou linii
DU-145 a PC3. Prsni ba&né linie MDA-MB-231 nebyla vyraziji ovlivnéna cytokinem
TGH3. Nicmérg u této linie byla popsana snizena exprese aspopou,knock-down*
CUTL1 (viz niZze), jehoZ exprese je zvySovana BGMichl et al. 2005). V ramci dalSi
prace oviime modulaci exprese CUTL1 pomoci TFa @ipadré otestujeme jiné
experimentalni podminky (koncentrace cytokinu, nstaiZz séra, apod). V ramci vyse
zminovanych experimefitvykazovaly rkteré kontrolni vzorky cDNA vyraznsnizenou
expresi a jejich analyza bude zopakovana. Jednale wimarni RNA peciSttna od
moznych inhibitoi RT-PCR reakce (naiklad stopy Trizolu) a exprese budéesrdji
kvantifikovana pomoci qRT-PCR (kvantifikaci nebyloozno provést idve z divodu
administrativnich pitahi v rdmci Interni grantové agentury MZR a odloZenému 2atku
feSeni vyzkumného grantu Skolitele). V ramci Uvodrdbreeningu byla nejvyssi hladina
asporinu nalezena u sublinie C4-2, kterou planujedetailréji studovat v ramci
zmiitovaného grantu. Tato androgen independentni liyle fifipravena in vivo v mysich,
kterym byly injikovdny androgen dependentni LNCaBiKy spoleén¢ s fibroblasty
odvozenymi od osteosarcomu (Thalmatnal 1994). Zmhovana kokultivace mohla do
urcité miry simulovat zrénéné nadorové mikropragtdi, ve kterém frive dochézet
k razantnim zndm signalnich drah i expressdy geti ECM. ZvySen& exprese asporinu
byla opravdu zji&na pomoci microarray analyz u androgen independsntrédoi (Best

et al. 2005, Stanbrouglet al. 2006). V souvislosti s kokultivaci s osteosarkogmwv
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fibroblasty miZze byt dileZita dalSi recentni microarray analyza nédasu, ve které byl
asporin mezi 22 geny specifickymi pro metastazodarkosti (Kleinet al 2009).

Série prostatickych, prsnich, hepatocytarni a jedibéoblastické linie byla
testovana na expresi geiCUTL1 a kolagenu COL1Al. CUTL1 je cilovou molekulo
TGH3 a jako transkripni faktor zasahuje do b&mné diferenciace, motility a invazivity,
pricemZ byl asociovan s pokiitymi nadory prsu (Michlet al. 2005). Exprese CUTL1
s nejvysSimi hodnotami. Exprese COL1A1l bylkabl¥né stejre vysoka jak u prsnich
(T47D, MDA-MB-231) tak i prostatickych linii (LNCaRC4-2, DU-145). Hepatocytarni
bunky HEP2G a NIH3T3 kolagen typu | téinneexprimovaly. Dle naSich znalosti nebyla
exprese kolageénbunkami epitelidlnich naddérdoposud popséna a tento fenomén velmi
pravdEpodobré souvisi se z&nami kEhem epiteliald mesenchymalni transice.

Druhym zkoumanym faktorem byla ATRA (all trans neiic acid), ktera& ma
terapeuticky potencidl diky regulaci terminalni edénciace u epitelidlnich bk
exprimujici RAR (retinoic acid receptor). RAR a avgknovy receptor vykazuji korelaci
s proliferaci a celkovou pokktosti primarniho adenokarcinomu prostaty (Hwetsal,
2004). ATRA ntla prokazatelny inhilgni (cinek na buicny cyklus modelovych
prostatickych bugk C2N (clonal prostate tumor cells) vitro, kdy sniZzovala nadorovou
proliferaci a zvySovala apoptézu (Hustsal, 2004). U prsni linie MDA-MB-231 inhibuje
ATRA invazivni schopnost bk, zatimco u SKBR-3 a BT-20 m&idek stimul&ni.
ATRA regulovalainvazivitu prostednictvim stimulace/inhibice MMP (Liet al., 2005).
Vliv ATRy na expresi asporinu v naSich experimehteebyl zatim jednoziay, pi¢cemz
stanoveni byla provedena v duplikatech pro DU-1480A-MB-231 a zatim jednou byly
analyzovany PC3. Informati¢$i bude také iesrjSi kvantifikace oproti kontrolnimu
genu pomoci qRT-PCR.

Pro gedk®Znou analyzu TGF/ATRy na ploSnou migraci byla provedena ,scratch
assay“. V konfluentni kulie burgk byla Spékou vytvaena podlouhla ryha, kterou itky
migrovaly az do Uplného zagni. U prsni linie MDA-MB-231 nila ATRA vyrazny
inhibi¢ni efekt, zatimco TGF zvySoval migrani aktivitu. Prostaticka linie DU-145 byla
ATRou lehce ovlivina negativé a kultivace v mediu obohaceném TgSRevedla
k Zzadné zminé. Na PC3 model #la ATRA inhibicni efekt, kdezto efekt TGF byl
neutralni. Otazkou twstava, zda byl znovustieny prostor zapln migrujicimi nebo
proliferujicimi buikami, coz byl ndly odliSit dalSi experimenty sfiglavkem mitomycinu

C, ktery je inhibitorem prayvproliferace.
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Prace se v budoucnu bude réagat o testovani funkce asporinu a dalSich pratein
extracelularni matrix na drovni protéirpomoci western blottingu. Diky grantu bude
studovana migkai a invazni aktivita butk (Boydenovy konirky a Matrigel) po ,knock-
down“ umkovani siRNA/shRNA nebo ,knock-in“ asporinu (vlioZzepdmoci komeme
dostupného expresniho vektoru). Bude také provediat& modulace signalnich drah
TGHB, Wnt, Notch, Hedgehog a NF-kappaB. Zkoumani inughio a metastastatického
procesu je \n vitro podminkach zrniaé omezeno, protoZze klky primarniho nadoru i
metastazy jsou ve velké faipodporovany a ovliiovany stromalnimi hitkami. Stroma
nadoru je tveéené fibroblasty, endotelialnimi bkami, residentnimi makrofagy a dalSimi
bunkami imunitniho systému (Friedt Brocker, 2000). In vitro experimenty jsou proto
v rdmci grantu dopkny o imunohistochemickou anylyzu pacientskych viadtarcinomu
prsu i prostaty. Ve spolupraci s Dr. #B@jem Vojteskem (Masarykv Onkologicky Ustav,
Brno) se ndm jiz poddo navrhnout a fipravit protilatky proti d¢ma epitofim asporinu a
tyto krélici polyklonalni protilatky byly jiz otestovdny na téen souboru invazivnich
karcinomi prsu (kometné dostupné protilatky nebyly zatim pro imunohistaciie
pouzitelné). Tilety projekt by ndl alespa z¢asti objasnit tlohu asporinu i dalSich protein
ECM v naddorovém irstu a také osfit jejich prognosticky a diagnosticky vyznam u

karcinomi prsu a prostaty.
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6 Zavér

Vzhledem k vysoké incidenci gatnadorova onemoeéni nepochybé mezi
civiliza¢ni choroby. Metastazovani je hlavriiginou smrti u onkologickych pacienta
hlubSi pochopeni tohoto procesu jecélié pro nalezenidnngjSi l&cby. Mechanismus
vzniku a progrese sekundarnich lozisek je vicekrgkoryZadujici kooperaci mnoha
faktori. Mezi jevy umo#ujici migrani schopnosti transformovanych un pati
epitelidlre mesenchymalni tranzice, diky niz seiky z epitelialniho fenotypu #mi na
mesenchymalni a ziskavaji talt$i migrani a invazivni potencial.

V diplomové praci jsem se zabyvala vyznamemigaoperujicich s extracelularni
matrix @i metastazovani. Experimentaltdst zahrnuje srovnani hladiny exprese genu
asporinu, Cutll a COL1Al1 mezi prsnimi, prostatickymhepatocytarnimi a
fibroblastoidnimi modelovymi hikami. Hladiny asporinu byly déle analyzovany po
ovlivnéni transformanim rastovym faktoremB (TGF B) a retinovou kyselinou (ATRA).
Taktéz byla sledovana migna aktivita buk pomoci ,scratch assay".

V sowasné dob jsou zatim provedené testy pouze ori&gmianicmért poskytuji
dobry zéklad pro dalSi rozpracovani v navazujicimkumném projektu. NaSe vysledky
poukazuji na zvySeni exprese asporinu po ovhvimTGF 3 a zvySenou migraci u bgk
kultivovanych v TGF  obohaceném mediu. Vliv ATRy na expresi asporind by
nejednoznény, nicmér v migrainich testech ATRA prokazala jasny inkiti (Cinek.

V ramci navazujiciho projektu budéldzité spojeni in vitro mechanistickych experintent

s analyzou archivnich vzarlod pacient s karcinomy prsu a prostaty.
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7 Seznam zkratek

ABC —-ATP-binding cassette transporters; ATP vazajansportéry

APC - Adenomatous Polyposis Coli protein; adenomaatypozni protein
ARCaP - Androgen-refractory human prostate canetnuodel; androgen@wefraktorni
model lidského karcinomu prostaty

ASC - adult stem cell; adultni kmenovéiky

ASPN - asporin

ATRA - all trans retinoic acid; retinova kyselina

BMP — bone morphogenetic protein; kostni morfogiekgtprotein

CAT - collective ameboid transition; kolektivni apmgdni transice

CD - cluster of differenciation; diferen¢i marker

CK1 alfa - Casein Kinase-1-alpha; kaseinova kirsfa

CSC - cancer stem cell; nddorové kmenovigkpu

CSPG2 - chondroitin sulfate proteoglycan 2, versica

CTHRCL1 - collagen triple helix containing 1

CUTL1 - CUX1, Cut-like homeobox 1

Dhh - desert

DMEM - Dulbeco’s modified Eagle’s medium; Dulbecowodifikované Eaglovo
medium

dNTP — deoxy ribonucleotide triphosphate; deoxynbkleotid trifosfat

Dsh — DVL1, dishevelled 1

ECC - embryonic carcinoma cell; embryonalni karaingé buiky

ECM — extra-cellular matrix; extracelularni matrix

EDTA - ethylene diamin tetra-acetic acid; etyleandin tetra octova kyselina
EGC — embryonic germ cell; embryonalni zarodebuky

EGF — epidermal growth factor; epidermalistovy faktor

EMT — epithelial mesenchymal transition; epiteliaimesenchymalni transice
ER - estrogen

ERBB2 - v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral ogene homolog 2; erb-b2
erytroblastoidni leukemicky homolog viralniho onkog

ESC — embryonic stem cell; embryonalni kmenowgkiu

FBS — fetal bovine serum; fetalni Ra@v sérum

FGF — fibroblast growth factor; fibroblastick§stovy faktor
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Fz — frizzeled

GDF — growth differenciation factoristovy diferenciani faktor

GS - glycin-serin

HGF — hepatocyte growth factor; hepatocytaistavy faktor

IGF — insuline growth factor; insulinu podobnystovy faktor

ILK — integrin linked kinase; s integrinem spojeaaaza

KLK4 — kalikrein 4

LEF — lymphoid enhancing factor; faktor podporujichfocyty

MAPK — mitogen activated protein kinase; mitog&mitivovana proteinova kindza
MAT — mesenchymal ameboid transition; mesenchym@pitelialni transice
MDR — multidrug resistance; vitetna lékova rezistence

MeRT — mesenchymal epithelial reverting transitim@senchymathepitelidlni reverzni
transice

MiRNA — micro RNA

MMP — matrix metaloproteinase; matrix metaloproéeia

NGF — nerve growth factor; neuronalgtovy faktor

NOD/SCID - non-obesdiabetic scid Spontaneous Mutant Model,

P/S — penicilin/streptomycin

PBS -Phosphate buffered saline; fosfatovy pufabhbgci s

PCP — planar cell polarity; ploSn& in& polarita

PCR - polymerase chain reaction; polymeraze®zoa reakce

PDGF - platelled derived growth factolistovy faktor derivovany z trombodcyt
PI3K -Phosphoinositide-3 kinase; fosfo inositidkBiaza

POSTN - periostin

PR - progesteron

PSA — prostatic specific antigen; prostaticky sfigcy antigen

PTCHL1 - Patched homolog 1

ROCK - Rho kinase

sFRP1 - secreted Fz-related protein 1; protéionuzny k Fz, sekretovana forma
Shh — sonic hedgehog

SMO - Smoothened

TAD — transcription activation domain; transkfig aktivaini doména

TBE — TRIS, boric acid, EDTA; TRIS, borita kyseljfraDTA

TCF — T-cell factor; faktor odvozeny od T lymfoayt
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TCF1 — Transcription factor 1; transkeig faktor 1

TGP - transforming grow factds; transformani ristovy faktor3

uPA — urokinase plasminogen activator; urokinazolagminogenni inhibitor
WDFC1- WAP four-disulfide core domain 1

wnt — wingless a int
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