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ABSTRAKT

Patogeneze kastraén¢ rezistentniho karcinomu prostaty, ktery se vyviji po
androgenové deprivacni terapii, je ovlivilovana nejen genetickymi, ale 1 epigenetickymi
faktory, znichz vyznamné misto zaujimaji metylace DNA a posttranslacni modifikace
histonl. Pro progresi onemocnéni je dilezity status a funkce androgenového receptoru,
pficemz u CRPC dochazi k omezenym moznostem jeho regulace v disledku na androgenech
nezavislé proliferace nadorovych bunék. Cinidla s potencialem epigenetického u¢inku mohou
vést k obnoveni exprese inaktivovaného androgenového receptoru u pacienti s CRPC
a pfipadné zmirnit prolifera¢ni aktivitu nadorovych bunck.

Cilem této studie bylo analyzovat u€inky dvou epigenetickych ¢inidel, inhibitoru DNA
metyltransferaz (5-Aza-2’-deoxycytidin) a inhibitoru histonovych deacetylaz (butyrat sodny)
na potencidlni zmény v expresi androgenového receptoru a viabilitu prostatickych nddorovych
bungk, které reprezentuji CRPC stadium a jsou bez exprese androgenového receptoru.

Zjistili jsme, ze kombinovany ucinek obou pouzitych ¢inidel vedl u ovlivnénych
prostatickych nadorovych bun¢k k re-expresi androgenového receptoru spolu s demetylacnimi
zménami promotoru androgenového receptoru, zvySené acetylaci histonu H4 a indukci
apoptozy.

V disledku omezené ucCinnosti epigenetické monoterapie a komplexnosti
epigenetickych modifikaci v nddorech jde mnoho recentnich studii cestou kombinované
terapie, ktera zahrnuje aplikaci vice epigenetickych inhibitori arovnéz kombinace
epigenetickych inhibitort s chemoterapii, hormondlni terapii a/nebo inhibitory imunitnich
kontrolnich bodt. Proto mize byt studium uéink epigenetickych inhibitord u kastraéné
rezistentniho karcinomu prostaty piinosné pro pochopeni dal§ich mechanismii vedoucich

K progresi tohoto zavazného nadorového onemocnéni.

Klicova slova: Epigenetika, epigenetické inhibitory, karcinom prostaty, androgenovy

receptor, bunécné linie



ABSTRACT

The pathogenesis of castration-resistant prostate cancer, which manifests itself after
androgen deprivation therapy, is influenced not only by genetic but also by epigenetic factors,
of which DNA methylation and post-translational modifications of histones play important
roles. Androgen receptor status and function are important for disease progression, and CRPC
has limited regulatory potential due to androgen-independent proliferation of tumour cells.
Agents with the potential for epigenetic effect may restore inactivated androgen receptor

expression in patients with CRPC and possibly attenuate tumour cell proliferative activity.

The aim of this study was to analyse the effects of two epigenetic agents. A DNA
methyltransferase inhibitor (5-Aza-2’-deoxycytidine) and a histone deacetylase inhibitor
(sodium butyrate), on potential changes in androgen receptor expression, viability of prostate

tumour cells without androgen receptor expression, and represent the CRPC stage.

We found that the combined effect of both agents used, in addition to the affected
prostate tumour cells on androgen receptor re-expression with demethylation changes of the

androgen receptor promoter, together with histone H4 acetylation and induction of apoptosis.

Due to effective epigenetic monotherapy and the complexity of epigenetic
modifications in tumours, many recent studies have taken the path of combination therapy.
This involves the administration of multiple epigenetic inhibitors, as well as a combination of
epigenetic inhibitors with chemotherapy, hormonal therapy and/or immune checkpoint
inhibitors. Therefore, studying the effects of epigenetic inhibitors in castration-resistant
prostate cancer may be helpful in understanding other mechanisms leading to the progression

of this serious cancer.

Keywords: Epigenetic therapy, epigenetic inhibitors, prostate cancer, androgen receptor, cell

lines



OBSAH

1 TEORETICKY UVOD .....ciiiiiiiiiiiieiiieeieeiiesesies s 8
1.1 Chromatin a jeho epigeneticky potencial ............ccoovviiiiiiiiiiiic i 8
1.2 MEtylace DINA ...t 8
1.3 Modifikace hiStONT.......uviiiiiiieieciie e 11

1.3.1  Acetylace hiStONT .....ceiiiviiiiiiiiiiiie e 11
1.3.2  Metylace hiStONT ......coviiiiiiiiiiiiiciie e 12
1.3.3  Ostatni modifikace hiStONt..........cooveiviiiiiiiiiiic e 13
1.4 KarCinOmM PrOSEALY .....cceciviiieiieeiiiiie i esie et e et te e re e raere s e e sreene s 13
141 Prostata.......cccoccoiiiiiiiiiii 13
1.4.2  Androgenovy TECEPLOT ......ccviiririieriierisieesre ettt e et n e aneene s 14
1.43  Vznik KarcinOMU ProStaty ........ccooceveririniiieiese e 15
1.4.4  LéCba karcinomu ProStaty ........ccccoccveiiiiiiiiie i 17
1.45  Mechanismy rezistence Na ADT .......ccccieiiiiiiiie i 18
1.46  Mechanismy progrese do kastracné rezistentniho karcinomu prostaty........ 19
1.4.7  Heterogenita KarCinOmMu ProStaty...........cccceverenerenenisieieeee e 20
1.4.7.1 Hormonaln¢ citlivy karcinom prostaty ..........ccocceereeriienieiiieniiesiee e 20
1.4.7.2 Na androgenech nezavisly karcinom prostaty ...........ccceeeviiiciininiiiennnns 21
1.4.7.3 Kastracné rezistentni Karcinom prostaty ..........cccccecervveririeenieenesieseennens 21
1.4.7.4 Neuroendokrinni karcinom prostaty ...........c.cccoeverivrriieriniieeniesnee e 21

1.5 Epigenetika Karcinomu prostaty ...........ccccceiieiieieiieieeeie e 22
1.5.1 Metylace DNA u Karcinomu prostaty............cccccevveveiieieenesiieseesiesiesneennean 22
1.5.2 Modifikace histonil u karcinomu prostaty ...........cccccevvvereereniienieeneneeseennens 25
1.5.3  Epigenetické mechanismy vyvoje do CRPC..........cccooviiiiiiiiiciiiceee 26
1.5.3.1 Vyznam metylace DNA V CRPC........ccooiiiiiiiicinieiee e 26
1.5.3.2 Vyznam chromatinu v CRPC ..........c.cccoiiiiiiiii 28
154  Metylace AR V CRPC ..ot 32
1.6 MoZnosti epigenetiCke tETaAPIC .......veivieiiriiiiiieiiee st 34
1.6.1  Pokroky v epigeneticky cilené terapii karcinomu prostaty ...........ccccceevvenne 35

2 CILE PRACE ....coooiiiiiiiieiieieerieecee e 38

3 METODIKA . ettt ettt 39
3.1  Prostatick€ NAdOTOVE 1INIE .......veiviiiiiiiiiiieiieseiee s 39



3.2 PouZité INhiDItOTY ...ocviiiiiiiiiiici s 39
3.3 Kultivace bun€nych lNii.......cccooviiiiiiiiiiiiiie s 39
3.4 MTT test bunéné viability ......cccoviviiiiiiiiiiie i 39
3.5  Bisulfitove SEKVENOVANT ........oiiviiiiiiiiiiicee e 40
3.6  Expresni profil androgenoveého receptorl .........covviviiieiiiiiciieiieeeseee e 41
3.7 Chromatinova imunoprecipitace a kvantitativni PCR (ChIP-gPCR) ................... 42
3.7.1  Ovlivnéni bunck DUT45 a RWPE-1 .....coooiiiiiieeeee e 42
3.7.2  Fixace, promyvani a 1yze bunck ...........cccoeiviiiiiiiiiiii e 42
3.7.3  Chromatinova IMUNOPIECIPITACE. ........cveieieiieie et 43
3.7.4  Izolace DNA a kvantitativini PCR .........cccooiiiiiiiiiiiiiees e 43
3.8 Analyza buné¢ného cyklu metodou priitokoveé cytometrie (FACS)........cccereeenee. 44
3.9 Statistick€ analyzy ........ccoooveiiiiiii 44
3.10  Vymezeni m€ho podilu Prace .........ccovviiiiiiiiiiiiiieier e 44
4 VYSLEDKY ..ocouiiviuiiimiesesseesss st sssssess sttt 46
4.1 Viabilita bungk linie DU 145 a RWPE-1 po ovlivnéni Aza-dC a NaB................ 46
4.2 Demetyla¢ni i¢inek Aza-dC a NaB v oblastech promotoru a 5'-UTR genu AR .47
4.3  Expresni profil AR u bunék ovlivnénych Aza-dC aNaB ..........ccccccvvvvvveiienennnn. 49
4.4  Ovlivnéni NaB zvySuje acetylaci histonu H4, ale ne histonu H3..............ccco.. 50
4.5  Analyza buné¢ného cyklu a pro-apoptoticky ucinek NaB ..., 52
O DISKULZE ...ttt bbb 55
5.1 Metylace, demetylace a exprese genu AR ..o 55
5.1.1  Exprese a re-exprese AR u prostatickych nadorovych bunék....................... 58
5.2 Acetylace histonti H3 a H4 a exprese androgenového receptoru ...........ceevvveennee. 60
5.3  Zivotaschopnost a bun&ny cyklus normalnich a nadorovych bunék prostaty po
ovIivneni Aza-AC @ NAB........ccciiiiiieie e 61
B ZAVER ..ottt 64
A A -4 2 ¥ N I 1 2SSOSR 66
8 POUZITA LITERATURA .....ccortitiiierieristiiesisssss s 71
9 SEZNAM PUBLIKACT A KONFERENCNICH PRISPEVKU ........ccocvvmmrinerircrinnen, 88
10 PRILOHY oot 90



1 TEORETICKY UVOD

1.1 Chromatin a jeho epigeneticky potencial

Chromatin je nukleoproteinovy komplex slozeny z nukleozomélnich podjednotek.
Nukleozomy sestavaji z negativné nabité DNA obalujici pozitivné nabity histonovy oktamer.
Z kazdé nukleozomalni podjednotky histonu, H2A, H2B, H3 a H4, vy¢nivaji dlouhé
polypeptidové konce, které jsou zvlasté nachylné na posttranslacni modifikace - acetylace,
metylace, fosforylace, ubiquitinylace, sumoylace, ADP ribosylace, deaminace a neddvno
popsané propionylace, butyrylace, malonylace a dalsi (Kebede et al., 2015). Piesné umisténi
atyp modifikace vytvaii histonovy kod, ktery povétuje bunécnou masinerii k udrzeni
souvislého chromatinu v represivnim, aktivnim nebo pohotovostnim stavu (Jenuwein et Allis,
2001, Bernstein et al., 2006). Skladanim a tvorbou smy¢ek jsou nukleozomy dale zhutnény do
vysoce organizované struktury a vznika 3D uspofadani chromatinu. Replikace DNA
a transkripce jsou procesy vyzadujici pfistupnost k DNA pies reverzibilni dekondenzaci
téchto chromatinovych struktur. Zhutnéni chromatinu a dekondenzace urcitych lokust jsou
piisné Casové a prostorové regulované a bunétné specifické. Kazdd modifikace ma své
»psaci, ,,Cteci” a ,,mazaci“ proteiny. Mutace v téchto proteinech a nadbytek nebo nedostatek
metabolith miiZze stejnomérné piispét k deregulaci modifikaci v chromatinu a tim se
vyznamn¢ podilet na karcinogenezi (Dai et al., 2020, Zhao et al., 2021). Vzhledem k Cetnosti
modifikaci a skute¢nosti, Ze se mohou objevovat v nespocetnych kombinacich, se histonovy

kéd jevi mnohem komplexnéjsi nez prosty geneticky kod.

1.2 Metylace DNA

DNA metylace je epigeneticky proces pfidani metylové skupiny k DNA pomoci donoru
S-adenosyl metioninu (SAM) a muze se vyskytovat na pozici N6 adeninu, pozici N 7 guaninu
a N4 a C5 cytosinu (Dai et al., 2021). V lidském genomu je nejcastéjs$i modifikovanou bazi
metylace cytosinu, ktera predstavuje asi 1 % vSech nukleobazi. Pozice 5 na cytosinu je
jedinecné umisténa pro tolerovani metylace s minimalnim efektem na strukturu DNA
a parovani bazi (Hardwick et al., 2018). V normalni dosp¢lé burce se vétsina 5-metylcytosinu
(5mC) vyskytuje v souvislosti s dinukleotidy cytosin-fosfo-guanin (CpG), z nichZ je vice nez
80 % obvykle metylovano (Jones, 2012). Metylace cytosinu se vyskytuje napii¢ genomem,



obvykle ve vyssi mife v repetitivnich sekvencich a retrotranspozonech (Lister et al., 2009),
naopak v mens$i mife v promotorech aktivnich gend. Hypermetylace v promotorech je obecné
spojovana s transkrip¢ni represi, zatimco hypermetylace v téle genli mize byt spojovana se
zvySenou expresi (Peter et al., 2021).

Vedle kanonické CpG metylace byly popsany také ne-CpG metylace, nebo mCpH
(H mtze byt adenin, tymin nebo cytosin) (shrnuto v Ramasamy et al., 2021). Distribuce ne-
CpG metylace je jedine¢na pro kazdy typ buiiky a tkané a ve vyznamné velkém zastoupeni
(15 %) se vyskytuji v embryonalnich kmenovych bunkach (ESC) (Ramasamy et al., 2021).
mCpH pravdépodobné¢ mohou mit spojitost i s karcinogenezi (Kinoshita et al., 2000), patrné
v disledku nerovnovahy mCpH v promotorech a télech gentl; tato problematika vSak dosud
neni plné pochopena (Ramasamy et al., 2021).

Metylace DNA je spojovana s dlouhodobym potlatovanim transkripce a hraje zasadni
roli v diferenciaci kmenovych bunck, chromozomalni stabilité, inaktivaci X chromozomu
a genomickém imprintingu (Jones, 2012, Nazor et al., 2012, Schiibeler, 2015). U normalnich
bun¢k je typickd hypometylace v oblastech genomu hustych na CpG, nazyvanych CpG
ostruvky (CGIs), které lezi kolem mista pocatku transkripce (TSS) gend a dalSich regula¢nich
oblasti u 60 % gend (Jones, 2012). V nadorovych bunkach tyto CGls a oblasti s nizsi hustotou
CpG kolem téchto ostruvki (nazyvanych ,,bfehy CpG*, CpG shores) mohou byt abnormalné
hypermetylované ve srovnani s normalnimi bunikami (lrizarry et al., 2009). Tato
hypermetylace CGI byva Casto spojovana s potlacovanim gent lezicich blizko CGIs a byla
uznana jako hlavni mechanismus epigenetické genové represe, kterd je spojovana zejména
s uml¢ovanim nadorovych supresorti a genti zapojenych do vyvoje a diferenciace nadorovych
bun¢k (Jones, 2012, Aryee et al., 2013). Toto umlcovani gent hypermetylaci mize byt
pomérné stabilni (Aryee et al., 2013, Vandiver et al., 2015), analogické uml¢enym genim
mutacemi a delecemi se ztratou funkce. Soubézné s vyvojem hypermetylace DNA
zprostfedkované epigenetickym umléovani v CGl a ,,bfezich* kolem regulacnich oblasti gent
vSak mohou nadorové bunky také vykazovat postupné hypometylace mnoha CpG
dinukleotidi (Yegnasubramanian et al., 2008). Oproti normalnim bunkdm s vysokym
stupném metylace CpG v obrovskych usecich genomické DNA, v rozsahu od stovek kilobazi
do megabazi, ukazuji nadorové burnky ¢asto vymizelou metylaci (Aryee et al., 2013). Tento
typ hypometylace vSak nevede k aktivaci jakkoliv blizkych gent (Aryee et al., 2013), ale
soudi se, Ze takové genomické bloky hypometylace mohou byt spojovany s vice otevienym
chromatinem vedouci k destabilizaci genomu, zahrnujici aktivaci endogennich retroviralnich

elementq, retrotranspozont a dal$ich repetitivnich sekvenci (Yegnasubramanian et al., 2016).
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Enzymy zprostfedkovavajici metylaci DNA jsou DNA metyltransferazy (DNMT)
vyuzivajici SAM jako donor metylové skupiny (Hardwick et al., 2018). Jsou to DNMTL,
DNMT3A a DNMTS3B. Ptibuzny gen DNMT3L nema vlastni katalytickou aktivitu, ale mize
tvofit komplexy s DNMT3A a DNMT3B a pomahat jejich katalytické aktivité. DNMT1 je
hlavni DNA metyltransferaza pro udrzovani metylacnich znacek pii replikaci DNA (Pradhan
et al., 1999). DNMT3A a DNMT3B se ¢asto oznacuji jako de novo DNA metyltransferazy,
protoze mohou metylovat nemetylovanou DNA se stejnou katalytickou ucinnosti jako
hemimetylovanou DNA, coz je dulezité pro rizné biologické procesy, jako je programovani
vyvoje a diferenciace ESC (Okano et al., 1999).

Metylace DNA muze byt pasivné ztracena pii replikaci DNA, pokud selze kopirovani
MCpG z rodiCovského vldkna do dcefinného. DNA metylace vSak miize byt aktivné
vymazana, pravdépodobné nezavisle na replikaci DNA. Erasers hraji dileZitou roli v zajisténi
plasticity a dynamiky epigenetické regulace, zvlasté u neuronti a ESC (Yegnasubramanian et
al., 2016). Za aktivni demetylaci lze povazovat oxidaci 5-metylcytosinu na 5-
hydroxymetylcytosin (5hmC), 5-formylcytosin (5fC) a poté na 5-karboxycytosin (5caC) tiemi
riznymi geny, TET1, TET2 a TET3 (Tahiliani et al., 2009, Kriaucionis et Heintz, 2009).
Haffner et al. (2011) poprvé ukazali, ze mnozstvi 5-hydroxymetylcytosinu, coz je hlavni
oxidovana forma 5-mC, je vyrazné snizené U ¢etnych typt nadord (Ahsan et al., 2014) véetné
prostaty, ataké u kmenovych a progenitorovych bunéénych kompartmentt (Haffner et al.,
2011).

Pro rozpoznani (ptecteni) metylaéni znacky DNA jsou do soucasnosti znamé tii
proteinové rodiny (shrnuto v Dai et al., 2021): MBD, Kaiso a SRA. Rodina MBD je schopna
selektivné vazat metylovanou DNA a povoldvat do téchto mist korepresorové komplexy
(napf. Mi2-NURD) s cilem vytvofit umléujici chromatinovy stav (Bird et Wolffe, 1999, Klose
et Bird, 2006). Clenové rodiny Kaiso transkripéné potladuji genovou expresi vazbou
k metylované DNA (Filion et al., 2006). Proteiny rodiny SRA udrzuji metylovanou DNA
vazbou k hemimetylované DNA u replikacni vidlice apovolavaji do téchto mist DNA
metyltransferazy (Hashimoto et al., 2008, Rottach et al., 2010), a také histonové
metyltransferazy, které metyluji H3K9 v mist¢ metylované DNA (Unoki et al., 2009).
Kombinace téchto mechanismli ma robustni potencidl pro udrZzovani metylace DNA

a zprostiedkovava jednotny a kooperujici epigeneticky kod (Yegnasubramanian et al., 2016).
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1.3 Modifikace histonu

Nejlépe prostudované modifikace se vyskytuji na N-terminalnim konci histonu, ktery
vy¢niva z nukleozomu a je pfistupny na jeho povrchu (Luger et al., 1997). Acetylace,
metylace a fosforylace jsou dominantni posttranslacni modifikace na histonech (Godini et al.,

2018).

1.3.1 Acetylace histonu

Kazda histonova modifikace je regulovana odliSnym souborem enzymu a tvofi
dokovaci misto pro ¢teci proteiny (Zhao et al., 2021). Histonové acetyltransferazy (HAT)
pfenosem acetylové skupiny na lyzinové reziduum uvniti N-konce histonu neutralizuji
pozitivni ndboj lyzint, oslabuji interakce mezi histony a DNA a zpfistupiiuji DNA
transkripénimu komplexu (Bannister et Kouzarides, 2011). Acetylace histona jsou typicky
spojovany s otevienym a aktivnim chromatinem. Acetylovany muze byt histon H3 v pozicich
lyzinu 4, 9, 14, 18, 23 a 27 (H3K4, H3K9, H3K14, H3K18, H3K23 a H3K27) a histon H4
Vv pozicich lyzinu 5, 8, 12 a 16 (H4KS5, H4K8, H4K 12, H4K16). Tyto modifikace jsou vysoce
konzervovana mista acetylace histoni (Kurdistani et al. 2004). Existuji tii hlavni rodiny HAT,
jmenovit¢ GNAT, rodina EP300 a pfibuzna CBP a rodina MYST (Zhao et al., 2021). Diky
uzké vazbé mezi acetylaci histonti a aktivaci transkripce ¢asto vedou poruchy HAT k naruSeni
spravnych programt genové exprese a k rozvoji nemoci (Zhao et al., 2021).

Histonové deacetylazy (HDAC) jsou také nazyvany jako lyzinové deacetylazy
(KDAC), nebot ptesngji popisuji jejich funkci nez cil, ktery zahrnuje také mnozstvi
nehistonovych proteini (Tambaro et al., 2010). HDAC odstranuji acetylové skupiny
z lyzinovych rezidui, coz umoznuje histonim pevné se vazat k DNA. Tim dojde ke
kompaktné&jsi konfiguraci chromatinu a nasledné inhibici transkripce. HDAC jsou proteinové
komplexy tvofené Cetnymi podjednotkami, vyskytuji se u kvasinek a vyssich Eukaryot
(Tambaro et al., 2010) a podle strukturni podobnosti s kvasinkovymi HDACs, enzymatickou
aktivitou a vnitrobunécné lokalizace se do soucasnosti uvadi 18 HDAC seskupenych do 4 tiid
(HDAC | — HDAC 1V) a 2 rodin (podle jejich zavislosti na zinku nebo kofaktorech NAD;
Haberland et al., 2009, Misztak et al., 2018).

Dalsimi c¢leny této modifikace jsou proteiny schopné selektivné rozpoznat acetyla¢ni
status histont, vazat se k nim a pienést epigeneticky signal povolanim vhodnych efektord
aktivacnich nebo represivnich komplexti. Nejlépe prostudovanymi proteiny z této fady jsou
bromodoménové BET proteiny zapojené do pienosu signalu acetylovaného histonu

a podporujici aktivaci genu a otevieni chromatinu (Filippakopoulos et al., 2010).
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Kurdistani et al. (2004) porovnavali uroven acetylace jednotlivych lyzinid s aktivitou
genll a ukazali, Ze acetylace i1 deacetylace specifickych lyzini koreluje s transkripci.
Napftiklad, hyperacetylace histonu H3K9/18/27 a hypoacetylace H4K16 a H2BKI11/16
vyznamné koreluji s transkripci v intergenovych a kodujicich oblastech v celém genomu
(Kurdistani et al., 2004). Dale, jak globaln¢, tak v identifikovanych klastrech, jsou H3K18
a H4K16 acetylovany napadn¢ inverznim zptsobem jedna k druhé. Postaveni acetylace téchto

mist muze byt znakem transkripéniho stavu (Kurdistani et al., 2004).

1.3.2 Metylace histoni

Metylace histoni muze byt spojovana s otevienym nebo zavienym chromatinem,
v zavislosti na pozici a poétu metylaci (Jenuwein et Allis, 2001, Bernstein et al., 2006).
K metylaci histoni mtize dojit na lyzinech a argininech. Metylace argininli je spousténa
rodinou proteini arginin metyltransferaz (PRMT) a metylace lyzint rodinou lyzinovych
metyltransferaz (KMT). Lyziny mohou byt mono-, di- nebo trimetylovany, zatimco argininy
mohou byt mono- a dimetylovany. Napiiklad metylace lyzinu 27 na histonu H3 (H3K27me)
je obvykle spojovana s formaci heterochromatinu a koreluje s genovou represi, stejn¢ tak
metylace H3K9, avSak metylace v pozici H3K4 je znamkou otevieného chromatinu a byva
V mistech pobliz aktivné transkribovanych gend. Aktivni chromatinové znacky, jako napf.
H3K4me3 zabranuji metylaci metyltransferazami DNMT3a a DNMT3b, zatimco H3K36me
tyto enzymy rekrutuje, aby zametylovaly téla aktivné transkribovanych gent (Rondelet et al.,
2016; Weinberg et al., 2019). Ukazalo se, Ze aktivni a represivni znac¢ky metylovaného
chromatinu (tj. napt. H3K4 a H3K9) mohou byt nalezeny ve stejném lokusu. Jedna se o tzv.
bivalentni typ signalu, ktery udrZzuje chromatin v pohotovostnim stavu a nachéazi se napf.
u ESC a jinych tkanovych kmenovych bunék (Bernstein et al., 2006).

JMJC a LSDI1 jsou hlavni lyzinové demetylazy a nckteti ¢lenové rodiny JMJC (jako
KDM3A, KDM4E a KDMS5C) jsou znamé také pro svou demetylazovou aktivitu arginini
(Dai et al., 2021).

Nékteré z modifikaci na N-termindlnich koncich mohou pfimo ovlivnit interakce mezi
nukleozomy. Napfiklad, pifidani acetylovych skupin na H4K16 redukuje kompaktnéni
chromatinu (Shogren-Knaak et al., 2006) a zvysuje transkripci jak in vitro tak in vivo (Akhtar
et Becker, 2000). Modifikace histonovych koncti v§ak mohou zpUsobit i opacny efekt a zvysit
zkompaktnéni DNA. Naptiklad di- a tri-metylace H4K20 zesiluje in vitro kondenzaci
chromatinu (Lu et al., 2008). Krom¢ téchto piimych G¢inkt ptsobi modifikace histona

obvykle nepfimo a povolavaji efektorové proteiny, které¢ aktivuji signalni drahy (Wysocka,
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2006), blokuji pristup remodelujicich komplexti (Margueron et al., 2005) nebo ovliviuji

povolavani chromatinovych modifikatori a transkrip¢nich faktorti (Clements et al., 2003).

1.3.3 Ostatni modifikace histoni

Vétsina modifikaci se vyskytuje na lyzinech, nicméné i jina rezidua histonového jadra
mohou byt modifikovana. Tan et Davey (2011) popsali metylace argininovych rezidui na
povrchu nukleozomu. Fosforylace tyrosinu je typem modifikace, kterd se miZe objevovat
Vv globularni ¢asti histonu. Ptikladem je H3Y41, kterd je soucCésti vystupniho mista DNA
z nukleozomu (Dawson et al., 2009). Fosforylace serinu H3S10 kombinovana s acetylaci
histont H3K9 a H3K 14 na promotoru, je vyzadovana pro aktivaci transkripce (Zippo et al.,
2009). Wang et al. (2008) objevil patetni modul skladajici se z 17 modifikaci, které byly
nalezeny u 25 % lidskych promotorii. Tyto modifikace maji tendenci kolokalizovat
v promotorech genti, mohou vytvaret kombinace a v kooperaci regulovat transkripci gent
(Wang et al., 2008). Napiiklad fosforylace H3S10 ovliviiuje metylaci H3K9 a acetylaci
H4K16, coz naznacuje na kombinatorické vztahy mezi témito modifikacemi (Zippo et al.,

2009).

1.4 Karcinom prostaty

VW

Karcinom prostaty (PC) je nejbézné&jsim nadorovym onemocnénim u muza vV zapadnich
zemich (Diaz-Mejia et al., 2021). Histologicka klasifikace nadord prostaty uvadi PC jako
acinarni adenokarcinom, tj. invazivni maligni epitelovy nador tvofeny Zlazovymi buiikami.
PC byva ¢asto multifokalni, klinicky a molekularné heterogenni (Conteduca et al., 2021) a ve
stddiu primarniho nadoru také asymptomaticky. Mezi nejbéZznéjsi rizikové faktory spojené
s PC patii vyS$si vek, etnicky ptvod, rodinnéd historie a environmentélni faktory, jako jsou
dietni navyky, ¢asna sexudlni aktivita a sexualné prenosné infekce. V Ceské republice byl
béhem poslednich let pozorovan zvySeny vyskyt PC, avSak tmrtnost ma klesajici trend
(www.svod.cz). Je to Casteéné dano véasnym zachytem onemocnéni diky rozSifenému

zavedeni testovani prostatického specifického antigenu (PSA) a vyznamnym pokrokim
v 1écbeé PC (viz kapitola 1.4.4).

1.4.1 Prostata

Normalni prostaticka Zl4za je tvofena bazélni a lumindlni vrstvou epitelovych bunck

obklopenych stromatem. Luminalni bunky jsou orientované smérem k zlazovému lumen
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a reprezentuji hlavni epitelovou bunécnou populaci. Bazélni buitky oddéluji lumen od stroma
a zahrnuji také vzacné neuroendokrinni buiky (Kukkonen et al., 2021). Luminalni bunky
exprimuji ve vysokych hodnotach androgenovy receptor (AR) potiebny pro rust a ptezivani,
jsou proto zavislé na AR. Luminalni buriky jsou citlivéj$i na mistni mikroprostfedi a mnohem
vnimavejSi na genetické a epigenetické modifikace pfi vystaveni oxidativnimu stresu
a poskozeni DNA (Di Zazzo et al., 2015). Bazalni epitelové bunky exprimuji AR Vv nizkych
hodnotach a jsou na androgenech nezavislé. Vzacny buné¢ny typ uvniti tohoto prostoru jsou
neuroendokrinni bunky, které neexprimuji AR (Di Zazzo et al., 2015). Embryonalni
a postnatalni vyvoj prostaty zavisi na cetnych kritickych regulatorech diferenciace, jako jsou
NKX3-1, FOXAL a AR (Kukkonen et al., 2021). Béhem vyvoje a dospivani prostaty zajist'uji
tyto a dal$i geny formaci Zlaz a bunécnou diferenciaci. Jejich chybna aktivace b&hem
diferenciace epitelu prostaty mize podpofit hyperplastickou proliferaci (benigni hyperplazii
prostaty, BPH) a/nebo progresi do karcinomu prostaty (Schrecengost et Knudsen, 2013).

1.4.2 Androgenovy receptor

Androgenovy receptor patii do rodiny jadernych steroidnich transkripcnich faktort,
jehoz transkrip¢ni aktivita zavisi na androgenech. Lidsky gen pro androgenovy receptor lezi
na chromozomu Xqgl11-12, je tvofeny 919 aminokyselinami a sklada se z osmi exont. Protein
AR o velikosti 110 kDa je slozeny z N-koncové domény (NTD), DNA vézajici domény
(DBD) a ligand vazajici domény (LBD). Jsou zde dv¢ transkripéni aktivacni jednotky (TAU),
TAU-1 a TAU-5, obsazené uvnitt NTD, ktera zarovenn obsahuje fosforylacni mista nezbytna
pro transkripni aktivitu. DBD obsahuje dva motivy zinkovych prstd a podporuje
homodimerizaci a vazbu k androgen responzivnim elementiim (ARE) v genomické DNA, coz
vede k zahajeni transkripce cilovych gent (Horie-Inoue et al., 2004, Desai et al., 2021). Tzv.
hinge oblast oddéluje DBD a LBD a je tvofena kratkou aminokyselinovou sekvenci, ktera
obsahuje ¢ast jaderného lokaliza¢niho signalu zodpovidajici za translokaci AR do jadra
(Claessens et al., 2008).

Pro fyziologicky vyvoj a udrZzovani prostatické Zlazy je zdkladem signdlni draha
androgenového receptoru. Hlavni androgen pfitomny vSude v téle je testosteron (T).
V prostaté je lokalné konvertovan na Sa-dihydrotestosteron (DHT) enzymem Sa-reduktazou.
DHT se vaze na LBD androgenového receptoru s vyssi afinitou nez T, aktivuje proto cilové
geny pfi nizSich koncentracich nez T. Po vazbé ligandu AR dimerizuje, stavd se
fosforylovanym a translokuje se do jadra, kde vazbou na ARE v promotorovych nebo

enhancerovych oblastech a s pomoci koaktivator a epigenetickych faktora reguluje expresi
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cilovych genti (Maughan et Antonarakis, 2015). Tim podporuje bunécnou proliferaci,
diferenciaci, sekreci aptezivani (Tindall et Lonergan, 2011, Desai et al., 2021).
V neptitomnosti ligandu je AR lokalizovan v cytoplazmé, kde asociuje s heat shock proteiny,

s cytoskeletalnimi proteiny a dalSimi chaperony (Smith et Toft, 2008).

1.4.3 Vznik karcinomu prostaty

Zéakladem vzniku PC jsou tézké diferenciacni a prolifera¢ni abnormality, které v rtizné
kombinaci zahrnuji vice genetickych zmén, jakymi jsou ztrata heterozygozity, aktivace
onkogeni a ztrata nadorovych supresort. DalSimi faktory, které pfispivaji ke karcinogenezi
prostaty, jsou zanét, oxidativni stres a poSkozeni DNA, zkracovani telomer a telomerova
aktivita, zmény na genomu (Felgueiras et al., 2014) a v neposledni fadé epigenetické
modifikace (podrobnéji viz kapitola 1.5).

Studie ukazuji, ze ve srovnani s jinymi typy nadord je v nadorech prostaty spiSe nizsi
rychlost mutaci (Abeshouse et al., 2015). Celkova mutacni zatéz odvozena z celoexomového
sekvenovani byla 0,94 mutaci na megabazi, coZ odpovidd 19 nesynonymnim mutacim na
genom tumoru (Abeshouse et al., 2015). To je vsouladu s piedchozimi exomovymi
a celogenomovymi vysledky sekvenovani pro lokalizovany karcinom prostaty (Barbieri et al.,
2012, Baca et al., 2013) a mén¢, nez muta¢ni zatéZ u metastatického PC (Grasso et al., 2012;
Robinson et al., 2015).

Nejbéznéjsi genomickou zménou identifikovanou u PC je fuze 5-UTR genu
TMPRSS2 s genem ERG, zplsobena delecemi nebo translokacemi na chromozomu 21, ktera
byva nalezena ve 40 - 50 % piipadu (Tomlins et al., 2007). Abeshouse et al., (2015)
identifikovali fize s jinymi, dfive popsanymi a androgeny regulovanymi partnerskymi geny
na 5" konci, napt. SLC45A3 a NDRGL1. Také identifikovali n€kolik nadorti se zvysenou
expresi transkriptit ETS v plné délce, které se vzajemné vylucuji s ETS fazemi (Abeshouse et
al., 2015). Zvysena exprese ETS vtéchto pfipadech muze byt pravdépodobné
zprostfedkovana epigenetickymi mechanismy nebo kryptickymi translokacemi celého
genového lokusu do transkripéné aktivniho sousedstvi (Abeshouse et al., 2015). Tyto zmény
vedou Kk podstatné heterogenité¢ v nadorech a jsou pouzivany k definovani molekularnich
subtypt PC, zalozené na fuzi rodiny geni ETS (ERG, ETV, ETV4 nebo FLI1) a mutacich
v genech SPOP, FOXAL nebo IDH1 (Abeshouse et al., 2015).

Mutace SPOP se vyskytuji az u 15 % primarnich nadort prostaty a fidi molekularni
zmény souvisejici s iniciaci a progresi PC (Tong, 2021). Nadory definované mutacemi genu

SPOP pusobi jako dalsi podtyp PC a vykazuji nékolik specifickych molekularnich vlastnosti,
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jako je vzajemné vylouceni se vSemi piipady ETS fuzi (Abeshouse et al., 2015),
hypermetylace DNA, delece CHD1 a zvySenou expresi SPINK1 (Shi et al., 2019). Mutace
vgenu SPOP reguluji AR a jeho koaktivatory, ovliviiuji signalizaci drdhy AR a tim
transkripci cilovych genid (Geng et al., 2014).

FOXAL je prikopnicky trankrip¢ni faktor AR s prokazatelnou roli v onkogenezi PC
(Jin et al., 2013), ma vyznam pro remodelaci chromatinu a jeho mutantni formy byly nalezeny
ve vSech stadiich PC (Tong, 2021). Mutace v genu FOXA1 se vétSinou vzajemné vylucuji
s fuznimi geny ETS a také s mutacemi SPOP (Tong, 2021). Nadory prostaty s mutacemi
FOXA1 obecné vykazuji podobné molekularni vlastnosti jako nadory s mutantnim SPOP,
véetné profilu genové exprese, genomickych zmén a metylace DNA (Tong, 2021).

Nadory s mutaci v genu IDH1 byly nalezeny pouze v 1 % piipadi primarnich PC
a prestoZze jsou vzacné, tyto mutace jsou spojovany s nastupem nemoci v Casném véku
a definuji podskupinu PC (Abeshouse et al., 2015). Podskupina vzorkti primarnich PC
s mutacemi v genu IDH1 vykazovala vysoké hladiny celogenomové DNA hypermetylace
a vyznacovala se nejvysSim poctem epigeneticky umlcéenych gent ze vSech studovanych
primarnich PC (Abeshouse et al., 2015).

Abeshouse et al., (2015) zjistili, ze u vSech nadort prostaty, i mezi genotypovymi
podskupinami, existuje Siroké spektrum aktivity AR. Napftiklad podskupiny vzorki pozitivni
na ETS fuzni geny mély variabilni aktivitu AR. Naproti tomu nadory s mutacemi v genech
SPOP nebo FOXAL vykazovaly nejvys$si transkripéni aktivitu AR ze vSech podskupin PC
(Abeshouse et al., 2015).

Dalsi Casto pozorovana zména u primarniho PC je rekurentni genomické ziskani
chromozomu 7 a 8q (na 8q lezi gen MYC, 8 % ptipadutl), heterozygotni ztraty chromozomu 8p,
13q, 169 a 18, homozygotni delece zasahujici gen PTEN (15 % u primarniho PC) nebo ztraty
gent NKX3-1, TP53, RB1 nebo CHD1 (Abeshouse et al., 2015). Krom¢ PTEN byly mutace
ostatnich ¢lentt PI3K signalni drahy zjisténé v nizkém vyskytu (~ 1 %) (Abeshouse et al.,
2015).

Abeshouse et al. (2015) nasli pozoruhodnou shodu heterozygotni ztraty tumor
supresorovych geni BRCA2 spolu se ztratou genu RB1 (oba geny lezi na chromozomu 13q).
Skutecnost, ze téméei 20 % primarnich PC nese genomické defekty DNA reparacnich drah je
zajimava v souvislosti s nedavnymi vysledky studie u pacientt s MCRPC (TOPARP-A faze),
které naznacuji, ze klinickd odpovéd’ na PARP inhibitor olaparib pravdépodobné nastava

U podskupiny nadori nesoucich defekty v DNA reparacnich genech (Robinson et al., 2015).
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1.4.4 Lécba karcinomu prostaty

Vice nez 90 % ptipadii nadorl prostaty je zplsobeno androgenovym receptorem
(Epstein et al., 2014, Mohler et al., 2021). Toto procento v pozdéjsich stadiich nemoci klesa,
stale vSak asi 70 — 80 % nadort vyzaduje pro pieziti AR (Epstein et al., 2014, Mohler et al.,
2021) a proto fada 1é¢ebnych postupu cili pfevazné na antagonismus osy AR (Mohler et al.,
2021). Lokalizovany PC je v jeho rané fazi ¢asto kategorizovan na indolentni nebo agresivni
(v zavislosti na jeho klinickych a patologickych vlastnostech) a optimdlni moznosti 1é€by
zahrnuji chirurgickou aradiacni terapii a méné¢ casto farmakologickou androgenovou
deprivacni terapii (ADT) (Arora et Barbieri, 2018). ADT je doporucenou terapii prvni volby
az pro pacienty s metastazami (Wade et Kyprianou, 2018). ADT inhibuje pisobeni
testosteronu a DHT na osu drahy AR a udrzuje celkovou sérovou hladinu testosteronu pod
50 ng/dl (Wade et Kyprianou, 2018).

ADT tzv. prvni generace cilila na AR a jeho translokaci do jadra, coz mélo za
nasledek zhorSené navazani k DNA na ARE a snizenou transkripci gent fizenych androgeny
(Maughan et Antonarakis, 2015, Bouleftour et al., 2021, Mitsiades et Kaochar, 2021). Mezi
tyto antiandrogeny se tadi flutamid, bicalutamid, nilutamid a cyproteron acetat, ktery byl
vilbec prvnim schvalenym antiandrogenem pro 1é¢bu PC (Davies et Zoubeidi, 2021). Prvni
snahy o rozsiteni ADT vedly k pfidani 1é¢iv cilenych na nadledvinky (aminoglutethimid,
ketokonazol), nepodafilo se v§ak dosahnout ptinosu celkového pieziti (Mitsiades et Kaochar,
2021). Antiandrogeny druhé generace mechanismus vySe popsaného ucinku na AR zlepsuji
(Rice et al., 2019) a do této skupiny patii abirateron acetit (AA), jenz selektivné
a irreverzibilng inhibuje enzym CYP17A1 a snizuje produkei prekurzort testosteronu z varlat
a nadledvinek (Bouleftour et al., 2021), dale enzalutamid, apalutamid a darolutamid.
Enzalutamid je inhibitor LBD domény AR bez znamych agonistickych vlastnosti k wild type
AR (Maughan et Antonarakis, 2015), apalutamid je kompetitivni inhibitor AR (Clegg et al.,
2012) adarolutamid je nesteroidni antagonista AR s nizkou penetraci hematoencefalické
bariéry (Moilanen et al., 2015, Bouleftour et al., 2021). Antiandrogeny prvni a druhé generace
jsou také oznac¢ované jako inhibitory signalizace AR (ARSI).

Kompletni remise po 1écbé ARSI jsou vzacné, coz vede k vyvoji novych
farmakologickych pfistupli s cilem nadale potlacovat aktivitu AR v nddorech prostaty
(Labrecque et al., 2021), napt. nového potencialniho 1éciva EPI-001, které cili na N-konec
AR a blokuje transkripéni aktivitu plné délky AR i jeho variant sestfihu (AR-SV) (Myung et
al. 2013, De Mol et al. 2016). AR-SV se ukazuji byt rozhodujicimi hrac¢i ve vyvoji a progresi
mCRPC, pricemz varianta sestiihu AR-V7 je u karcinomu prostaty jedna z nejhojné&jsich (Xu
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et Qiu, 2016). Nové pfistupy zahrnuji také fadu potencidlnich antiandrogeni, které se
zamétuji na degradaci AR (Proteolysis Targeting Chimeras, PROTAC), napt. MTX-23, ktery
dokaze cilit na obé varianty AR (AR-V7 a plné délky) pomoci proteazomem zprostiedkované

proteolyzy (Lee et al. 2021).

1.45 Mechanismy rezistence na ADT

V dusledku tlaku androgenové deprivaéni terapie Si nadory prostaty vytvorily unikové

mechanismy pro udrZeni aktivity AR (viz Obr. 1).

1) Alternativni 2) Amplifikace a OHT 4) Mutace AR 5) Dopliikové drahy
varianty sestfihu zvySend exprese AR stimulujici AR
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Obrazek 1. Mechanismy rezistence na ADT zobrazujici na ligandu zavislé a nezavislé
aktivace AR. Zkratky: AR-V7, varianta sestfihu 7 AR; DHT, dihydrotestosteron, HSP, heat shock
proteiny; P, fosforylace; RTK, receptorova tyrosinkinaza, S, jiné steroidy (napi. glukokortikoidy).
Prevzato a upraveno od Maughan et Antonarakis, 2015.
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Tyto mechanismy rezistence na ADT ovliviiji kazdou ¢ast osy drahy AR a zahrnuji
amplifikace genu AR nebo enhancert, které zvySuji expresi AR (Quigley et al., 2018, Takeda
et al., 2018), mutace v LBD doméné genu AR, ztrata AR, zvySena de novo intratumoralni
syntéza androgenti nebo konverze steroidnich prekurzoru z nadledvinek, konstitutivné aktivni
varianty sestiihu AR (AR-SV) (Wadosky et Koochekpour, 2017), aktivace alternativnich
signalnich drah s dominujici PI3K/Akt kaskddou nebo zesilené posttranslacni fosforylace AR
cyklin dependentnimi kinazami (Chen et al., 2006, Wang et al., 2009).

1.4.6 Mechanismy progrese do kastracné rezistentniho karcinomu prostaty

CRPC se v dusledku 1ééby ADT vyvine béhem jednoho az tii let (Oudard, 2013).
Diive byl CRPC popisovan jako nezavisly na androgenech, soucasné poznatky vSak dokazaly,
ze rekurentni aktivita AR je klicovym prostfednikem progrese do kastracné rezistentniho
stadia. Mechanismy obnoveni aktivity AR vyuzivané v CRPC a dostacujici k fizeni progrese,
jsou popsany vyse (viz kapitola 1.4.5). K dal$im znamym zplUsobum ziskani kastra¢ni
rezistence je ztrata nékterych nadorovych supresord, aktivace onkogenl asamoziejmé
epigenetické modifikace (viz kapitola 1.5). Spolu s témito zménami byva CRPC pozdé&ji
podpotfen také zanétem, epitelovo-mezenchymalni tranzici (EMT) a/nebo nadorovymi
kmenovymi buiikami (CSC) (Knudsen et Vasioukhin, 2010).

Robinson et al. (2015) provedli studii na CRPC vzorcich a identifikovali genetické
zmény u téméf vSech mCRPC vzorki, kde vSechny zahrnovaly nejméné jednu spoustéci
jednonukleotidovou variantu nebo inzerci/deleci a piiblizné polovina méla spoustéci genové
fuze, amplifikace nebo homozygotni delece. V témét 90 % piipadi MCRPC autofi studie
identifikovali potencidlné nebezpecné somatické nebo zarode¢né zasahy S vysokou Cetnosti
zmén u drahy AR, coz silné naznacuje, Ze velka vétsina mCRPC pacientd ziistava pro preziti
zavisla na signalizaci AR (Robinson et al., 2015). Distribuce zmén u primarnich
a metastatickych vzorkd byly neobvykle podobné ase zvysSujici se rychlosti zmén
U metastastickych vzorki, avSak s tou vyjimkou, Ze metastaticky soubor neobsahoval Zadné
nadory s mutacemi v IDH1 (Abeshouse et al., 2015). Abeshouse et al. (2015) porovnavali
také Cetnost rekurentné pozménénych gend popsanych ve studii od Robinson et al. (2015)
a zjistili, ze podobné jako celkové zatizeni genetickymi zménami, také mnoho genti
a signalnich drah zvysilo miru zmén v metastatickych vzorcich. Signalizace AR byla mnohem
Castéji pozméneéna u metastastickych vzorkt, kde bylo nejvice amplifikaci nebo mutaci AR,
coz jsou udalosti absolutné chybéjici u primarnich PC (Abeshouse et al., 2015). Zajimavé

byly ponékud méné casté mutace genu SPOP u metastatickych vzorka (8 % vs. 11 % u
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primarnich) (Abeshouse et al., 2015). Zmény v DNA reparacnich genech a draze PI3K byly
Cast€j$i u metastatickych vzorki, stejné¢ jako mutace nebo delece TP53, RB1, KMT2C
a KMT2D (Abeshouse et al., 2015). Casté zmény v poétu kopii ve smyslu ziski (8q) a ztrat
(8p, 13q, 16q a 18q) byly také pozorovany, s ocekavanou rekurentni amplifikaci u AR
a chromozomu 8q a deleci (CHD1, PTEN, RB1, TP53). Dalsi casté fokalni amplifikace byly
pozorovany v oblastech zahrnujici CCNDL1 (v 9 % ptipada) (Robinson et al., 2015). Nejcastéji
aberujici geny u mCRPC zahrnuji AR (63 %), rodinu ETS (57 %), TP53 (53 %), PTEN
(41 %), RB1 (21 %) (Robinson et al., 2015). Rekurentni ETS faze byly pozorovany v 56 %
ptipadi, vétsinou ve variant¢ ERG, ale také s variantami FLI1, ETV4 a ETV5 (Robinson et
al., 2015).

Zmény byly pozorovany také v draze PI3K (ve 49 % ptipadi), v DNA repara¢nich
drahach (19 %), RAF kinazach (3 %), inhibitorech CDK (7 %) a ve WNT draze (5 %)
(Robinson et al., 2015).

Klicové geny v signalizaci AR a pozménéné ve vzorcich mMCRPC byly FOXA1L,
NCOR1/2 a SPOP (Geng et al., 2013). RNA-seq analyza AR-SV ukazala distribuci variant
sestfihu napfi¢ vSemi pfipady CRPC a analyza souboru prostat odhalila, Ze mnoho téchto
variant bylo pfitomno v riizném mnozstvi také v primarnich PC a tkanich BPH (Robinson et
al., 2015). Varianta AR-V7, ktera je zapojena do rezistence na AA a enzalutamid
(Antonarakis et al., 2014), byla pozorovana ve velmi malém mnozstvi také u vétSiny vzorkt
jiz pted zahajenim Iécby AA nebo enzalutamidem (Robinson et al., 2015).

CRPC s naslednymi metastazami piedstavuje letalni stadium v disledku omezenych
moznosti terapie, s medidnem pieziti 30 mésict od data diagnézy pro nmCRPC a 13 mésict

pro mCRPC stadium (Aly et al., 2020).

1.4.7 Heterogenita karcinomu prostaty

Vyvoj PC je velmi komplexni proces odvijeny od aktivity androgeni a AR.
Z pocatecni faze androgenové zavislosti s funkénim a aktivnim AR se PC dostane do

androgenové nezavislosti, doprovazenou soucasné sérii genetickych a epigenetickych zmén.

1.4.7.1 Hormonalné citlivy karcinom prostaty
PC v rané fazi se oznacuje jako hormonalné citlivy (HSPC), vyznacujici se velkym
rozsahem aktivity AR (Tong et al., 2021). V tomto stadiu standardné nastupuje chirurgicka
a/nebo radiacni terapie. Charakteristickymi znaky stadia HSPC jsou: 1) Pozitivni odpovéd’ na

androgenové stimuly a ADT; 2) Pritomnost fuzniho genu ETS nebo mutace ve SPOP,
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FOXAL, nebo IDH1; 3) Pfevaha nadorovych buné¢k citlivych na androgeny nad necitlivymi
(Tong, 2021). Pokrocily HSPC lze rozd¢lit na dva dalsi stavy, biochemicky rekurentni
a metastaticky PC (mHSPC) (Moul, 2015; Iacovelli et al., 2019), pti¢emz nékteti pacienti
mohou mit diagnostikovan mHSPC de novo jiz pted terapii a toto stadium piedchazi vyvoji
do mCRPC (Tong, 2021).

1.4.7.2 Na androgenech nezavisly karcinom prostaty

Na androgenech nezavislé PC (AIPC) mize byt definované jako ptechodné stadium
mezi HSPC a CRPC (Tong, 2021). V tomto stadiu dosahuji butiky AIPC vlastni androgenové
syntézy a prestavaji byt citlivé na tradiéni ADT. U¢innou 1é¢bou zlistavaji antiandrogeny
druhé generace (AA a enzalutamid) (Tong, 2021). Charakteristickymi znaky AIPC jsou:
1) Syntéza androgent a jejich vyuziti z nadorovych bun¢k a nadledvin; 2) Adaptace a selekce
prostatickych nadorovych bunék na rizné hladiny androgenii; 3) Pokracujici genetické zmény
a cilena aktivace signalnich drah (napi. PI3K/Akt/mTOR) (Cai et al., 2020); 4) Castgjsi
zmény AR a zvySena transkripéni aktivita AR (Xu et al., 2019).

1.4.7.3 Kastracné rezistentni karcinom prostaty

Kastracn¢ rezistentni PC (CRPC) lze rozd¢lit do dvou zékladnich typi: nemetastatické
CRPC (nmCRPC nebo jen CRPC) a metastatické CRPC (mCRPC). CRPC stadium se plné
adaptovalo na nizké hladiny androgenli a vytvafi pozitivni zpétnou vazbu s naddorovym
mikroprostfedim (TME) (Tong, 2021). Hlavni dé&je v CRPC stadiu zahrnuji selekci
a rezistenci bunék na ADT, aktivaci signalnich drah 1 bez AR, velmi Casté genetické zmény,
progrese epitelovo-mezenchymalni tranzice a nadorovych kmenovych bungk, crosstalk
signalnich drah, metastazy a adaptivni TME. Charakteristické znaky CRPC zahrnuji:
1) Kastra¢ni hladina a pribézné zvySovani PSA; 2) Mutace genti TP53, RB1, PTEN a genu
zapojenych do oprav poskozeni DNA; 3) Aktivace koaktivatori AR (napt. FOXAI,
KMT2D); 4) Aktivace signalnich drah Wnt, SRC, STAT3, PI3K; 5) EMT a progrese
nadorovych kmenovych bunék (Arora et Barbieri, 2018, Tong, 2021).

1.4.7.4 Neuroendokrinni karcinom prostaty
S pfichodem u¢innéjsi terapie druhé generace byl pozorovan vznik nadorG prostaty
vyuzivajici Cetné a na AR zavislé mechanismy, které pfispivaly k rezistenci na terapii
(Labrecque et al., 2021). Tyto mechanizmy rezistence zavislé na AR si udrzuji program
luminalni diferenciace s trvalou signalizaci AR. Jednd se zejména 0 neuroendokrinni (NE)

karcinomy prostaty (NEPC) a na zakladé exprese AR a/nebo neuroendokrinnich markert byly
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popsany dalsi podtypy CRPC (Labrecque et al., 2021): 1) Amfikrinni PC, ktery udrzuje
aktivitu AR a lumindlni diferenciaéni programy, ale exprimuje nékteré z klasickych NE
markerta (chromogranin A, synaptophysin, a/nebo CD56 (AR+/NE+); 2) Fenotyp nizké

hladiny AR ukazuje sniZzeny jaderny AR a sniZzené geny regulované AR, zatimco v mnoha

low

ptipadech zachovava expresi PSA a gent regulovanych AR (AR /NE-) (Labrecque et al.,
2019); 3) Dvakrat negativni karcinomy prostaty jsou oznaceny nedetekovatelnou hladinou
exprese proteinu AR a nepiitomnosti genové exprese AR a NE markeri (AR-/NE-). Tento
fenotyp zahrnuje vzacny CRPC s dlazdicovou diferenciaci (Parwani et al., 2004, Labrecque et
al., 2019, Cackowski et al., 2020); 4) Malobunécny nebo neuroendokrinni CRPC jsou nadory
bez exprese AR a maji bud’ klasickou malobunéénou patologii, anebo zvySenou expresi NE

markertu (AR-/NE+) (Tsai et al., 2017, Beltran et al., 2019, Labrecque et al., 2019).

1.5 Epigenetika karcinomu prostaty

Vedle genetickych zmén hraji klicovou roli v iniciaci, progresi a rezistenci na 1é¢bu
karcinomu prostaty také epigenetické modifikace. Tyto se objevuji v kazdém stadiu PC

a zahrnuji riznorodou $kalu signalnich drah a genu (viz Obr. 2, Conteduca et al., 2021).

1.5.1 Metylace DNA u karcinomu prostaty

Hypermetylace promotorli reprezentuje ¢asnou molekularni udalost, ktery pretrvava
po celou dobu do progrese onemocnéni, zatimco globalni hypometylace DNA se objevuji
nejvyrazn€ji béhem nebo po metastatické diseminaci a pfispivaji k nadorové heterogenité
a genomické nestabilité (Yegnasubramanian et al., 2008, Conteduca et al., 2021).

Pravé metylace promotoru genu GSTP1l a ztrita exprese byla jedna z prvnich
objevenych epigenetickych udalosti v souvislosti s karcinomem prostaty (Lee et al., 1994).
Hypermetylace promotoru GSTP1 se vyskytuje v 75 % ptipadt preinvazivni high grade
prostatické intraepitelidlni neoplazie (PIN), vice nez v 90 % nadord prostaty a zlistdva ve
vSech stadiich nadorové progrese (Bastian et al., 2004). Celogenomové metylacni studie
odhalily zmény v metylacnim profilu DNA béhem karcinogeneze prostaty (Friedlander et al.,
2012, Mahapatra et al., 2012, Kron et al., 2013, Massie et al. 2017, Zhao et al., 2020, Ylitalo
et al., 2021). Tyto studie potvrdily uvzorki PC hypermetylaci GSTP1 a odhalily dalsi
hypermetylované promotory gent, zapojenych do svalové kontrakce, riiznych vyvojovych
a cytoskeletalnich procestu, regulace proliferace a bunééné adheze (Yamanaka et al., 2003;

Kron et al., 2009, Ylitalo et al., 2021).
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g DNA damage repair GSTP1, GSTM1, MGMT, GPX3
P
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Obrazek 2. Epigenetické zmény béhem iniciace a progrese PC. Zmény v metylacnim profil
a dalsi epigenetické zmény se objevuji béhem kazdého stadia PC a zahrnuji rizné drahy a geny.
Hypometylace promotort a reaktivace protoonkogenti u PC jsou stdle pfedmétem vyzkumu. Ptevzato
od Conteduca et al., 2021.

Zmény v metylacnim vzorci DNA u vétSich oblasti, nez jsou promotory, jsou také
spojovany s karcinogenezi (Kukkonen et al., 2021). Hypometylace LINE-1, ktera pfedstavuje
piiblizné 15 % lidského genomu, je spojovana s imrtnosti na karcinom prostaty (Fiano et al.,
2017). Kim et al. (2011) jiz dfive ukdzal hypometylace DNA v LINE-1 repetitivnich
elementech u ETS negativnich pfipadl,, coz naznacuje, Zze epigenetické modifikace mohou
souviset se stavem ETS (Kim et al., 2011).

Studie metylaci DNA u karcinomil prostaty se nevztahuji pouze na modifikaci SmC.
Storebjerg et al. (2018) se zaméfili na méné zkoumané modifikace, ShmC, 5fC a 5ScaC,
vznikajici oxidaci SmC pfi aktivni demetylaci a ukédzal, Ze hladina ShmC je snizend zvlasté
u ERG negativnich nadort prostaty v porovnani s nenadorovou tkani (Storebjerg et al., 2018).

Stejna prace také ukazala zvySenou hladinu 5fC u nadord s fuznim ERG a zvys$enou hladinu
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5caC u vSech vysetfovanych vzorki PC (Storebjerg et al., 2018). Snizend exprese
demetylacniho enzymu TET2 spolu se snizenou hladinou 5ShmC je zapojena do vyvoje
a progrese PC (Takayama et al., 2015; Nickerson et al., 2017).

U karcinomu prostaty mohou riizné genetické a epigenetické udalosti vést nezavisle na
sobé ke stejnému ucinku na genovou expresi u PC (Dhingra et al., 2017). Dhingra et al.
(2017) casteji pozorovali vyssi pocet gent signifikantné ovlivnénych hyper- a hypometylaci
DNA neZz mutacemi nebo preskupenim genti. Kombinovanou analyzou RNA-Seq, metylace
DNA a souboru dat z 333 TCGA nadorovych vzorki mélo 88 z nich deleci genu FAS,
67 vzorkli vykazovalo signifikantni hypermetylace V promotorové oblasti genu FAS
a 6 vzorkd mélo jak deleci genu, tak hypermetylace promotoru (Dhingra et al., 2017). Takto
velké mnozstvi vzorkl karcinomu prostaty pozménénych deleci nebo metylaci naznacuje, ze
genetické a epigenetické udalosti vedou k deregulaci genu FAS nezavisle na sobé. Podobné
vysledky ziskali i pro geny FAM3B a TNFSF13, coz naznacuje na jejich roli v tumorigenezi
prostaty. Tyto tfi geny nesou delece lokusu napfi¢ celym télem genu a vykazuji
hypermetylace v jejich promotorovych oblastech (Dhingra et al., 2017).

Metylacni vzorec DNA je spojovan také se specifickymi genomickymi zménami u PC.
Abeshouse et al. (2015) provedli metyla¢ni analyzu DNA 333 primarnich vzorki PC
a ukazali na spojitost metylacniho vzorce s fizemi ETS, pfi¢emz metylace DNA se lisily
podle fuzniho partnera ETS (ERG, ETV1, ETV4 a FLI1). Jinymi slovy, nadory pozitivni na
fuzni gen ERG mohou mit dvoji DNA metyla¢ni vzorec (bud’ nizka hladina metylace, nebo
riznorodé hypermetylace) a toto zjisténi odhaluje variabilitu mezi tim, co bylo dfive
povazovano za geneticky homogenni podtyp PC (Abeshouse et al., 2015). Nadory s fuznim
ERG piedstavovaly nejrozmanitéj$i metylacni zmény v porovnani s jinymi skupinami
(Abeshouse et al., 2015). Ve stejné studii identifikovali 164 epigeneticky uml¢enych genti
U témef vSech primarnich nadori PC (vice nez 85 % ptipadi) a také zjistili, Ze nadory prostaty
s mutacemi v genech SPOP, FOXAL a IDH1 mély odlisny metylaéni vzorec (Abeshouse et
al., 2015). Napt. gen STAT6 byl umléen ptfednostné u nadort s fiznim ETS a ne u nadort
s mutaci genu SPOP nebo IDH1 (Abeshouse et al., 2015). Vzorky s nadory prostaty nesouci
mutovany IDH1 mély také nejvyssi pocet epigeneticky umléenych genli a méné zmén v poctu
kopii DNA (Abeshouse et al., 2015). Strukturni varianty gend mohou byt iniciatory zmén,
které naruSi expresi fady transkripCnich faktord, a DNA metylaéni zmény mohou byt
propagatory zmén genové exprese (Dhingra et al., 2017).

Metylace DNA u PC byla studovana také v souvislosti se zménami v pfistupnosti

chromatinu a modifikacim histoni (Kron et al., 2013; Uusi-Mikela et al., 2020). Tyto prace
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zjiStovaly spojitost mezi metylaci DNA u PC sriznymi stddii nemoci podle Gleasonova
skore a statusem ERG a porovnavali nadorovy metylacni vzorec s represivnimi a aktivnimi
znaky chromatinu (Kron et al., 2013; Uusi-Maikela et al., 2020). Prace od Kron et al. (2013)
odhalila, Ze diferencialné¢ metylované oblasti (DMR) byly vétsinou hypermetylovany u nadort
s vysokym Gleasonovym skoére a ve spojitosti s fuznim ERG. Ve stejné praci také zjistili maly
ptekryv mezi DMR spojenymi s Gleasonovym skore a témi, které jsou spojené s fiznim ERG,
coz naznacuje na rizné zmény v metylaci DNA u nadort s riznymi stadii nemoci a statusem
ERG (Kron et al., 2013).

Recentni integrovand analyza epigenomu a transkriptomu u lokalizovanych PC
identifikovala vyraznou hypermetylaci u nadorovych vzorkli ve srovnani s nezhoubnymi
tkanémi (Ylitalo et al., 2021). Ylitalo et al. (2021) porovnali diferencialné¢ metylované oblasti
4360 CpG dinukleotidi (DM-CpG) a u vétsiny z nich (86 %) korespondovaly hypermetylace
CpG s nadorovymi vzorky. Tyto diferencialné metylované CpG dinukleotidy (reprezentujici
1759 jedine¢nych gentl) zietelné odliSovaly nadorové a normalni vzorky (Ylitalo et al., 2021).
Navic, zesilend hypermetylace pozorovana u nadorovych vzorki byla signifikantné spojovana
se snizenou hladinou exprese u 25 % diferencialné metylovanych gent (Ylitalo et al., 2021).
Hypometylace u primarnich PC nebyla bézné a neni spojovana se specifickymi funk¢énimi
procesy. VétSina  z identifikovanych DM-CpG  pozorovanych mezi primarnim PC
a nenddorovou tkani byla pfitomna také v metastatické tkdni a také vypozorovali jedine¢ny
soubor DM-CpG pii ptechodu z primarniho nadoru do metastatického stadia (Ylitalo et al.,
2021). Velka vétsina téchto DM-CpG byla hypometylovana a zahrnovala mista v oblasti
promotoru AR (viz kapitola 1.5.4, Ylitalo et al., 2021).

1.5.2 Modifikace histoni u karcinomu prostaty

Buinky PC vykazuji zna¢nou deregulaci chromatinového stavu. Sama androgenova
stimulace muze v buikach PC spoustét nekolik zmén v chromatinu (Kukkonen et al, 2021).
Naptiklad u nadorové linie prostay LNCaP byla po podani androgenti ukazana akumulace
acetylovaného histonu H3 v oblasti promotoru a enhanceru genu KLK3 (kodujici PSA) (Wang
et al., 2005). Ptitomnost androgenti navic spousti povolavani AR a jeho koaktivatora s HAT
aktivitou, CBP a p300, k regula¢ni oblasti genu KLK3 a vede k acetylaci histoni a aktivaci
trankripce (Shang et al., 2002, Wang et al., 2005). Naopak, AR navdzany na antagonistu
(napt. bicalutamid) aktivuje korepresory (NCoR1/2), které jsou spojené s HDAC a potlacuji
expresi genu (Nagy et al., 1997). Pomerantz et al. (2020) propojenim epigenomu

s genomickymi a transkriptomickymi daty zjistili, z2 MCRPC Ize odlisit od primarniho
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nadoru na zakladé specifické vazby transkripcniho faktoru v enhancerech genl (zahrnujici
AR, FOXAl a HOXB13) a acetylace histonti (H3K27) (Pomerantz et al., 2020).

Také histonové demetylazy jsou v zavislosti na androgenové stimulaci povolavany
k cilovym genim AR (vedle KLK3 také napi. K TMPRSS2 a NKX3-1), coz vede k méné
metylovanému H3K9 a aktivnimu chromatinovému stavu (Yamane et al., 2006). Bylo
ukazano, ze nizké hladiny H3K9me2 piedpovidaji slabou prognozu pacientti s PC (Seligson et
al., 2009), zatimco vyssi hladiny H3K4mel jsou spojeny s vy$$im rizikem biochemické
recidivy (Ellinger et al., 2010). Ke et al. (2009) na celogenomovém profilovani H3K27me3
a H3K4me3 u normaélnich a prostatickych naddorovych bun¢k ukazal, ze zatimco je pocet
kazdé modifikace relativné podobny v obou typech bunéck, celogenomové profily téchto
znacek se liSi, takZe geny oznacené H3K27me3 nebo obéma znackami (H3K27me3
a H3K4me3) jsou piiblizn¢ v 70 % piipadu odlisné (Ke et al., 2009). Geny oznaené
H3K27me3 v bunkach PC jsou obohacené o vyvojové funkce, které nejsou pritomné
u normalnich epitelialnich bun¢k (Ke et al., 2009). To ukazuje, Ze béhem karcinogeneze PC

nastava epigenetické peprogramovani vyvojovych gentt (Kukkonen et al., 2021).

1.5.3 Epigenetické mechanismy vyvoje do CRPC

Epigenomické zmény, ke kterym dochazi s rozvojem PC a bcéhem lécby, také
vyznamn¢ prispivaji k fenotypové heterogenité mezi pacienty (Yegnasubramanian, 2016).
Tyto zmény zahrnuji remodelace chromatinu, zmény transkriptomu modulované nekodujici

RNA azmény v metylaci DNA (Peter et al., 2021).

1.5.3.1 Vyznam metylace DNA v CRPC

Zmény v metylaci DNA, at’ jiz globalni nebo mistné specifické, jsou ziejmée jedny
et al.,, 2021). Yegnasubramanian et al. (2008) uvadi, ze hypometylace DNA se objevuji
nejvyrazn€ji béhem nebo po metastatické diseminaci a pfispivaji k nadorové heterogenité
metastatického PC. Metylace DNA jsou spojovany nejen s karcinogenezi, ale také s progresi
arezistenci na 1écbu (Kukkonen et al., 2021). Mahapatra et al. (2012) identifikovali
hypermetylace promotort gent u nadorovych vzorkt prostaty od pacientd s rekurentnim PC
aprotoze se tyto geny ucastni signalnich a transkripCnich drah, jejich inhibice pomoci
metylace promotoru mize hrat roli v progresi PC (Mahapatra et al., 2012). Hypermetylace
promotort se tykd vedle AR také ESR1, genli bun&né adheze (CD44, CDHI), genl
zapojenych do bunétného cyklu (CCND2, CDKNI1B) a apoptdézy (napi. ASC, BCL-2,
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DAPK) (Graga et al., 2016). Ve spojitosti s vyrazn¢ delSim piezivanim pacienti s CRPC je
naopak spojena hypermetylace promotoru genu SRD5A2, ktery koduje jeden ze tii iSozymi
5a-reduktazy (Wang et al., 2020). Peter et al. (2021) provedli celogenomovou metylac¢ni
analyzu u buné¢nych linii reprezentujici pokro¢ilé PC a ukazali, ze vyvoj rezistence na ARSI
sice vede k hypermetylaci DNA, ale modely CRPC a NEPC vykazovali podobny pocet hyper-
a hypometylovanych mist. To naznacuje, ze prestavba diferencidlné¢ metylovanych oblasti
nemusi byt zapojena do transdiferenciace mezi CRPC a NEPC (Peter et al., 2021).

Zhao et al. (2020) vyuzili celogenomové bisulfitové sekvenovani a RNA-seq
k analyze metylovanych oblasti napti¢ genomem u 100 klinickych vzorki mCRPC a ukazali,
7ze DMR se prednostné vyskytuji v intergennich oblastech s regula¢nimi funkcemi. Pfiblizné
22 % nadori lze zatadit do stadia mMCRPC a charakterizovat hypermetylacemi a somatickymi
mutacemi v genech TET2, DNMT3B, IDH1 a BRAF (Zhao et al. 2020). Autofi také ukazali,
ze exprese onkogenu karcinomu prostaty, jako jsou AR, MYC a ERG, byla spojena s metylaci
DNA v regulacnich intergennich oblastech (Zhao et al. 2020). Navic analyza diferencialné
metylovanych oblasti porovnavajici BPH, primarni nadory a mCRPC identifikovala
hypometylace specifickych oblasti v MCRPC souvisejici S nadorem, které ¥idi zvySenou
expresi onkogeni (Zhao et al. 2020). V této studii zjistili pfevazné méné metylaci
u lokalizovaného PC oproti BPH a pfevazné¢ méné¢ metylaci u vzorki mCRPC oproti
primarnim nadordm prostaty, s 55% piekryvem DMR mezi lokalizovanymi a metastatickymi
tkanémi (Zhao et al. 2020). Navic, u mCRPC byly oblasti snejvice diferencialnimi
hypometylacemi charakterizovany vys$si somatickou rychlosti mutace, coz naznacuje, ze jisté
oblasti genomu jsou zménéné jak mutacemi, tak metylacemi (Zhao et al. 2020). Podle Zhao et
al. (2020) geny s vyssi expresi mély Castéji hypometylaci promotoru a hypermetylaci v téle
genu. Ve vzorcich mCRPC nasli hypometylace v promotorech klicovych genil fizenych AR
v provnani s BPH (AR, KLK3, NKX3-1 aj.), naopak nenasli hypermetylace promotorti tumor
supresorovych geni (TP53 nebo RB1) a mnoho gent dfive popisovanych jako
hypermetylovanych v PC (napi. GSTP1) bylo v této studii u vzorki mCRPC metylovano
rozdiln¢ oproti BPH (Zhao et al., 2020).

Dalsi studie porovnavaly pfistupnost chromatinu a metylace DNA u vzorki BPH,
primarnich PC a CRPC a odhalily, Ze tyto modifikace jsou ve vzijemné opacné korelaci
(Urbanucci et al., 2017, Uusi-Mikela 2020). Vétsina DMR a odlisné piistupnych oblasti mezi
BPH, primarnimi PC a CRPC tkanémi se nepiekryva, coz naznacuje ze remodelovani
ptistupného chromatinu a metylace DNA v karcinogenezi prostaty a progresi do CRPC jsou

dva odlisné mechanismy (Uusi-Mikela et al., 2020).
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Celogenomové porovnani DNA metyla¢niho profilu metastatickych biopsii pacienti
s NEPC a CRPC ukazalo, ze metylacni profil DNA muze rozliSit vysoce agresivni formy
onemocnéni NEPC od CRPC (Beltran et al., 2016). Zatimco se stale nalézaji molekularni
spoustéce diferenciace z CRPC do NEPC, je ziejmé, ze epigenomické zmény pravdépodobné
hraji vyznamnou roli (Davies et al., 2020). Napiiklad proteiny EZH2 a DNMTL1 byly silné
exprimované a hojnéj$i v NEPC nadorech oproti CRPC (Beltran et al., 2016). To zvysSuje
pravdépodobnost, ze piechod do NEPC stadia je spojen s epigenetickou deregulaci (Beltran et
al., 2016). Integrace dat metylace DNA sdaty o transkriptomu ukazaly epigenetické
modulace signalnich drah zapojenych do diferenciace, vyvoje, adheze a bunécného cyklu
(Beltran et al., 2016). Tyto DNA metyla¢ni zmény asociované s NEPC jsou detekovatelné
pomoci cell free DNA (cfDNA), ktera mize mit dilezity dopad pro biomarkery (Yamada et
Beltran, 2021). Soucasna studie celogenomového bisulfitového sekvenovani cfDNA dokazala
zobrazit shodné metylacéni profily DNA s profily metastatickych nadori z biopsii NEPC,
zahrnujici hypermetylace a hypometylace geni specifickych pro NEPC (Beltran et al., 2020).

Ylitalo et al. (2021) provedli celogenomovou analyzu CpG metylace promotord 94
vzorkd nadoril, zahrnujici parové nenddorové a nadorové oblasti primdrniho nédoru po
radikalni prostatektomii a vzorky kostnich metastaz z n€kolika pacienti (zahrnujici
hormonalné naivni HSPC, po kratkodobé kastraci nebo s diagnozou CRPC) a identifikovali
diferencialné metylované CpG (Ylitalo et al., 2021). VétSina metastatickymi vzorkt (88 %)
odpovidala hypometylaci v porovnani s nadorovymi tkanémi (Ylitalo et al., 2021).
Skutecnost, ze vétsSina DM-CpG mezi metastatickymi a nadorovymi vzorky byla také mezi
metastatickou anormalni tkani naznaCuje, ze piekryv CpG pravdépodobné souvisel

s organem nez S kostnimi metastazami (Ylitalo et al., 2021).

1.5.3.2 Vyznam chromatinu v CRPC

Zmény v chromatinu jsou spojovany i s progresi PC (Nightingale et al., 2006,
Kukkonen et al., 2021). Naptiklad exprese HAT, CBP a p300 je u mCRPC signifikantné vyssi
nez u lokalizovanych PC (Welti et al., 2021) a jsou spojovany s pokrocCilymi stadii a slabou
prognézou. p300 navic také stabilizuje histonovou demetyldzu JMIDI1A, ktera je u CRPC
zvySena v porovnani s primarnim PC (Xu et al., 2020). Vzrustajici JMJD1A je povolana
k cilovym genim AR a usnadnuje tak konverzi chromatinu do aktivniho stavu (Xu et al.,
2020). Nedavna studie od Pomerantz et al. (2020) hodnotila epigenom prostaty napfii¢
klinickymi stadii (od normalni prostaty K lokalizovanému PC a mCRPC) a identifikovala

epigeneticky pfeprogramovana mista AR na zaklad¢ acetylace H3K27, ktera nevznikla de
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novo (Pomerantz et al., 2020). Béhem vyvoje zlokalizovaného PC do mCRPC byla
pozorovana reaktivace latentnich vyvojovych transkripénich programt, které byly aktivni
béhem fetalni organogeneze prostaty (Pomerantz et al., 2020). Také objevili specifické
enhancery dulezité v progresi nddorti a rizné modifikace, napt. ptitomnost znacky H3K27ac
spolu se somatickou amplifikaci DNA, které¢ identifikovaly regulacni mista specificka pro
metastazy (Pomerantz et al., 2020).

Ellinger et al. (2010) zjist'ovali imunohistochemicky (IHC) globalni profil modifikace
histont napf¥i¢ stadii PC a konkrétné¢ u CRPC nalezli sniZzenou acetylaci histont H3 a H4 a di-
a trimetylace histonu H3K9, ale zvySenou mono-, di- a trimetylaci H3K4. Zde se ukazuje
souvislost s trankripénim faktorem FOXAI, jehoz vazba k cilovym genim silné¢ zavisi na
distribuci H3K4mel a H3K4me2 (Sahu et al., 2011). Histonova demetylaza LSDI1, ktera
demetyluje H3K4, muze regulovat transkripéni aktivitu AR (Cai et al., 2011) a navic
aktivovat transkripéni faktor FOXA1, coz vede k jeho povolani k enhancerim zavislym na
AR (Gao et al., 2020). Dalsi histonové demetylazy jsou také zepojeny do progrese PC, napf.
JMJD5 podporuje bunénou proliferaci a kontroluje aktivitu AR, HIF-1a a EZH2 (Wang et
al.,, 2019). Akumulace téchto histonovych znacek (H3K4, H3K9) byla nalezena v AR-
vazajicich enhancerech u gent spojenych s M-fazi bunééného cyklu ve tkanich a bunéénych
modelech CRPC, v porovnani s nadory a buné¢nymi liniemi reprezentujici AIPC (Wang et
al., 2009).

IHC analyzu globalni hladiny H3K27me3 provedl také Pellakuru et al. (2012), ktery
ukazal, ze hladiny H3K27me3 klesaji s tim, jak se zvySuji markery agresivniho onemocnéni
(Pellakuru et al., 2012). Tento pokles v hladin¢ H3K27me3 je Castéji pozorovan u vice
diferencovanych normalnich luminalnich epitelidlnich bunék v porovnani svice se
podobajicim kmenovym bazalnim burikam (Pellakuru et al., 2012). Tyto poznatky naznacuji,
ze se behem progrese PC zvySuje celkovy aktivni chromatinovy stav a Ze se epigenom
preprogramovava, aby se piiblizil podobé kmenovych bunék (Kukkonen et al., 2021). Tuto
teorii podporuje zjisténi, ze geny, které jsou potlacované a oznacené H3K27me3 v normalni
prostatické tkani a pak nepotlacované béhem progrese PC, jsou reguldtory vyvojovych drah
ahomebox proteint, a ze takové epigenetické preprogramovani miize castecné pochazet
Z aberantni funkce EZH2 (Yu et al.,, 2007a, Yu et al.,, 2007b). EZH2 je Kkatalyticka
podjednotka Polycomb represivniho komplexu 2 (PRC2), ktera v CRPC potlacuje transkripci
androgenového receptoru pomoci trimetylace histonu H3 (H3K27me3) (Xu et al., 2012).

Ukazalo se, ze EZH2 ma zvysenou expresi v PC, ale jesté vyssi v CRPC (Varambally et al.,
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2002, Dundr et al., 2020). Kromé¢ této funkce pusobi EZH2 také jako koaktivator dilezitych
transkrip¢nich faktort, véetné AR (Xu et al., 2012).

Ptistupnost chromatinu je usnadnéna chromatin remodela¢nimi komplexy; bud’
vypuzenim histonti nebo celého nukleozomu, anebo klouzanim nukleozomi do riznych mist
DNA (Hargreaves, 2021). Chromatin remodela¢ni komplex SWI/SNF byl prokozatelné
spojen s karcinogenezi a progresi PC (Kukkonen et al., 2021). Jedna z podjednotek SWI/SNF
komplexu, BRGI, je nutna pro pfistupnost chromatinu (Hargreaves, 2021), ma zvySenou
expresi v primarnich PC, s nadorovou progresi se zvySovala a nejvysSich hodnot dosahovala
ve stadiu NEPC (Ding et al., 2019, Muthuswami et al., 2019, Cyrta et al., 2020). Také dalsi
podjednotky SWI/SNF komplexu hraji roli v progresi PC, naptiklad exprese BAF57 pozitivné
koreluje s Gleasonovym skore (Link et al., 2008). Tato zjisténi naznacuji, Ze pro progresi
nadorovych bun¢k do CRPC a NEPC je nutna odli$na remodelace chromatinu (Kukkonen et
al., 2021). Abnormalni aktivace chromatinovych proteinti (¢tecich proteinti, remodela¢nich
komplexii a jejich podjednotek) v CRPC naznacuje celkové zvyseni piistupnosti chromatinu
V oblastech genové regulace, coz je dolozeno pozitivni korelaci relaxovaného chromatinu
s nadorovou progresi PC (Urbanucci et al., 2017, Uusi-Mikela et al., 2020, Kukkonen et al.,
2021). Prikladem abnormalni aktivace c¢tecich protein, vedouci KudrZzeni piistupného
chromatinu u PC, jsou BET proteiny BRD2 a BRD4, které rozpoznavaji acetylované histony,
spoustéji remodelaci chromatinu, iniciuji transkripci a maji zvySenou expresi v CRPC
(Urbanucci et al., 2017, Urbanucci et al., 2018). Konkrétné BRD4 puisobi jako kriticky
koregulator AR, jeho exprese se pti progresi do CRPC zvysuje a je spojovana se Spatnou
progndézou (Urbanucci et al., 2018). Také samotny SWI/SNF komplex je dilezitym
transkripénim kofaktorem pro aktivitu AR (Link et al., 2008), jelikoz se ukazalo, Ze aktivita
komplexu je kriticka pro zahajeni transkripce geni KLK3 a TMPRSS2 zprostiedkované AR
(Marshall et al., 2003).

Uusi-Mékeld et al. (2020) zjistili, Ze se béhem progrese CRPC mize chromatin
posunovat smérem Kk pfistupnéj$§imu stavu. Autofi studovali pfistupnost chromatinu mezi
BPH, primarnim PC a nmCRPC a odhalili, ze promotory exprimovanych genii vétSinou
ukazuji pfistupny chromatin napfi¢ vSemi typy vzorkid, zatimco enhancery vykazuji pro
pristupnost chromatinu specifické vzorce spojené se stddiem nemoci, ale také zobrazuji
vysokou heterogenitu mezi jednotlivymi nadory (Uusi-Mékeld et al., 2020). Sledovani
trankripcnich faktort pfistupnych oblasti DNA naznacilo, Ze vazebna mista pro FOXA1, AR
a HOXBI13 maji ve vzorcich karcinomu prostaty vyssi piistupnost chromatinu a ta je déle

preprogramovana béhem progrese do CRPC (Uusi-Mikela et al., 2020).
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Smycky a topologicky asociované domény (TAD) maji v chromatinu strukturni
I funkéni role (Dixon et al., 2016). Smyc¢ky usnadiuji fyzickou interakci mezi enhancery
a promotory, zatimco TAD asistuji jejich interakcim piisunem blize jedna k druhé ve 3D
prostoru (Dixon et al., 2016, Misteli et Finn, 2021). Mnohé¢ studie ukazaly, ze 3D organizace
genomu PC je v porovnani snormalnimi buiikami pfeprogramovana tak, ze se TAD
v nadorovych bunkach rozdéli na mensi nadorové specifické TAD (Achinger-Kawecka et al.,
2016, Taberlay et al., 2016, Rhie et al., 2019). Hranice nové vytvoienych mensich TAD se
hojn¢ vyskytuji v oblastech, které vykazuji zmény Vv poctu kopii a studie ukazuji, Ze rozdéleni
TAD na mensi domény je nadorové specificky a nendhodny proces béhem vyvoje PC
(Achinger-Kawecka et al., 2016, Taberlay et al., 2016). Rhie et al. (2019) navic ukazali, ze
v ramci TAD, ktera udrzuje stejné hranice, ale vykazuje zmény v chromatinovém stavu, byla
v nddorovych bunkach exprese 1185 genti zesilena a 713 gend sniZzend, coZ naznacuje na
zvySenou chromatinovou pfistupnost béhem vyvoje a progrese PC (Rhie et al., 2019,
Kukkonen et al., 2021).

Do epigenetickych mechanismt progrese do CRPC jsou zapojeny také nekodujici
RNA (ncRNA) (Shih et al., 2015, Kojima et al., 2017, Ding et al., 2021). ncRNA se t¢astni
riznych epigenetickych, posttranskripénich a posttranslaénich procesti a ptenosu signalu.
Mohou byt klasifikovany do nékolika podskupin: mikroRNA (miRNA), malé interferujici
RNA (siRNA nebo RNAI), malé jaderna RNA (snoRNA), PIWI-interaktivni RNA (piRNA)
a dlouhé nekodujici RNA (IncRNA) (shrnuto v Hu et al., 2022). miRNA a IncRNA jsou dvé
nejCastéji  se objevujici RNA pii vyzkumu CRPC a jsou zapojeny do mnoha
patofyziologickych drah (Shih et al., 2015, Ding et al., 2021). Regula¢ni role miRNA ve
vyvoji CRPC zahrnuji buné¢nou proliferaci souvisejici s AR, ptezivani nadorovych bungk,
apoptozu nebo EMT (Kojima et al., 2017) a je znama jejich ucast ve vyvoji do kastra¢ni
rezistence, zahrnujici modulaci amplifikace AR, zasahovéani do transkripéni aktivity AR
a signaliza¢ni kaskady nezavisle na AR, regulaci koaktivatort a korepresordi AR a miRNA
cilené pifimo na AR (Shih et al., 2015). IncRNA se mohou poskladat do sktruktur
a interagovat s transkripty nebo proteiny, remodelovat chromatin, metylovat histony, ptisobit
na miRNA aj. (Ramnarine et al., 2019). IncRNA maji sklon pusobit jako konkuren¢ni
endogenni RNA (ceRNA), kompetitivné se vazat k miRNAs a tvofit INCRNA-MIRNA-
MRNA sit’, ktera se ve velké mife vyskytuje ve vzorcich a bunéénych liniich CRPC (shrnuto
v Hu et al., 2022). IncRNA je také klicovy regulator v PC progresi ze statusu androgenové
zavislosti do CRPC (Ramnarine et al., 2019). Naptiklad IncRNA 1 (ARLNC1) muze byt
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upregulovana proteinem AR a stabilizovat transkript AR prostfednictvim interakce RNA-

RNA (Zhang et al., 2018).

1.5.4 Metylace AR v CRPC

AR stale hraje podstatnou roli u pokrocilych stadii PC (Scher et Sawyers, 2005).
Zatimco nékteré CRPC exprimuji AR v autokrinnich drahach, jiné nadorové buiky ukazuji
snizenou expresi AR, kterd je pfisuzovana umlcovani metylaci DNA, ztratou X chromozomu
nebo zhorsené stabilité proteinu AR (Felgueiras et al., 2014).

Jedna z prvnich praci vibec, zabyvajici se metylaci genu AR a s tim souvisejici
progresi do CRPC stadia, byla studie na prostatickych nadorovych buiikach od Jarrard et al.
(1998). Dalsimi dukazy ptispéli Kinoshita et al. (2000), ktefi nasli ve 2 ze 4 vzorki prostaty,
vyznacujicich se signifikantni ztratou exprese AR, pfitomné metylace v promotoru genu AR.
Hypermetylace v této oblasti genu se vyskytovala také u pokrocilych mCRPC, ale ne
Vv primarnich a lokalizovanych nadorech prostaty nebo v normalnich tkanich (Kinoshita et al.
2000). Naopak Nakayama et al. (2000) detekovali hypermetylace genu AR také u 20 %
pacientll s primarnim PC a u 28 % pacientd ve stadiu CRPC (Nakayama et al., 2000).
Souvislost mezi metylaci genu AR a progresi karcinomu prostaty popisuji také Tian et al.
(2012), kteti zjistili, ze metylace v promotorové oblasti genu AR je pravdépodobné spojena
s kmenovosti prostatickych nadorovych/progenitorovych bunék a diferenciaci. Dale ukazali,
7ze nizké exprese genu AR pfitomné v prostatickych nadorovych kmenovych bunkéch
a kmenovych/progenitorovych buiikach linie LNCaP byly v disledku vysoké hladiny
DNMT1/3 a vysoké vazbé MBD2 k promotoru AR (Tian et al., 2012).

Nov¢jsi prace zabyvajici se globalni metylaci DNA u stddii CRPC a individudlné
u genu AR souhrnné uvadi castéji spiSe hypometylovany gen ¢i promotor AR. Ylitalo et al.
(2021) objevili soubor unikatné diferencialné metylovanych CpG pfi piechodu z priméarniho
PC do metastatického PC, z nichz velkd vétSina byly hypometylace a zahrnovaly 1 mista
v oblasti promotoru AR. Detailngjsi studie v metastatickych vzorcich ukazala demetylac¢ni
trend v nékolika CpG mistech v promotoru AR, zahrnujici dvé alternativni TSS, ktera dobte
korelovala s indukovanou hladinou exprese obou trankripti AR (Ylitalo et al., 2021). Naopak
metylace AR je stale povazovana za hife ¢i méné popsanou a studie zaméfené na tento typ
regulace exprese AR nevykazuji konzistentni vysledky (Jarrard et al., 1998, Kinoshita et al.,
2000, Nakayama et al., 2000, Friedlander et al., 2012, Zhao et al., 2020). Podobn¢ jako
Ylitalo et al. (2021), také Zhao et al., (2020) detekovali hypometylace promotoru AR

v CRPC, ale zéaroven také ukéazali hypometylace u nelécenych metastatickych vzorka. To
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nez amplifikace AR, jelikoz amplifikace AR obvykle neni pted ADT pozorovana (Zhao et al.,
2020, Ylitalo et al., 2021). Ylitalo et al. dopliuji, Ze ani velky rozptyl v Grovni metylace
promotoru AR mezi metastatickymi vzorky, ani stav amplifikace AR, neukdzaly zadny jasny
vztah k aktivit¢ AR v nadoru.

Ylitalo et al. (2021) identifikovali mCpG dinukleotidy souvisejici s aktivitou AR
Vv kostnich metastdzach PC a tim také jejich potencialni zavislost na AR. Vytvofili metylacni
klasifikator aktivity AR (MCA) z 2970 jedinecnych CpG, separovany do dvou klastri podle
exprese a metylace genu AR; majoritni klastr metastaz MCA pozitivni (MCA+) vykazoval
hypometylace a zvySené exprese genl spojenych s rekurentnimi fuzemi gent v PC, aktivaci
AR a signalizaci ukazujici na zavislost na AR; klastr metastiz MCA negativni (MCA-)
vykazoval hypermetylace a nizké exprese mnoha gend spojenych s aktivitou AR, ale
hypometylace avysoké exprese genu spojovanych s EMT, cytoskeletalni remodelaci
a imunitni odpovédi (Ylitalo et al., 2021). Klastr MCA— vykazoval také zna¢né snizenou
aktivitu AR atendenci k vyssi proliferaci nez MCA+, navic MCA— pacienti vykazovali
znacné niz8i sérovou hladinu PSA a hor$i prognézu po ADT (median pteziti 30 mésicil) nez
MCA+ pacienti (median pteziti 60 mésica) (Ylitalo et al., 2021). Ylitalo et al. (2021) podle
tohoto metyla¢niho profilu MCA vyvodili dva typy CRPC. MCA+ typ CRPC s nizkou
hladinou metylace promotori urcitych geni regulovanych AR (napf. TMPRSS2) miZe
ptispét k nadorovému fenotypu fizenému AR, jaky byl pozorovan u vétSiny pacientl
s MCRPC, zatimco MCA— typ CRPC s hypermetylaci promotora stejnych geni muze piipét
k vyvoji stadia NEPC, které je méné zavislé na AR (Beltran et al., 2016). Podle této
Klasifikace by pak pacienti s profilem MCA— mohli byt nasmérovani k podpirné terapii
pomoci demetylujicich ¢inidel (DNMTI) s cilem zvysit citlivost na naslednou ADT (Ylitalo et
al. (2021).

Hypotéza, ze by epigeneticky indukovand exprese AR u pacienti s CRPC
a metylovanym genem AR mohla zvratit nékteré Skodlivé signalni drahy a v urcité mife
zmirnit agresivitu nadorovych bungk, byla podpotena jiz diive nékolika studiemi (McCabe et
al., 2006, Zorn et al., 2007, Gravina et al., 2008, Gravina et al., 2010). McCabe et al. (2006)
zjistili, ze Aza-dC inhibovala aberantni de novo metylaci DNA u mysiho modelu TRAMP
a béhem podavani této latky se podafilo vyvarovat vyvoji karcinomu prostaty. Zorn et al.
(2007) ukézali, Ze zpozdény nastup PC nezédvislého na androgenech u kastrovanych mysi
TRAMP byl disledkem podévani Aza-dC. Kombinovana lé€ba kastraci spolu s ovlivnénim

Aza-dC navic vedla ke statisticky signifikantné vy$Simu pfezivani v porovnani se samotnym
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ovlivnénim Aza-dC. V preklinické studii Gravina et al. (2010) pouzili 5-azacytidin pro
reaktivaci exprese genu androgenového receptoru uml¢ené¢ho metylaci DNA u linie PC3, coz
vedlo ke znasobeni odpovédi na bicalutamid nasledované apoptézou. Ovlivnéni 5-
azacytidinem zvySilo ucinek terapie bicalutamidem unadorG prostaty exprimujicich
I neexprimujicich AR, jak in vitro, tak in vivo (Gravina et al., 2010). Kombinované ovlivnéni
obéma latkami vedlo k synergickému/aditivnimu u¢inku u athymické saméi mysi
xenotransplantovanou buiitkami 22rv1 (buné¢na linie exprimujici AR) nebo u bunék PC3, coz
m¢élo za nasledek zna¢nou redukci nadorové masy a zpozdéni progrese (Gravina et al., 2010).
U obou bunéénych linii (22rvl a PC3) byla pozorovana zvysend exprese proteinti bunécného
cyklu a apoptozy (Gravina et al., 2010). Také Tian et al. (2012) ukazali, Ze ovlivnéni bun¢k
karcinomu prostaty 5 uM Aza-dC mélo za nasledek inhibici sebeobnovy a rustu prostatickych
kmenovych/progenitorovych bunék in vitro a sniZzenou tumorigenicitu in vivo. Indukce
exprese genu a funkéniho proteinu AR byla zavisld na Case a maximalniho ucinku bylo

dosazeno po 6 dnech inkubace (Tian et al., 2012).

1.6 Moznosti epigenetické terapie

Vzhledem k dobfe znamé roli epigenetické deregulace pii vzniku a progresi
nadorovych onemocnéni bylo vynalozeno zna¢né usili do vyvoje epigenetickych 1é¢iv. Diky
reverzibilni povaze metylace DNA a posttranslacnich modifikaci histoni mohou byt
epigenetické proteiny novym terapeutickym cilem.

V soucasné dob¢ je jiz schvalena fada 1ékt ve tfech tiidach epigenetickych inhibitort
(DNMT, HDAC a inhibitory EZH2) americkou FDA pro 1é¢bu rliznych malignit a dalsi léky
na epigenetické bazi prochazi klinickymi studiemi (Nepali et Liou, 2021). Mezi jiZ schvélené
patii 5-azacytidin a 5'-Aza-2’-deoxycytidin (inhibitory DNMT schvalené pro lécbu AML
a MDS), FK-228 a SAHA (HDAC inhibitory schvalené pro lécbu refrakterniho CTCL),
PXD101 (HDAC inhibitor schvalen pro 1écbu refrakterni PTCL), LBH589 (HDAC inhibitor
pro lécbu mnohocetného myelomu) atazemetostat (inhibitor EZH2 schvéleny pro lécba
metastatického nebo lokaln¢ pokrocilého epiteloidniho sarkomu). Kromé vyse zminénych byl
také schvalen FDA anilidovy inhibitor HDAC, chidamid, k1é¢bé pacientt s R/R PTCL
(shrnuto v Nepali et Liou, 2021). Pro 1écbu lymfomd a melanomu jsou schvalené FDA
4 inhibitory histonovych deacetylaz: vorinostat, belinostat, panobinostat a romidepsin. Tato
skupina inhibitort je také testovana u PC (Kaushik et al., 2015). Ferrari et al. (2019) ve II.

fazi pokust s podavanim panobinostatu a bicalutamidu hlasili prodlouzené pieziti bez
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rentgenové progrese u pacienti s MCRPC Vv porovnani s podavanim samotnym

bicalutamidem.

1.6.1 Pokroky v epigeneticky cilené terapii karcinomu prostaty

Epigenetické enzymy, jakymi jsou histon lyzin demetyldzy a histonové deacetyldzy,
funguji jako dilezit¢ koaktivatory AR a mohou byt povazovany za terapeutické cile pro
ovlivnéni stability a funkce AR. Rozsdhl¢ vyzkumy na rtznych inhibitorech tfid DNMT,
HDAC, DOTLL, LSD, EZH2 a inhibitorech tfidy BET proteini ukazuji, ze epigenetické
proteiny jsou potencialni terapeutické cile. Oteviraji se tak dalsi prilezitosti pro epigenetickou
1écbu s cilem piekonat mechanismy hormonalni rezistence a zacilit na AR bez hormonalni
terapie (Gao et Alumkal, 2010).

Yee et al. (2010) poukazali na divodné pouziti demetylujicich ¢inidel u CRPC. Jejich
studie in vitro ukazala obnoveni genu WIF1 (inhibitor WNT) aplikaci Aza-dC, které vedlo
k mezenchymo-epitelové tranzici (MET, zvrat EMT) se zesilenou regulaci E-kadherinu
a CK8/18 a snizenou regulaci mnoha mezenchymadlnich markerti, spole¢né¢ se snizenou
aktivitou matrixovych metaloproteinaz 2 a 9 (Yee et al., 2010).

Dlouho znamé inhibitory DNA metyltranferaz, azacytidin a 5-aza-2’-deoxycytidin
(Decitabin), jsou dlouhodobé studovany pro 1é¢bu MDS a jinych nadort (Fenaux et al.,
2009). Zmény v metylaci DNA se objevuji u PC brzy a aberantni exprese DNA
metyltransferaz se vyskytuje béhem progrese (Fenaux et al., 2009). V preklinické studii
inhibitor DNMTs disulfiram potlacoval rist nadorovych bunék DU145, PC3, C4-2B
aCWR22R1 in vitro a in vivo (xenograft nadory bunék C4-2B) (Lin et al., 2011).
Kombinovana lécba s pouzitim azacytidinu, docetaxelu (inhibitor signalni drahy AR)
a prednisonu (kortikoid) u pacientii s mCRPC mélo za vysledek pokles PSA u vice nez 50 %
pacientd (Singal et al., 2015).

Proteiny skupiny Polycomb, EZH2 a EED, jsou dalSim terapeutickym cilem
epigenetickych inhibitord. Tazemetostat (také jako EPZ-6438) je inhibitor EZH2 nedavno
schvéleny pro 1écbu epitelioidniho sarkomu a folikularniho lymfomu, u kterych pievazuje
mutace EZH2 se ziskem funkce (Park et al.,, 2021). Tento inhibitor je také zkouSen
Vv klinickém testovani u pacienti s MCRPC v kombinaci s androgenovy blokadou (Ge et al,
2020). Inhibitor proteinu EED, MAK-683, blokuje vazbu EED na H3K27 a nasledné
zabranuje aktivaci EZH2. MAK-683 je testovany v I/I1 fazi klinickych pokust u pokracujicich
nadord, zahrnujicich i relapsujici PC, u kterych neni dostupna efektivni standardni 1é¢ba

(studie NCT02900651).
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EZH2 ma histonovou a nehistonovou metyla¢ni aktivitu, stejné jako funkce nezavislé
na metylaci, které podporuji karcinogenezi a proliferaci (Park et al., 2021). Zatimco inhibice
EZH2 bude utlumovat jeho metyla¢ni aktivitu (tj. H3K27me3), nekanonické a na metylaci
nezavislé¢ vlastnosti EZH2 zlstanou enzymatickymi inhibitory neovlivnéné. Proteinova
degradace EZH2 tak muze byt slibny postup inhibice jeho nekanonické a na metylaci
nezavislé funkce. Za timto ucelem byl nedavno oznamen prvni cileny degradator EZH2,
MS1943 (Ma et al., 2020). Tato latka indukuje EZH2 degradaci v rtiznych nadorovych
bunéénych liniich, véetné buné¢né linie nezhoubného karcinomu prostaty PNT2 (Ma et al.,
2020). Vzhledem k nedostatku enzymatickych inhibitorit EZH2 u PC budou velmi zajimavé
pro dal$i vyzkum pravé slouceniny degradujici EZH2 (Park et al., 2021). Liu et al. (2019)
nove¢ objevili EZH2 inhibitor astemizol a ve své studii ukazali, ze Uspé$né degraduje EZH2
a snizuje progresi nadoru, coZ naznacuje na novou terapeutickou strategii pro pokrocilé CRPC
(Liu et al., 2019).

DalSim cilem klinické pouzitelnosti je rodina bromodomén a extra-terminalnich
bromodomén (BET). Aggarwal et al. (2020) testovali inhibitor ZEN-3694 v kombinaci
s enzalutamidem u pacientd s mMCRPC, ktefi progredovali po pfedchozi 1é¢bé AA a/nebo
enzalutamidem. Faze studie Ib/lla odhalila median 9 mésici prodlouzeného pieziti bez
rentgenové progrese, dlouhodobé 1écebné GcCinky bez progrese vice nez 12 mésict u 17 %
pacientil a vice nez 24 mésicti U 5 % pacientd (Aggarwal et al., 2020). Ptiznivého vysledku
preziti bez rentgenové progrese bylo dosazeno i u pacientll Sagresivni variantou PC
(Aggarwal et al., 2020).

Welti et al. (2021) poprvé testovali CCS1477, oralné biologicky dostupny, silny
a selektivni inhibitor bromodomény p300/CBP pro 1écbu CRPC. Ve své praci ukazali, ze
inhibitor komplexu p300/CBP blokuje AR a AR-SV signalizaci, potlac¢uje expresi MYC
V bunéénych liniich a xenoimplantatech ziskanych od pacienta a inhibuje rist a aktivitu AR
v modelech CRPC (Welti et al. 2021).

Dal$im potencialnim terapeutickym cilem je LSD1. Jeho inhibitor SP2509 utlumoval
rist nadoru u CRPC xenograftovych modelt (Sehrawat et al., 2018). V jiné studii (Gao et al.,
2020) inhibice LSD1 stejnym inhibitorem narusila chromatinovou vazbu transkripcniho
faktoru FOXA1 (Gao et al., 2020). Inhibice LSD1 zasahem do vazebnosti AR a genové
exprese potlacuje rast nadoru a také vykazuje synergicky ucinek s enzalutamidem u modeli
CRPC (Sehrawat et al., 2018).

Probihajici klinické studie hodnoti nové vznikajici epigenetické terapie jako slibné

a potencialni 1é¢ebné strategie pro pacienty s pokroc¢ilymi nadory prostaty (Conteduca et al.,

36



2021). Dosavadni klinické studie vSak byly zejména pro neselektované populace biomarker.
Pochopeni nadorové specificnosti a naslednych ucinku takové epigenetické terapie muize byt
dilezité pro zlepSeni vybéru pacienti a kombinace vhodnych ptistupt 1écby v budoucnu
(Conteduca et al., 2021). Ty by mohly zahrnovat kombinace epigenetickych inhibitord
arovnéz kombinace epigenetickych inhibitori s cytotoxickou chemoterapii, hormonalni

terapii a inhibitory imunitnich kontrolnich bodi (Jin et al., 2021).
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2 CILE PRACE

1. Otestovat kombinace a koncentrace epigenetickych inhibitord na demetylaci a re-

expresi inaktivovaného genu AR u bunék nadorovych prostatickych linii bez exprese
AR (DU145 a PC3).

2. Analyzovat vliv vybranych kombinaci a koncentraci epigenetickych inhibitord na
uroven acetylace histont H3 a H4 v promotoru genu AR u normalnich (RWPE-1)

a nadorovych bun¢k prostaty (DU145).

3. Porovnat G¢inky epigenetickych inhibitord na viabilitu a bunéény cyklus U normélnich

(RWPE-1) a nadorovych bun¢k prostaty (DU145).
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3 METODIKA

3.1 Prostatické nadorové linie

Pro experimentélni ¢ast této prace byly pouzity bunécéné linie PC3 a DU145 odvozené
z karcinomu prostaty, ob& necitlivé na androgeny a predstavujici model CRPC. Prvni z nich,
epitelova adherentni linie PC3 (ATCC, Cat. No. CRL — 1435™) je ptvodem odvozena
Z kostni metastazy, druhé linie DU145 (ATCC, HTB-81™) je taktéz epitelova a adherentni,
odvozena z metastazy v mozku. Ob¢ linie jsou tumorigenni, polyploidni, neexprimuji AR ani
PSA. Linie RWPE-1 byla poskytnuta s laskavym svolenim Mgr. Karla Soucka z Ustavu
experimentalni biologie (Pfirodovédeckda fakulta Masarykovy Univerzity). Jedna se
0 epitelovou adherentni buné€nou linii, odvozenou z periferni zény histologicky normalni
dospélé prostaty a transfekovanou jednou kopii lidského papilomaviru 18 (HPV-18). Linie

neni tumorigenni, exprimuje AR a po aplikaci androgenti do média exprimuje také PSA.

3.2 Pouzité inhibitory

Pro ovlivnéni bunék byl pouzit Cerstvé pripraveny roztok inhibitoru DNA
metyltransferaz 5-Aza-2’-deoxycytidin (Aza-dC, Sigma-Aldrich) v médiu o koncentraci 0,5
mmol/l z vychozi koncentrace 50 mmol/l ve 100% DMSO. Cerstvé pfipravend vychozi

pracovni koncentrace inhibitoru histonovych deacetylaz butyratu sodného (NaB, Sigma-

Aldrich) byla 0,5 mol/l v 10% DMSO.

3.3 Kaultivace bunéénych linii

Linie PC3 a DU145 byly kultivovany v médiu DMEM (Gibco) doplnéné 10% fetalnim
bovinnim sérem, 0,01 % penicilinen a streptomycinem a 2 mM L-glutaminem. Linie RWPE-1
byla kultivovana Vv bezsérovém médiu Keratinocyt-SFM (Kit) s L-glutaminem, lidskym
rekombinantnim a epidermalnim riistovym faktorem a extraktem z bovinni hypofyzy (Gibco),
doplnéné na konec¢nou 0,01% koncentraci dvéma antibiotiky (penicilin, streptomycin), 0,01%
koncentraci amfomycinu a 0,005% koncentraci gentamycinu. Vsechny bunécné linie byly

kultivovany pti 37 °C v atmosféte s 5% COx.

3.4 MTT test bunécné viability

Zivotaschopnost bun&k byla stanovena podle citlivosti bunék k 3-(4,5-dimethylthiozol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT). Urceni koncentrace ICso studovanych
inhibitord bylo provedeno podle Malikova et al. (2008). Bunky byly nasazeny do 96-
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jamkovych destic¢ek v poctu 4 500 bunék/jamka pro linii DU145, 5 000 bunék/jamka pro linii
PC3 a 6 000 bun¢k/jamka pro linit RWPE-1. Ovlivnény by po dosazeni konfluence 40 — 50 %
po dobu 2 a 6 dni, s vyménou média po 2 dnech. M¢ifeni absorbance bylo provedeno na
pristroji Labsystem Multiscan RC ELISA reader. Procento zivotaschopnych bunék bylo
vypoc¢itano podle nasledujiciho vzorce: (primérna absorbance ovlivnénych bunék/primérna
absorbance kontrolnich bunék) x 100. Test viability bun¢k byl proveden v triplikatech a ve

tfech na sob¢ nezavislych experimentech.

3.5 Bisulfitové sekvenovani

Nadorové buiky DU145 a PC3 byly ovlivnény bud’ jednotlivymi inhibitory nebo jejich
kombinacemi 5 uM Aza-dC, 0,5 uM Aza-dC + 1 mM NaB a 0,5 uM Aza-dC + 5 mM NaB po
dobu 2 dni. Genomickd DNA byla izolovanid pomoci kitu Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega, Madison, USA) pro bisulfitovou modifikaci DNA byl pouzit
EpiTect® Bisulfite kit (Qiagen, Hilden, Germany). Bisulfitovd modifikace DNA se pouziva
pro detekci metylovanych CpG dinukleotidi a je zaloZena na chemické preméné
nemetylovaného cytosinu na uracil za ptitomnosti bisulfitu sodného, ktery pti vysoké teploté
a nizkém pH deaminuje cytosinova rezidua za vzniku uracilu. Metylovany cytosin konverzi
nepodléha a uchova si sekvenci DNA i béhem PCR. Na zéklad¢ téchto rozdilii jsou specificky
navrhovany primery na metylovaou a/nebo nemetylovanou DNA.

PCR amplifikace genu AR byla provedena spouzitim primerd nasedajicich na
promotorovy usek genu o délce 385 bp: F, 5" - TGG TTT AGG AAA TTA GGA GTT ATT
TAG G - 3" a R, 5- TCC CTT CGA CTC CTA TAC AAC ACT A — 3’ a primerQ
nasedajicich na usek 1. exonu o délce 236 bp: F, 5'- AGT TTG TAG AGA GGT AAT TTT
TTITTGGT-3"aR,5-CCTAAC TACCTT TTC ATC TTT TAA TCT — 3". Oba pary
primert byly navrzeny na PCR amplifikaci metylované DNA po bisulfitové modifikaci.
Teplotni podminky PCR amplifikaci byly nasledujici: poc¢ate¢ni denaturace pii 94 °C/4 min,
nasleduje 35 cykld denaturace pii 94 °C/1 min, nasedani primert pii 52 °C/50 s (pro primery
na promotor AR), 50 °C/50 s (pro primery na 1. exon), prodlouzeni primert pti 72 °C/1 min
a konecna extenze pii 72 °C/15 min po poslednim cyklu. DNA modifikovana bisulfitem
sodnym byla pouzita do 25ul PCR reakéni smési s polymerazou DyNAzyme™ EXT DNA
polymerase (Finnzymes, Espoo, Finland). Vysledné PCR produkty byly vizualizovany na
1,0 % TAE agar6zovém gelu obarveném ethidium bromidem. Amplifikované useky DNA
byly purifikovany QIAEX®II Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Némecko) nebo QIAquick®
PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden, Némecko) podle manualu vyrobce. GenomeLab™
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DTCS Quick Start Kit (Beckman Coulter, Brea, USA) a Beckman Coulter sekvenator byly
pouzity pro sekvena¢ni analyzu. Vysledné sekvence byly porovnévany s wt sekvenci AR

(NC_000023.10).

3.6  Expresni profil androgenového receptoru

Prostatické nadorové buitky DU145 a nenadorové RWPE-1 byly ovlivnény po dobu
2 a 6 dni bud’ jednotlivymi inhibitory nebo jejich kombinacemi: 5 uM Aza-dC, 5 mM NaB,
0,5 uM Aza-dC + 1 mM NaB, 0,5 uM Aza-dC + 5 mM NaB a 5 uM Aza-dC + 5 mM NaB.
RNA byla izolovana pomoci High Pure RNA Isolation Kit (Roche, Diagnostics, Basel,
Switzerland) a konvertovana na komplementarni DNA pouzitim Transcriptor First Strand
cDNA synthesis Kit (Roche, Diagnostics, Basel, Switzerland) podle manualu vyrobce.
Primery CAG byly navrzeny pro amplifikaci 476 bp polymorfni CAG oblasti genu AR ke
zjisténi exprese AR. PCR s primery CAG/F: 5'- CCT GTT GAA CTC TTC TGA G - 3’
aCAG/R: 5'- TCT GGG ACG CAA CCT CTC — 3’ byla zahajena denaturaci pii 94 °C na
4 min, nasledovana 40 cykly denaturace po 40 sec, nasedani primeru pii 58 °C a 40 sec,
elongaci pii 72 °C na 1 min a koncové extenzi 72 °C a 10 min po poslednim cyklu. Primery
byly navrzeny na amplifikaci wt lidské DNA bez bisulfitové modifikace. Pro vnitini kontrolu
PCR amplifikace byl pouzit gen TBP o velikosti 89 bp. Pozitivni kontrolou exprese genu AR
byla DNA izolovana ze zdravého muze. Vysledky byly potvrzeny druhou nezavislou PCR

amplifikaci.

Gen Forward (5°-3") Reverse (5°-3") Préba (5°-3") Produkt

AR ATCCCAGTCCCACTTGT | GGTCTTCTGGGGTGGA | AAGCGAAATGGGCCC 137b
GTC AAGT TGGA P

PSA CGGAGAGCTGTGTCACC | CACAATCCGAGACAGG | CGTGGATTGGTGCTGC 95 b
AT ATGA ACCC P
GAAGATGGTGGGGATT | GAAGGTGAAGGTCGGA | CAAGCTTCCCGTTCTC

GAPDH TC GT AGCC 226 bp
CAGGAGCTATTCAGGA GGCTTTGGAGAAACAA

AR (ChIP) | < 7 oTOC CTCCTGCC 93 bp

Tabulka €. 1. Sekvence primerti a prob pouzitych pro expresni analyzu genu AR a pro
ChIP-gPCR.
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3.7 Chromatinova imunoprecipitace a kvantitativni PCR (ChIP-gPCR)

Metoda chromatinové imunoprecipitace umoziuje studium interakci mezi proteiny
a DNA. Oproti dfive pouzivanym postuptim imunoprecipitace chromatinu jsou dnesni
protokoly Casové méné narocné, snizil se pocet krokd pii zpracovani vzorku, coz vedlo ke
snizeni rizika kontaminace nebo ztrat vzorku (Nelson et al., 2006). Postup byl pievzat od Jia

et al. (2003) a upraven.

3.7.1 Ovlivnéni bunék DU145 a RWPE-1

Bunky prostatické nadorové liniec DU145 byly nasazeny na 150mm misky v poctu
1 900 000/miska a nenadorové linie RWPE-1 na 100mm Petriho misky v poctu 100 000
bun¢k/miska. Bunky byly ovlivnény po dobu 2 a 6 dnt bud’ jednotlivymi inhibitory, nebo

jejich kombinacemi stejné jako pro analyzu exprese AR.

3.7.2 Fixace, promyvani a lyze bunék

Promyvani a 1yze bunék nasleduje po kultivaci v termostatu pii 37 °C v 5% atmosféte
COz, kdy by pokryti Petriho misky butikami mélo byt optimalné v rozmezi 85 — 95 %. Postup
promyvani a lyze bunék byl ptevzat od Kang et al. (2005) a upraven.

Do kazdé Petriho misky byl pfidan 1 ml Cerstvé piipraveného ledového roztoku
11x Formaldehyde Stock, probéhla inkubace pii 4 °C po dobu 30 min a cross-linking byl
zastaven pfidanim glycinu o finalni koncentraci 125 mM. Ziskand bunétnd suspenze byla
promyta PBS nebo D-PBS (pro bunky RWPE-1). Bunéény pelet ziskany centrifugaci byl
lyzovan ptidanim 400 ul Chro-IP lyzac¢niho pufru (50 mM Hepes-KOH, pH 8.0, 1 mM EDTA
pH 8.0, 0.5 mM EGTA, 140 mM NacCl, 10 % glycerol, 0.5 % NP-40, 0.25 % Triton X-100)
s obsahem inhibitortt proteaz (cOmplete Protease Inhibitor Coctail, Roche, Diagnostics,
Basel, Switzerland). Zkumavky s bunéénymi lyzaty byly pfeneseny na talifovy rotator a pfi
4 °C byly dale lyzovany po dobu 10 min. Po centrifugaci pti 600 g po dobu 5 min pii 4 °C byl
lyzat promyt a dalsi centrifugaci ziskané peletky resuspendovany v 1 x RIPA pufru (10 mM
Tris-HCI, pH 8,0, 1 mM EDTA pH 8,0, 0.5 mM EGTA, 140 mM NacCl, 1 % Triton, 0,1 %
Na-deoxycholate, 0,1 % SDS). Naslednou sonikaci chromatinovych lyzatd jsou ziskavany
fragmenty chromatinu o velikosti 300 az 1000 bp. V ptipad¢ nedostatecné naStipané DNA 1ze
sonikaci opakovat. Koncentrace proteinti v chromatinovych lyzatech byly stanoveny metodou
Bradfordové.
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3.7.3 Chromatinova imunoprecipitace

Sonikovany vzorek chromatinového lyzatu s proteiny o koncentraci 700 pg/ml,
obsahujici PEX pufr s inhibitory proteaz, byl pouzit pro precipitaci s protilatkami: anti-acetyl
histon H3 krali¢i polyklonalni protilatkou (kat. ¢. 06-599, Millipore), anti-acetyl histon H4
krali¢i polyklonalni protilatkou (kat. ¢. 06-866, Millipore) a normalni mysi IgG polyklonalni
protilatkou (kat. ¢. 12-371, Millipore). Vzorky s inputy (bez piidané protilatky) byly
zpracovany stejnym postupem dle protokolu pro ChIP jako vzorky inkubované s protilatkou
a slouzily jako vnitini kontrola pro stanoveni vlivu pozadi béhem imunoprecipitace.

Vzorky umisténé na talifovém rotatoru (5 ot./min) byly inkubovany pii 4 °C ptes noc.
K precipitovanym vzorkim bylo piidano 40 pl Salmon sperm DNA/Protein A Agarose
(Upstate Biotechnology, Temecula, CA) a po umisténi na rotator (7 ot./min) pii 4 °C byly
inkubovany po dobu 1 h. Po centrifugaci ve vychlazené centrifuze pti 2500 rpm, 4 °C po dobu
3 min byly vzorky umistény na led a po odebrani supernatantu byl k sedimentu ptidan 1 ml
RIPA pufru. Vzorky byly tiepany pii cca 100 ot./min. po dobu 5 min a 4 °C. Po centrifugaci
pii 2500 rpm, 4 °C po dobu 3 min. byl odebran supernatant a sediment byl resuspendovan
v 1 ml RIPA pufru se Salmon sperm DNA. Po nasledné centrifugaci byl ziskany sediment
promyvan 1 ml Low salt pufrem (0.1 % SDS, 1 % Triton X-100, 2 mM EDTA, 20 mM Tris-
HCI, pH 8.1, 150 mM NaCl), 1 ml High salt promyvacim pufrem (0,1 % SDS, 1 % Triton X-
100, 2 mM EDTA, 20 mM Tris-HCI, pH 8,1, 500 mM NaCl) a 1 ml RIPA pufrem obsahujici
100 pg/ml Salmon sperm DNA. Po posledni centrifugaci a odebrani supernatantu byly vzorky
se sedimentem ponechany pii pokojové teploté. Sediment byl resuspendovan ptidanim 100 pl
eluéniho pufru (50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1 % SDS)
a inkubovan pti 65 °C, po dobu 20 min, pficemz kazdé 2 min byl vzorek jemné zvortexovan.
Nasledné byly vzorky umistény na rotator po dobu 10 min, pifi 15 ot./min (Bio rotator RS-
Multi Boeco). Po centrifugaci pfi 13 400 rpm po dobu 2 min byl odebran supernatant do nové
ptipravenych eppendorfek a inkubovan po dobu 6 h pii 65 °C. Po inkubaci byl ptidan
K supernatantu obsahujici DNA 1 pl proteinazy K (200 mg/ml) a inkubovan pies noc
pii 55 °C v inkubdtoru se tfepackou. Pro pfipravu inputu byl pouzit sonikovany chromatinovy
lyzat, ktery byl po pfidani 1 pl proteindzy K (200 mg/ml) inkubovén pii 55 °C v inkubatoru se

trepackou po dobu minimalné 3 hodin.

3.7.4 l1zolace DNA a kvantitativni PCR
Pro izolaci DNA byl pouzit QIAquick® PCR purification kit (Qiagen, Hilden,

Némecko). Koncentrace DNA ze ziskaného precipitatu byla méfena na piistroji Nanodrop

43



a precipitovana DNA byla skladovana pti 4 °C. Precipitovana DNA byla amplifikovana
kvantitativni PCR (LightCycler 480, Roche) se sondou a primery specifickymi pro tisek genu
AR (Universal Probe Library cat. no. 04688481001, Tab. 1) s pouzitim softwaru ProbeFinder.

RT-PCR bylo provedeno v triplikatech a ve tfech na sobé nezavislych experimentech.

3.8 Analyza bunééného cyklu metodou pritokové cytometrie (FACS)

Bunky byly nasazeny do 6-jamkovych desti¢ek (2 200 bunék/jamka u linie RWPE-1
21500 bunek/jamka linie DU145) a ovlivnény vyse uvedenymi inhibitory a jejich
kombinacemi po dobu 2 a 6 dni. Ovlivnéné bunky vcetné plovoucich byly fixovany
mrazenym 70 % etanolem a po oSetfeni RNAsa A (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Némecko)
byly bunky obarveny propidium jodidem (PI) (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Némecko). Obsah
bunééné DNA byl analyzovan pomoci prutokového cytometru (BD FACSverse, BD, USA)
a ziskana data zpracovana BD FACSuite (BD). Pro analyzu bylo vzdy pouzito nejméné
10 000 bun¢k.

3.9 Statistické analyzy

Multifaktorialni analyza variance (ANOVA) s post hoc oboustranny Dunnettiiv test
apost hoc Bonferroniho test mnohocetného porovnavani byl pouzity pro komparaci
zivotaschopnosti bun¢k mezi ovlivnénimi a kontrolami a pro kvantitativni analyzy, pfi¢emz
hodnoceny byly ¢asy ovlivnéni a jednotlivé bunécné linie. Analyzy byly provedeny pomoci
SPSS, verze software 15 (SPSS, Inc. Chicago, USA) a statisticka vyznamnost byla nastavena
p<0,05 (oboustranna).

3.10 Vymezeni mého podilu prace

Aktivné jsem se podilela na experimentech zahrnujicich kultivaci a riznd ovlivnéni
buné¢nych linii, izolaci a pfipravu DNA, RNA a proteinovych lyzatl, reverzni transkripci,
PCR, chromatinovou imunoprecipitaci a vyhodnocovani dat.

Sekvenovani prob¢hlo na pracovisti LEM pod vedenim Doc. Mgr. Jitiho Drabka, Ph.D.
a bylo provedené¢ Mgr. Sylwii Jancik, PhD. Vzorky uréené k sekvenovani jsem pfipravovala
sama (ovlivnéni a sklizeni bunék, ptiprava DNA, PCR).

Metoda qPCR pro analyzu exprese genu AR a ChIP byla provedena s pomoci Mgr. Jany
Fialové Kucerové, Ph.D. na Ustavu biologie LF UP a veskeré kroky pied samotnou

kvantifikaci jsem provadela sama (ovlivnéni a sklizeni bunék, priprava RNA a DNA).
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V casti vénované analyze bunécného cyklu metodou pritokové cytometrie jsem se
aktivné podilela na teoretické piipravé experimentu, zahrnujici ovlivnéni, sklizeni a barveni
bunék. Prakticky tento experiment provedla Mgr. Petra Luzna, Ph.D. a méfeni na cytometru
provedl a vysledky vyhodnotil Mgr. Jan Gursky, Ph.D. na pracovisti Biomedregu.

Obdrzena data byla publikovana (viz Kapitola 9 — Seznam publikaci a konferenénich
ptispévka, Fialova et al., 2013 a 2016 - piiloha ¢. 1 a 2, Paskova et al., 2013 — ptiloha ¢. 3)

a prezentovana na domacich i zahrani¢nich konferencich a seminafrich.
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4 VYSLEDKY

4.1 Viabilita bunék linie DU 145 a RWPE-1 po ovlivnéni Aza-dC a NaB

Byl otestovan vliv epigenetickych inhibitori Aza-dC a NaB na zivotaschopnost
nadorové linie DU145 a normélni linie RWPE-1, vzdy po 2 a 6 dnech ovlivnéni (s vyménou
média po 2 dnech) v tomto schématu: ovlivnéni samotnym NaB (Obr. 3 A a D), ovlivnéni
samotnou Aza-dC (Obr. 3 B a E) a jejich kombinace (Obr. 3 C a F). V zavislosti na
koncentraci pouzitych c¢inidel byl pozorovan cytotoxicky ucinek na nadorové i normalni
buiikky po 6 dnech ovlivnéni, pricemz vétsi cytotoxicky efekt byl zaznamendn u nadorovych
bun€k linie DU145. 5 mM koncentrace NaB zpisobila snizeni viability asi o 50 % po
2dennim ovlivnéni buné¢k DU145 a po jejich 6dennim ovlivnéni byla tato koncentrace NaB
pro bunky toxicka (Obr. 3 A), zatimco u linie RWPE-1 zistalo po 6denni aplikaci NaB
zivotaschopnych 50 % bunék (Obr. 3 D). Po 2dennim ovlivnéni postupné se zvysujici
koncentrace Aza-dC nema vliv na viabilitu nadorovych bunék DU14 (Obr. 3 B) a vSechny
pouzité koncentrace NaB a kombinace Aza-dC + NaB nemély cytotoxicky vliv na bunéénou
viabilitu bunék RWPE-1 (Obr. 3D a 3 F).
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Obrazek 3. Viabilita bunék DU145 (A-C) a RWPE-1 (D-F) po 2 a 6 dnech ovlivnéni NaB, Aza-
dC a jejich kombinacemi. Sloupec pro kazdé ovlivnéni reprezentuje primeér ze tii namétenych hodnot.
Hvézdicky oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi ovlivnénim a kontrolou (DMSO), *p<0.05,
**p<0.0001. Upraveno, Fialova et al., 2016.
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4.2 Demetylaé¢ni icinek Aza-dC a NaB v oblastech promotoru a 5°-UTR genu AR

U prostatickych nadorovych bunék PC3 a DU145 (bez exprese AR), které byly
ovlivnény 0,5 uM a 5 uM koncentracemi Aza-dC a kombinacemi 0,5 uM Aza-dC a NaB
(1 mM a5 mM) po dobu 2 a 6 dnti, byly amplifikovany PCR produkty v 5'-UTR oblasti genu
AR u linie PC3 (Fialova et al., 2013, Fig. 3 B) a PCR produkty v promotorové oblasti genu
AR u linie DU145 (Fialova et al., 2013, Fig. 3 C). Vysledky této PCR metyla¢ni analyzy
naznacuji pritomnost metylaénich zmén v genu AR a na jejich zakladé byla nasledné
provedena bisulfitovd sekvenacni analyza. Vyse uvedené vysledky jsou soucasti Diplomové
prace (Fialova, 2009) a publikovany (Fialova et al., 2013).

Bisulfitova sekvenacni analyza promotorového useku genu AR u bungk linie DU145
ovlivnénych po dobu 2 dni 5 uM Aza-dC, 0,5 uM Aza-dC + 1 mM NaB a 0,5 uM Aza-dC +
5 mM NaB ukazala ¢aste¢nou demetylaci v misté tzv. hot spotu (v pozicich -126 az -122)
a k uplné demetylaci v pozicich -52 a +80 sledovaného promotorového tiseku AR (Obr. 4 A
a B). U bunék DU145 ovlivnénych kombinaci 0,5 uM Aza-dC + 5 mM NaB byla detekovana
uplna demetylace CpG mist v pozicich -126, -124 a ¢asteéna demetylace v misté -122 (Obr.
4 B). Sekvenacéni analyza bunék PC3 ovlivnénych Aza-dC a jeji kombinaci s NaB ukazala
demetylovanou, respektive nemetylovanou DNA na vSech CpG pozicich v 5-UTR oblasti
genu AR (Obr. 4 C).
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Obrazek 4. Metyla¢ni stav jednotlivych CpG mist v promotoru a 5-UTR oblasti genu AR
u ovlinénych bunék linii DU145 a PC3. (A) Metyla¢ni stav kazdého jednotlivého CpG dinukleotidu
byl hodnocen na zékladé sekvena¢niho profilu porovnanim vysky pikt cytosinu (C) vs tyminu (T),
proto byla metyla¢ni Groven hodnocena jako <50 %, 50:50 nebo >50 % metylované DNA.
Promotorovy Usek je oznacen jako ¢arkovana linie, hot spot jako tlusta ¢ara. Vazebné misto pro Spl je
oznaceno Sipkou. (B) Sekvence DNA ziskané z ovlivnénych bunék linie DU145 s ¢aste¢né nebo
kompletné demetylovanymi useky CpG v promotorové oblasti genu, zahrnujici pozice -132 CpG a hot
spot v pozici -126, -124 a -122 (podtrzené). (C) Sekvence DNA ziskané z buné€k linie PC3 ukazuje
nemetylovanou oblast 5'-UTR. Upraveno a doplnéno, Fialova et al., 2013.
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4.3 Expresni profil AR u bunék ovlivnénych Aza-dC a NaB
Na zéklad¢ vysledki MTT testi bunécné viability (Obr. 3) a vysledkt bisulfitového

sekvenovani (Obr. 4) byla provedena analyza exprese genu androgenového receptoru s témito
ovlivnénimi: 5uM Aza-dC, 5 uM NaB a kombinacemi 0,5 uM Aza-dC + 1 mM NaB, 0,5 uM
Aza-dC + 5 mM NaB a 5 uM Aza-dC + 5 mM NaB. U ovlivnénych bun¢k linie DU145 po
dobu 2 a 6 dna bylo zjisténo signifikantni zvySeni (p = 0,0001 pro oba Casové intervaly)
normalizované exprese AR (Obr. 5 A, B). U bunék ovlivnénych 5 uM Aza-dC po dobu 2 dnt
nebyla detekovéna exprese AR (Ct hodnota byla nedetekovatelnd) (Obr. 5 A), ale bunky
ovlivnéné po dobu 6 dnti vykazovaly nizkou normalizovanou expresi AR (Obr. 5 B).

U bungk nadorové linie DU145 zptsobila kombinace 0,5 uM Aza-dC + 5 mM NaB
statisticky vyznamné zvySeni normalizované hodnoty exprese genu AR po 2 a 6 dnech
ovlivnéni. Naproti tomu ovlivnéni bunck 5 pM Aza-dC nemélo u bun¢k DUI145 vliv na
obnoveni exprese AR. Nicméné&, po 6dennim plsobeni 5 uM Aza-dC byla detekovana nizka
hodnota normalizované exprese androgenového receptoru (Obr. 5 A, B). Signifikantni zvySeni
normalizované hodnoty exprese AR bylo detekovano také u buné¢k DU145 ovlivnénych 5 mM
NaB a kombinaci 5 uM Aza-dC + 5 mM NaB.

U bun¢k nenadorové linie RWPE-1 byla pozorovana zvySena exprese genu AR u vSech
pouzitych typl ovlivnéni, pficemz nejvyssi hodnota normalizované exprese byla zjisténa po
2dennim a 6dennim ovlivnéni bunék 5 mM NaB (Obr. 5 C, D). Nicmén¢, pouze 2denni
experiment ukazal statisticky vyznamné rozdily mezi normalizovanymi hodnotami exprese
AR u buné¢k ovlivnénych 5 mM NaB a kombinaci 0,5 uM Aza-dC + 5 mM NaB (p = 0,0038)
amezi 5 mM NaB a kombinaci 5 uM Aza-dC + 5 mM NaB (p = 0,0001).

Porovnanim normalizovanych hodnot exprese AR mezi 2 a 6 dny aplikace zvolenych
typu ovlivnéni byla pozorovan u obou bunéénych linii (DU145 a RWPE-1) sniZzena hodnota
normalizované exprese AR u bunék ovlivnénych po dobu 6 dnil, porovnanim s hodnotami
exprese AR u ovlivnéni po dobu 2 dnii. U prostatickych nadorovych bunék DUI145,
5mM NaB a kombinace 0,5 uM Aza-dC + 1 mM NaB méla minimalni vliv na zménu
normalizované hodnoty exprese AR. Kromé toho, u zadné z testovanych bunéCnych linii
nebyla detekovana exprese PSA (genu KLK3) po 2 a 6 dnech ovlivnéni (Ct hodnoty byly
nedetekovatelné). Test ANOVA ukazal statisticky vyznamné rozdily v expresi mezi

bunécnymi liniemi pro oba rezimy ovlivnéni (2 dny a 6 dnti; p<0,0001, Obr. 5).
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Obrazek 5. Exprese genu AR v prostatickych bunéénych liniich DU145 (A, B) a RWPE-1 (C, D).
Pro zjisténi relativni exprese AR byla pouZita metoda vypoétu 244 normalizovana ke GAPDH.
Statistickd vyznamnost byla nastavena na p<0.05 (oboustranny test). Zkratky pro ovlivnéni: 5 Aza-dC
(5 uM Aza-dC), 5 NaB (5 mM NaB), 0,5A+1N (0,5 uM Aza-dC + 1 mM NaB), 0,5A+5N (0,5 uM
Aza-dC + 5 mM NaB) 5A+5N (5 uM Aza-dC + 5 mM NaB). Upraveno, Fialova et al., 2016.

4.4  Ovlivnéni NaB zvySuje acetylaci histonu H4, ale ne histonu H3

Deacetylacni stav histonil souvisi s kondenzovanym stavem chromatinu a je obvykle
spojovan se snizenou transkripéni aktivitou genii. Metoda chromatinové imunoprecipitace
byla zvolena s cilem zjistit, zda-li NaB jako inhibitor histonovych deacetylaz, nebo jeho
kombinace s demetylaénim agens, Aza-dC, mohou ovliviiovat expresi androgenového
receptoru. Prostatické nadorové bunky DU145 a buniky nenadorové linie RWPE-1 byly po
dobu 2 a 6 dnt ovliviiovany 5 uM Aza-dC, 5 uM NaB a kombinacemi 0,5 uM Aza-dC +
1 mM NaB, 0,5 uM Aza-dC + 5 mM NaB a 5 pM Aza-dC + 5 mM NaB. Sonikované vzorky

chromatinového lyzatu byly precipitovany S protilatkou proti acetylovanému histonu H3
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alyzinu 4, 9, 14, 18 (H3K4, H3K9, H3K14, H3K18) a protilatkou proti acetylovanému
histonu H4 a lyzinu 5, 8, 12, 16 (H4K5, H4K8, H4K12, H4K16).

Navrzené¢ schéma ChIP experimentu ukazalo u normalnich a nadorovych bunék
prostaty zvySenou expresi androgenového receptoru, doprovazenou acetylovanymi useky
histonu H4 po ovlivnéni 5 mM NaB a jeho kombinacemi s 0,5 uM a 5 uM Aza-dC.

Porovnanim s daty z kontrolniho ovlivnéni (DMSO) vykazuji vzorky precipitatd
nadorovych bun¢k DU145 po 2dennim ovlivnéni kombinacemi 0,5 uM Aza-dC + 1 mM NaB
a 0,5 uM Aza-dC + 5 mM NaB zvySenou acetylaci histonu H3 v oblasti promotorového tseku
genu AR (Obr. 6 A), zatimco zvySeni acetylace histonu H4 bylo pozorovano u vsech
ovlivnéni, kromé ovlivnéni 5 uM Aza-dC (Obr. 6 A). V pokracujicim 6dennim experimentu
byla acetylace histonu H3 zvySena po ovlivnéni bunck samotnym 5 mM NaB a kombinaci
5uM Aza-dC + 5mM NaB piiporovnani s kontrolnimi bunikami (Obr. 6 B). Kromé
ovlivnéni 5 uM Aza-dC byl podobny trend zvysenych hodnot acetylace histonu H4 detekovan
I po 6 dnech u vSech pouzitych ovlivnéni (Obr. 6 B). Tyto vysledky dale naznacuji, Ze
sledovany efekt NaB se u prostatickych nddorovych bunék DU145 v zavislosti na Case snizuje
(Obr.6 AaB).

Po 2dennim ovlivnéni bunék linie RWPE-1 byla zjisténa vyznamné snizena acetylace
histonu H3 v oblasti promotoru genu AR u vSech typti ovlivnéni Vv porovnani s kontrolou
(DMSO), krom¢ 5 mM NaB (Obr. 6 C). Signifikantni zvySeni acetylace histonu H4 bylo
pozorovano u bun€k ovlivnénych 5 mM NaB, 0,5 uM Aza-dC +5 mM NaB a 5 uM Aza-dC +
5 mM NaB (Obr. 6 C). Snizena acetylace histonu H4 byla zjisténa po ovlivnéni 0,5 uM Aza-
dC + 1 mM NaB a bez vyznamné zmény byla pozorovana acetylace po ovlivnéni 5 uM Aza-
dC (Obr. 6 C). Po 6 dnech ovlivnéni byla ulinie RWPE-1 zjisténa vyznamné nizsi
normalizovana hodnota promotorového tseku AR v komplexu s acetylovanym tsekem
histonu H3 u vSech typd ovlivnéni, kromé kombinace 0,5 uM Aza-dC + 5 mM NaB (Obr.
6 D). Tato kombinace naopak zpusobila zvySeni normalizované hodnoty promotorového
useku AR V precipitatu s acetylovanymi useky histonu H3. Podobny trend zvySenych hodnot
acetylace histonu H4 (pozorovany po 2denni aplikaci) byl detekovan také po 6 dnech
ovlivnéni s 5 mM NaB, 0,5 uM Aza-dC + 5 mM NaB a 5 uM Aza-dC + 5 mM NaB. Snizena
acetylace histonu H4 byla zjisténa po ovlivnéni 5uM Aza-dC a 0,5uM Aza-dC + 1 mM NaB
(Obr. 6 D).
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Obrazek 6. ChIP - gPCR. Neovlivnéné kontrolni buitky (DMSO) a buriky ovlivnéné uM Aza-dC (5
Aza-dC), 5 mM NaB (5 NaB) a jejich kombinacemi 0,5 uM Aza-dC + 1 mM NaB (0,5A+1N), 0,5 uM
Aza-dC + 5 mM NaB (0,5A+5N) a 5 uM Aza-dC + 5 mM NaB (5A+5N) po dobu 2 dni (A aB)
a6 dnu (C a D) byly precipitovany s protilatkami acetyl histon H3 (acH3), acetyl histon H4 (acH4)
a lgG. Pro kazdé ovlivnéni byly zpracovany inputy, se kterymi byla provedena gPCR a vysledné
hodnoty pouzity pro vypocet (nasobek oproti inputu, fold change, FC). qPCR byla provedena s wt
primery specifickymi pro oblast promotoru AR (0 velikosti 93 bp DNA). Hvézdicky oznacuji
statisticky signifikantni rozdily mezi ovlivnénimi v porovnani s kontrolou (DMSO). *p<0.05,
**p<0.0001. Upraveno, Fialova et al., 2016.

4.5 Analyza bunééného cyklu a pro-apoptoticky ti¢inek NaB
Analyza bunétného cyklu byla provedena s cilem porovnat faze bunécného cyklu
v normalnich a nadorovych bunkach prostaty po jejich ovlivnéni Aza-dC, NaB a jejich
kombinacemi v experimentalnim schématu zvolenym pro RT-PCR a ChIP. Pro stanoveni
vlivu Aza-dC a NaB na bunécny cyklus ovlivnénych bunék byly exponencialné rostouci
bunky RWPE-1 a DU145 obarveny propidium jodidem aobsah DNA byl hodnocen
prutokovou cytometrii (Obr. 7).
Porovnanim distribuce fazi bunééného cyklu u nenidorovych bunék RWPE-1
a nadorovych bunék DU145 po 2dennim ovlivnéni 5 uM Aza-dC byla akumulace bun¢k
v G2/M fazi u linie RWPE-1 (18,0 %) srovnatelna s kontrolnimi buiikami s DMSO (13,1 %),
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zatimco U linie DU145 byla v G2/M fazi zvysena (20,8 %) oproti kontrolnim bunkam
s DMSO (6,1 %, Obr. 7 A a B). Nasledné 6denni ovlivnéni 5uM Aza-dC ukéazalo
vyznamné&j$i rozdily v ucinnosti zastaveni bunéfného cyklu v G2/M fazi a v ubytku
zivotaschopnych bunék v sub-G1l fazi mezi porovnavanymi buné¢nymi liniemi. Zatimco
ubunék RWPE-1 byla pozorovana vyznamna a specificka akumulace v G2/M (35,7 %)
a mirny ubytek zivotaschopnych bunék v sub-G1 (23,3 %), u ovlivnénych bun¢k DU145 byla
populace v G2/M tvoiena 7,1 % bun¢k a byl sledovan vyznamny ubytek Zivotaschopnych
bunék v sub-G1 populaci (79,0 %, Obr. 7 A a B).

Ovlivnéni 5 mM NaB zputsobilo vyraznéjsi rozdily v procentech mrtvych bunék mezi
RWPE-1 a DUI145. Buiky linie RWPE-1 tvofily po 2dennim ovlivnéni 28,5 % bun¢k
v populaci G2/M a 9,8 % mrtvych bunék v sub-G1 fazi, u DU145 bylo posunuto do G2/M
faze 3,8 % bunék a do sub-G1 faze 79,3 % bungk, indikujici pro-apoptoticky ucinek NaB
(Obr. 7 C). Po 6dennim ovlivnéni 5 mM NaB bylo zastoupeno 21,0 % bunék RWPE-1
v G2/M fazi a 45,1 % v sub-G1 fazi bunécného cyklu, zatimco bun¢k DU145 bylo v G2/M
fazi 1,5 % a v sub-G1 fazi 91,5 % mrtvych bunék (Obr. 7 C).

Porovnanim distribuce fazi bunééného cyklu u bunék RWPE-1 a DU145 po 2dennim
ovlivnéni kombinaci 0,5 uM Aza-dC + 1 mM NaB se ukazala srovnatelna akumulace bun¢k
v G2/M fazi (18,6 % u RWPE-1 a 21,1 % u DU145) a zvySena akumulace v sub-G1 fazi
u linie DU145 (22,3 %) oproti bunikam RWPE-1 (3,8 %, Obr. 7 D). Nasledné 6denni
ovlivnéni 0,5 pM Aza-dC + 1 mM NaB ukéazalo vyrazné rozdily v distribuci bunék mezi
porovnavanymi liniemi RWPE-1 a DU145. Zatimco u RWPE-1 bylo pozorovano 34,4 %
mrtvych bunék v sub-G1 fazi a 18,9 % v G2/M fazi, u bun¢k DU145 tvotilo populaci mrtvych
bunék 81,1 % v sub-G1 fazi a 5,4 % bunék bylo posunuto do G2/M faze (Obr. 7 D).

Podobny trend, kdy je detekovan vysoky podil pro-apoptotickych bunék DU145 v sub-
G1 fazi, byl zjistén u kombinaci 0,5 uM Aza-dC + 5 mM (81,8 % po 2 dnech, 95,1 % po
6 dnech, Obr. 7 E) a5 uM AzadC + 5 mM (81,1 % po 2 dnech, 95,8 % po 6 dnech, Obr. 7 F).
Naproti tomu u bunék nenadorové linie RWPE-1 nebyl podobny efekt pouzitych kombinaci

detekovan.
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Obrazek 7. Utinky Aza-dC, NaB a jejich kombinace na distribuci buné&ného cyklu
v prostatickych nadorovych buikach linie DU145 a normalni RWPE-1. Histogram zobrazuje
vysledky analyzy prittokové cytometrie obsahu DNA v riiznych fazich bunééného cyklu. Cisla
uvadi procento bun¢k ve fazi GO/G1 a G2/M a kazda hodnota je praimérem tii nezavislych
meéfeni. Upraveno, Fialova et al., 2016.
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5 DISKUZE

Prostatické nadorové bunécné linie nezavislé na AR jsou spojené s hypermetylaci
a ztratou exprese genu AR (Jarrard et al., 1998; Kinoshita et al., 2000; McCabe et al., 2006).
Epigeneticky indukovana obnovena exprese AR by mohla v uréité mife snizit agresivitu
nadorovych bun€k a prodlouzit pieziti pacienti S MCRPC (McCabe et al., 2006, Zorn et al.,
2007, Gravina et al., 2010, Zhao et al. 2020).

5.1 Metylace, demetylace a exprese genu AR

V této praci jsme se zabyvali moznostmi epigenetického ovlivnéni exprese genu AR
u bunék prostatickych nadorovych linii DU145 a PC-3, kter¢ jsou bez exprese androgenového
receptoru a mohou tak slouzit jako model kastraéné rezistentniho stadia karcinomu prostaty
(CRPC). Pro ovlivnéni bun¢k byly pouzity dva typy ¢inidel - inhibitor DNA metyltransferaz
(Aza-dC) jako demetyla¢ni ¢inidlo a inhibitor histonovych deacetylaz (NaB) jako acetylaéni
¢inidlo, u kterych jsme analyzovali epigeneticky potencial jejich aplikace.

Normalni prostatické epitelové bunky nevykazuji metyla¢ni zmény v promotoru genu
AR, naproti tomu u bunék prostatickych nadorovych linii necitlivych na androgeny byly
popsany hypermetylace v oblasti pocatku transkripce (TSS) promotoru genu AR (Jarrard et
al., 1998; Kinoshita et al., 2000; McCabe et al., 2006). Hypermetylace genu AR byla
detekovana u 20 % pacientli s primarnim karcinomem prostaty a u 28 % pacientii ve stadiu
CRPC (Nakayama et al., 2000). Korelace mezi metylaénimi zménami v blizkosti TSS
a expresi androgenového receptoru je popisovana v recentnich studiich (Zhao et al., 2020,
Ylitalo et al., 2021). V nasi studii zptsobilo ovlivnéni prostatickych nadorovych bunék bez
exprese AR demetyla¢nim c¢inidlem Aza-dC ajeho kombinaci s NaB demetylaci CpG mist
v promotoru genu AR Vv pozicich od -126 do -122, které jsou dulezité pro zahajeni transkripce
a jsou oznacované jako tzv. hot spot (Mizokami et Cheng, 1994). Na rozdil od Aza-dC byl
vys$si demetylaéni ucinek detekovan po aplikaci kombinace Aza-dC a NaB (0,5 uM Aza-dC +
5 mM NaB) indikujici synergicky epigeneticky efekt zvolenych ¢inidel. Tato zjiSténi jsou
v souladu se studii Nakayama et al., (2000), kdy aplikace 2 uM Aza-dC méla nizsi
demetylacni Gi¢inek nez aplikace Trichostatinu A (HDACI) nebo jejich kombinaci. Synergicky
efekt HDACi a DNMTi doklada také Walton et al. (2008), kteti kombinaci Aza-dC a
Trichostatinu A dosahli u testovanych nadorovych prostatickych linii re-exprese genu ESR2.
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Sekvenacni metylacni analyza nebyla provedena u neovlivnénych bunck linie DU14S5,
proto mizeme pouze predpokladat ucinny demetylacéni efekt pouzité kombinace Aza-dC
a NaB.

V nasi studii nebyla metylace zjisténa u dvou nukleotida CpG Vv pozicich -52 a +80,
u kterych byla v praci Nakayama et al. (2000) popsana metylace z 60 % (CpG v pozici -52)
a 80 % (CpG v pozici +80). V promotoru genu AR v pozici -43 se nachazi vazebné misto pro
transkrip¢ni faktor Spl (Mancini et al., 1999). Ptesto, Zze u ovlivnénych bunék DU145 byla
CpG pozice -52 nemetylovana (S pfedpokladem demetyla¢niho G¢inku pouzitych ¢inidel),
metylacni status v pozici -43 zlstal nezménén. Jak uvadi Archer et al. (2011), Spl
transkripéni faktor patii do skupiny jadernych faktord, které jsou necitlivé na metyla¢ni
zmény a ziejmé tak nema vliv na transkripci genu AR. Jako regulacni mechanismy exprese
androgenového receptoru byly popsany také somatické mutace DNA (Zhao et al., 2020),
modulace na urovni jednotlivych histond, mistné¢ specifické usporadani koreguldtori
a korepresoru a kondenzace chromatinu (Conteduca et al., 2021, Kukkonen et al., 2021).

U vSech sekvenci DNA buné¢k DU145 zistaly piiblizné dvé tretiny CpG dinukleotidl
bez demetyla¢nich zmén. Pti¢inou mize byt i Géinnost bisulfitové modifikace izolované
DNA. Porovnanim t¢innosti vSech v té dobé dostupnych kit se zabyvala studie Holmes et al.
(2014). Ucinnost kitu Epitect® Bisulfite Kit (Qiagen, Hilden, Germany) pouzitého V této
praci byla sice velmi vysoka, ale nizsi (98,7 %) nez u ostatnich kit ( > 99 %), coz je stale
hodnoceno jako dostateéné vysoka konverze pro vSechny biologické a klinické aplikace
(Holmes et al., 2014). Holmes et al. ve své praci také testovali G¢innosti nespravné konverze,
tj. konverze metylovanych cytosind na tyminy, ktera byla v ptipad¢ kitu pouzivaného v této
studii 1,4 % detekovanych inkorporovanych tymina (ostatni Kity byly v rozmezi od 0,9 % do
2,5 %). Vzorky DNA po modifikaci bisulfitem sodnym vykazuji fragmentaci zpisobenou
depurinaci a depyrimidinaci, jez vedou k abazickym mistim a naslednym zlomim ve vlakné
DNA (Raizis et al., 1995; Tanaka et Okamoto, 2007). Podle vysledki test vSak nedochazi
k vyznamné inhibici reakce PCR u Zadného z testovanych kitd (Holmes et al., 2014).
Vzhledem k procentu chyb a poctu nami detekovanych demetylovanych oblasti se jevi malo
pravdépodobné, ze by nizkou turoven demetylace zpusobila chybnd metodika. Specificky
demetylovana mista v promotoru genu AR detekovand shodné u vSech tfi analyzovanych
sekvenci navic nasvédcuji tomu, Ze nejde o ndhodnou demetylaci.

Demetylaéni Gc¢inek pouzitych ¢inidel Aza-dC a jeho kombinaci s NaB nevedl ke
kompletni demetylaci analyzovanych tUsekli promotoru androgenového receptoru

u nadorovych prostatickych buné¢k linie DU145. Jak uvadi Mishra et al. (2010), vétsina CpG
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dinukleotidi muze zustat metylovana, tfebaze ucinnost demetylace zptsobena Aza-dC je
velmi vysoka. V nékterych piipadech byla dokonce pozorovana re-metylace DNA po
vysazeni latek s demetylaénim ucinkem (Mishra et al. 2010). Kromé toho, nékteré useky
DNA mohou mit snizenou schopnost bisulfitové konverze, pficemz distribuce
nemodifikovanych oblasti nemusi byt nahodna (Warnecke et al., 2002). Naptiklad cytosiny
lezici v blizkosti dinukleotidi CpG jsou obvykle nedostatecné modifikovany bisulfitovou
konverzi. Pfi¢inou byva tvorba teplotné stabilngjSich sekundarnich struktur kolem
dinukleotidi CpG s vytvofenim lokalizované oblasti branici pfistupu bisulfitu sodného
(Harrison et al., 1998; Warnecke et al., 2002). Sekundarni strukturu popisuji ve své praci
Mizokami et Chang (1994). Sekvence DNA od pozice +20 do pozice +148 zahrnuje
v sekundarni struktufe 5-"UTR oblasti genu AR vlasenku v oblasti od +109 do +129
(Mizokami et Chang, 1994). V souladu s touto studii jsme Vv tomto Gseku DNA detekovali
metylované nukleotidy CpG v pozici +20 az +99 (kromé pozice +80). Je tedy mozné, Ze
ptitomnost vlasenky miize byt pii¢inou zhorSené bisulfitové konverze v disledku jeji inhibice.

Buiiky prostatické nadorové linie PC3 vykazuji nizkou, ale detekovatelnou hladinu
exprese androgenového receptoru (Jarrard et al., 1998, Nakayama et al., 2000), pii¢emz
piedpokladana zvySena troven metylace ve sledovanych tsecich promotoru ani 1. exonu genu
AR nebyla potvrzena (Jarrard et al., 1998). V nasi studii jsme u bun¢k linie PC3 zjistili
kompletné¢ nemetylovany tsek sekvence v 5-"UTR oblasti. Naproti tomu Vv jinych studiich
byla detekovana sice nizka, ale lokalné specifickd metylace v promotoru a 5-UTR oblasti
genu AR (Nakayama et al., 2000, Kinoshita et al., 2000). Bunky linie PC3 nevykazovaly
zmény V expresi genu AR po jejich ovlivnéni Aza-dC nebo v kombinaci s Trichostatinem A
(Nakayama et al., 2000). Podle jinych praci bunky linie PC3 neexprimuji funkéni AR (Wu et
al., 1994; Tilley et al., 1995), navzdory nejednoznaéné detekovanym metylacim v genu AR
(Jarrard et al., 1998; Nakayama et al., 2000, Kinoshita et al., 2000). Vyznamngj$i roli
v regulaci exprese mohou hrat zmény v signalni draze AR zahrnujici jeho amplifikace,
mutaéni zmény, posttranslacni modifikace ovliviyjici funkei regulaéni proteint —
koaktivatori a korepresord, nebo zesilena regulace drah vedouci k aktivaci AR
V nepiitomnosti androgend (Scher et Sawyers, 2005; Gao et Alumkal, 2010). K tomuto
vysvétleni by mohla prispét i teorie ne-CpG metylace, ktera je povazovana za dalsi kriticky
faktor v kontrole genové exprese (Ramasamy et al., 2021). Ne-CpG metylace je spojovana se
zménami Vv genech zapojenych jak do nadorové suprese, tak onkogeneze (shrnuto
v Ramasamy et al., 2021). Ne-CpG metylace a jeji spojitost s nddorovou progresi byly

popsany v souvislosti s hypermetylaci ne-CpG mist v promotoru genu AR
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prostatickych nadorovych bunéénych linii (Kinoshita et al., 2000). Vyskyt ne-CpG metylace
ve studovanych CGI u bun¢k karcinomu prostaty popsal napt. i Truong et al. (2013), ktefi
detekovali hypermetylace v ne-CpG oblastech u dvou lokusi, EVX1 a FILIPI1L.
Hypermetylace v ne-CpG mistech tak muze pfispivat k selektivnim mutacim genu

androgenového receptoru (Ramasamy et al., 2021).

5.1.1 Exprese a re-exprese AR u prostatickych nadorovych bunék

Metylace ostrivki CpG Vv promotorové oblasti gend ovliviiuje transkripci a je
zakladnim mechanismem regulace genové exprese. V nasi studii jsme zjistili, ze bunky
prostatické nadorové linie DU145 vykazuji metylacni zmény v analyzovaném useku
promotoru genu AR, které mohou byt pfi¢inou nizké nebo obtizn¢ detekovatelné trovné
exprese androgenového receptoru. Protoze jsme u kontrolnich neovlivnénych bun¢k DU145
kultiovanych po dobu 2 a6 dni nebyli schopni stanovit expresni profil AR, pro vypocet
normalizovanych hodnot exprese genu AR byla Ct hodnota stanovena arbitrarné jako Ct 50
pro oba Casové intervaly. Redlné hodnoty nami zjiSténé re-exprese genu AR tak mohou byt
jesté vyssi nez ty, které jsme vypocitali pro bunky kontrolni. Jarrard et al. (1998) uvadéji, ze
ovlivnéni Aza-dC indukovalo obnoveni exprese genu AR u nckterych metastatickych
prostatickych nadorovych linii, pfi€emz doSlo i k expresi androgen responsivnich gentl,
nicméné exprese genu AR u bungk linie DU145 nebyla detekovana ani po dvoumési¢nim
demetyla¢nim ovlivnéni (Jarrard et al.1998). Pri¢inou mohly byt nizké koncentrace Aza-dC -
0,15 uM a 0,3 uM, které mohly vést k demetylacnim zménam, ale nikoliv k obnoveni exprese
AR (Jarrard et al.1998).

Ve studii Nakayama et al. (2000) byly bunky linie DU145 ovlivnény Aza-dC nebo
v kombinaci s Trichostatinem A, pficemz kombinace demetyla¢niho ¢inidla a inhibitoru
HDAC byly uc¢inngjsi pro re-expresi AR nez aplikace jednotlivych ¢inidel samostatné.
Podobny efekt re-exprese AR jsme zjistili v nasi studii po aplikaci kombinace 0,5 uM Aza-dC
+ 5 mM NaB, porovnanim s normalnimi prostatickymi bufikami linie RWPE-1. Normalni
prostatické buiiky ovlivnéné touto kombinaci vykazovaly zvySenou expresi AR, ale uroven
normalizované exprese AR byla fadové mnohonédsobné niZsi oproti hodnotam u ovlivnénych
nadorovych bun¢k DU145 (Obr. 5).

Porovnanim expresniho profilu AR u bunék ovlivnénych Aza-dC nebo NaB se 5 mM
NaB, jako inhibitor HDAC, jevi G¢innéjsi v procesu re-exprese AR. Je tak pravdépodobné, ze
nami detekované metyla¢ni zmény v oblasti promotoru genu AR u prostatickych nadorovych

bunék bez exprese AR maji pouze CasteCnou a spiSe minoritni roli. Nicmén¢, na rozdil od
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aplikace 5 mM NaB, kombinace 0,5 uM Aza-dC + 5 mM NaB vykazuje vyznamnéjsi
epigeneticky efekt zvolenych ¢inidel pro re-expresi AR.

Hypotéza, ze epigeneticky indukovana exprese AR u CRPC s metylovanym genem AR
muze zvratit nékteré signalni drahy doprovazejici nddorovou proliferaci a snizit agresivitu
nadorovych bunék, byla podpoiena nekolika studiemi (McCabe et al., 2006, Zorn et al., 2007,
Gravina et al., 2010). Zorn et al. (2007) pozorovali zpozdéni nastupu na androgenech
nezavislého stadia u kastrovanych TRAMP mys$ich modelt po podani Aza-dC. Kombinovany
1éCebny pfistup (kastrace a aplikace Aza-dC) vedl ke statisticky vyznamné delSi dobé
ptezivani pacientl, nez zvoleni jen jednoho z téchto pristupt. V preklinické studii Gravina et
al. (2010) byl pouzit Aza-dC pro obnoveni exprese genu AR umlcené¢ho metylaci DNA
u bunék linie PC3. Dusledkem byla zvys$ena citlivost na bicalutamid doprovazena apoptdzou
nadorovych bunék. Ve studii Tian et al., (2012) bylo v experimentech in vitro ain vivo
zjisténo, Zze re-exprese AR spojovand s metylacnim zvratem vedla k potlaceni
sebeobnovovacich schopnosti prostatickych nddorovych kmenovych bun¢k a k navozeni
jejich diferenciace. Z vysledku prace Tian et al. (2012) vyplyva, ze vyuziti Aza-dC v terapii
PC ma své opodstatnéni z nékolika divodl; a) obnoveni exprese AR U¢inné potlacuje
sebeobnovovaci schopnosti nadorovych kmenovych bunék PC (bez vlivu na proliferaci
zprostfedkovanou AR v prostatickych nadorovych ne-kmenovych bunkach) a umoziuje
bunécné specifickou cilenou terapii; b) méné vedlejSich ucinkti v porovnani s cytotoxicitou
jinych postupt cilicich na kmenové buiky (napf. pomoci imunoterapie) (Deonarain et al.,
2009); c) kombinace aplikace Aza-dC s klasickou ADT (Dubrovska et al., 2010) muze
soucasné potlatovat kmenové a ne-kmenové buiky a ovlivilovat nastup stadii pted a po
kastra¢ni rezistenci (Tian et al., 2012).

Je vSeobecné znamo, Ze nukleosidové analogy 5-Aza-2’deoxycytidin (Aza-dC) a 5-
azacytidin (Aza) jsou inkorporovany do DNA béhem replikace a inhibuji DNA
metyltransferazovou aktivitu enzymu tvorbou adukti. Metylace cytosind v promotorech gent
a Vv jejich blizkosti mize mit za nasledek snizeni nebo umléeni genové exprese. Metylace
DNA méni strukturu chromatinu, definuje useky pro regulaci transkripce (Cameron et al.,
1999) a spolu s hypoacetylaci histonti jsou proto povazovany za vzajemné interagujici
mechanismy, které ovliviiuji genovou expresi (Cameron et al., 1999; Dobosy et Selker, 2001,
Ahmed, 2010).

59



5.2 Acetylace histoni H3 a H4 a exprese androgenového receptoru

Pfitomnost acetylovanych histonii v blizkosti promotori je znamkou transkripéné
aktivnich gent. Aplikované schéma ChIP experimentl v této studii ukazalo, ze u normalnich
a nadorovych bun¢k prostaty je exprese androgenového receptoru doprovazena piitomnosti
acetylovanych tsekt histonu H4 po ovlivnéni 5 mM naB a také jeho kombinacemi s 0,5 uM
Aza-dC nebo 5 uM Aza-dC. Detekovana exprese androgenového receptoru u nadorovych
bun¢k prostaty byla tak zfejmé ovlivnéna zvySenou acetylaci lyzinovych zbytki histonu H4.

Podle Urbanucci et al. (2012) se naopak histon H3 v prostatickych bunkach
s nadmérnou expresi androgenového receptoru jevi jako vice acetylovany. Acetylace histonu
H3 a histonu H4 byly signifikantné snizené u vzorki mCRPC v porovnéni se vzorky tkéni
s BPH a zdravé tkan¢ prostaty, dosahujici témét 90% specificity a 80% senzitivity pro
acetylované useky histonu H3 (Ellinger et al., 2010). Zvysena tGroven acetylace H3K 18 byla
zjiSténa u primdrnich PC a metastdz v porovnani s BPH a pfitomnost acetylovaného H3K18
byla prokdzéna u pacientd s vy$Sim rizikem lokaln€ pokrocilého karcinomu prostaty
(Damodaran et al., 2017). Zvysenou acetylaci H3K18 béhem prostatické nadorové progrese
uvadi také Hatasa et al. (2019). Ve studii Jia et al. (2006) bylo popsano, Ze zvysena acetylace
histonti H3K9 a H3K14 je spojena s vyvojem smérem k androgenové nezavislosti in vivo (Jia
et al., 2006). I kdyz je znamo, Ze promotory genu se signifikantné acetylovanym H3K9
mohou mit vysokou hladinu exprese, acetylace H3K9 neni nezbytna pro transkripéni aktivitu
(Nishida et al., 2006). A podle nasich nepublikovanych vysledkii western blot analyzy vedlo
ovlivnéni 0,5 Aza-dC + 5 mM NaB u bunék linie DU145 (po 2denni aplikaci) k deacetylaci
na histonech H3K4 a H3K9, zatimco v ChIP analyze tato kombinace zvysila celkovou
acetylaci H3 v promotoru genu AR.

Ovlivnéni 5 mM NaB a jeho kombinace s Aza-dC mély stejny efekt na ob¢ bunécné
linie a vedly ke zvysené acetylaci histonu H4. Naproti tomu, 5 uM Aza-dC nemélo zadny vliv
na zmény v acetylaci histonu H4, ale 6denni ovlivnéni normalnich prostatickych buné&k
zpusobilo deacetylaci histonu H4, coz naznacuje spiSe na antagonisticky ucinek Aza-dC na
remodelaci chromatinu. Nizkd mikromolarni koncentrace Aza-dC (0,5 uM) v kombinaci
s NaB mize mit aditivni nebo synergicky ucinek na acetylaci histoni H4, zatimco vyssi
koncentrace 5 uM Aza-dC v kombinaci s NaB ma antagonisticky efekt.

V nékolika studiich bylo popsano, Ze re-exprese genu AR pouzitim epigenetické terapie
vede ke snizené proliferaci bunék a delSimu piezivani pacientd s PC (McCabe et al., 2006,
Zorn et al., 2007, Gravina et al., 2010). V né¢kterych piipadech se ukazalo, ze funkéni signalni
draha AR nezhorSuje vyvoj nemoci. Mlze pusobit jako fyziologicky reguldtor na expresi na
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androgenech zavislych genl a zvySovat citlivost nddorovych bun€k pro dalsi faze terapie.
V nasi studii jsme u nadorovych prostatickych bun¢k bez exprese AR doséahli jeho obnovené
exprese doprovazené signifikantni re-acetylaci histonu H4 v iseku promotoru AR. U téchto
bunék ovlivnénych kombinacemi 5 mM NaB a Aza-dC je pravdépodobné, ze obnovena

exprese AR neni spojena s regulacni funkci AR, jelikoz hladina PSA nebyla detekovana.

5.3 Zivotaschopnost a bunéény cyklus normalnich a nadorovych bunék prostaty po

ovlivnéni Aza-dC a NaB

Butyrat sodny inhibuje viabilitu a proliferaci prostatickych nadorovych bun¢k DU145
a nékterych dalSich prostatickych nadorovych linii v zavislosti na ¢ase a davce (Kim et al.,
2007, Pajak et al., 2007, Qiu et al., 2011, Mu et al., 2013). V nasi studii zpisobilo ovlivnéni
5mM NaB u bun¢k nadorové linie DU145 a jeho kombinaci s Aza-dC nastup apoptozy na
rozdil od ovlivnénych bunék normalni prostatické linie RWPE-1. Navozeni proapoptotické
aktivity je mozné také dosahnout vysokymi koncentracemi Aza-dC (az ~5 uM) (Patra et al.,
2011, Cheng et al., 2021). U nami ovlivnénych bun¢k DU145 vedla aplikace Aza-dC
k navozeni bunécné smrti s 79% zastoupenim bunék v sub-G1 fazi bunééného cyklu, pticemz
kombinované ovlivnéni s NaB nemélo vliv na zmény v zastoupeni bunék v jednotlivych
fazich bunééného cyklu (Obr. 7). Ovlivnéni bunék bud’ samotnym Aza-dC nebo NaB sice
zpisobilo vyznamny nardst bun¢k v sub-Gl fazi, nicméné jejich kombinace nemusi mit
kumulativni dopad na iniciaci apoptézy u nadorovych bunck prostaty. Vysoké zastoupeni
bun¢k v sub-G1 fazi mize byt také dusledkem fragmentace DNA mrtvych bungk, stejné tak
muze byt disledkem potencialni proapoptotické aktivity NaB (Qiu et al., 2011; Mu et al.,
2013) i Aza-dC (Cheng et al., 2021).

Znacny rozdil v distribuci bun€k v jednotlivych fazich bunééného cyklu mezi
normdlnimi a nadorovymi prostatickymi buiikami by mohl byt zpisoben genetickymi
rozdilnostmi obou linii. Normalni prostatické buiky linie RWPE-1 exprimuji gen TP53,
zatimco nddorové builky linie DU145 obsahuji mutovany gen TP53. Ovlivnéni normalnich
prostatickych bun€k nami zvolenymi ¢inidly mize vést k p53-dependentni aktivaci a zastaveé
bunécného cyklu ve fazi G2/M a lepSimu piezivani bunék RWPE-1 oproti DU145 (Obr. 7).
V podobné studii Cheng et al. (2021) sledovali vliv Aza-dC na prostatické bunky linii
RWPE-1 a DU145 po 4dennim ovlivnéni 2 uM Aza-dC a zjistili, Ze do antiproliferativnich
a cytotoxickych ucinktt Aza-dC jsou ziejmé zapojeny mechanismy zahrnujici indukci

zastaveni bunécného cyklu, indukci apoptézy a poSkozeni DNA. U bunék DU145
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ovlivnénych 2 uM Aza-dC dochazi k rychlejsimu nastupu apoptézy, nez u bunck linie
RWPE-1 (Cheng et al., 2021). Predpokladané antiproliferativni uc¢inky Aza-dC mohou byt
u nadorovych bunék DU145 piicinou zastaveni bunéného cyklu v jeho S fazi. Je ziejmé, ze
zivotaschopnost prostatickych nadorovych bunék nesouvisi s urovni jejich demetylace nebo
obnovenou expresi genu AR. Podle Cheng et al. (2021) indukuje demetyla¢ni G¢inek Aza-dC
zvySenou expresi p21 u bunék s wt p53, ale ne u buné€k linie DU145, kterd ma mutantni p53
(Chappell et al., 2018). Protoze buiiky RWPE-1 nemaji metylovany promotor genu CDKN1A,
zvySena exprese p2l je tak pravdépodobné dusledkem poskozeni DNA vlivem Aza-dC
a naslednou aktivaci p53/p21. Aza-dC ovliviiuje proces bunécného cyklu u nddorovych bunék
odlisné¢ od normalnich bun¢k a svou roli mohou hrat genetické¢ varianty prostatickych
nadorovych bunék a tkani (Cheng et al., 2021).

Ovlivnéni Aza-dC nebo NaB a jejich kombinacemi zpisobilo vyznamny cytotoxicky
ucinek u vSech nami testovanych bunécnych linii. U buné¢k DU145 byl po 6denni aplikaci
5 mM NaB zjistén minimalni procenticky podil zivotaschopnych bun¢k odpovidajici vyrazné
toxicité této koncentrace NaB. Kombinace Aza-dC a NaB vSak muze snizit nestabilitu
butyratu sodného (Emanuele et al., 2008) a efektivnéji ovlinit studovany epigeneticky ucinek
na re-expresi AR z divodu jejich synergického u¢inku. Kromé toho, Marks et Xu (2009)
oduvodiuji kombinovani inhibitordt DNMT a HDAC skutecnosti, ze hypermetylované oblasti
vedou ke kompaktnéj$im nukleozomtim, které jsou pak schopné odoléavat jejich re-acetylaci.
A pravé kombinace DNMT a HDAC mohou Iépe tuto odolnost piekonavat (Marks et Xu,
2009). Butyrat sodny vykazuje inhibi¢ni ucinky na histonové deacetylazy, ale kvuli potiebé
milimoléarnich koncentraci pro dosazeni pozadované i¢innosti a nizké specifit¢ pro vyvolani
genové exprese, je jeho aplikace diskutabilni (Zhu et Otterson, 2003, Marks et Xu, 2009).

Na rozdil od 5 mM NaB, 5 uM Aza-dC nevykazovala u bunék DU145 cytotoxicky
ucinek. Pozorovali jsme pokles bunécné viability v zavislosti na pouZzité davce, vyraznéji
u bunék linie DU145 pii porovnani s normalnimi prostatickymi bunkami linie RWPE-1.
Jednou z pficin zjisténé 40 - 50% viability bunék po 6denni aplikaci 5 uM Aza-dC, na rozdil
od 5 mM NaB (Obr. 3), by mohlo byt i obnoveni exprese pro-apoptotickych genti a gent
ovlivijicich proliferaci bunék (VanOosten et al., 2007, Walton et al., 2008, Gravina et al.,
2010, Qiu et al., 2011). Dalsi faktor, ktery zpasobuje nespecifickou cytotoxicitu u normalnich
I nadorovych prostatickych bun€k, je inkorporace samotného Aza-dC vedouci ke
dvouvlaknovym zlomim DNA (Jiittermann et Jaenisch, 1994; Palii et al., 2008). Pro dosazeni
pozadovaného demetylacniho ucinku Aza-dC je potieba replikujici se builka. Jeding tak je

nukleosidovy analog schopny inkorporovat se do nové vznikajiciho vldkna misto
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cytosinového rezidua a kovalentni vazbou nasledné vazat DNA metyltransferazy. Aza-dC tak
soutézi o navazani do replikujiciho se fetézce DNA s cytosinovou bazi. Co rozhoduje
0 preferenéni inkorporaci Aza-dC do replikujiciho se fetézce DNA a pro¢ zistava znacéné
procento dinukleotidi CpG metylovanych (resp. odolava demetylaci), je pfedmétem dalSich
studii.

Deaminace Aza-dC pusobenim jaterni cytidin deaminazy snizuje hladinu Aza-dC
v plazm¢ a vede k jeho nizké biologické dostupnosti, na coz bylo Casto poukazovano jako na
jeden z nedostatkt aplikace Aza-dC (Momparler, 2005). Uginky Aza-dC mohou byt rtizné
v zavislosti na pouzité koncentraci (Nakayama et al., 2000, Gravina et al., 2010, Tian et al.,
2012, Chappell et al., 2018, Cheng et al., 2021). Pii nizkych davkach dochazi k obnovovani
exprese metylovanych gent, pravdépodobné spojenych se snizenou proliferaci bunék, jejich
diferenciaci, apoptozou a senescenci, zatimco odpovédi na poSkozenou DNA, které spoustéji
apoptotickou drahu, jsou prevazné disledkem vysokych davek Aza-dC (Ferguson et al., 1997,
Patra et al., 2011, Cheng et al., 2021). Aza-dC se vyznacuje rychlym polo¢asem rozpadu ve
vodnych roztocich v délce cca 15 - 25 min (Momparler, 2005, Rudek et al., 2005)
aupacientt 1éenych Aza-dC (Decitabin) vysokym vyskytem neutropenie. Popsané
nezadouci vlastnosti Aza-dC by mohla odstranit metoda DDS (drug delivery system),
umoznujici cilen¢ a bezpecné s ohledem na okolni zdravé buiiky dorucit u¢innou 1é¢ivou latku
do nadorové tkan¢ nebo burky (Naldi et al., 2014). Ptikladem mutize byt EMHV, coz je DDS
cileny na erytrocyty nesouci superparamagnetické nanocastice a fuzni glykoprotein
hemaglutinin, ktery je vlozeny do cytoplazmatické membrany erytrocytu (Cinti et al., 2011).
Erytrocyty jsou bezpecné a biokompatibilni pfenaseci hlavné pro latky, které maji nizkou
tkanovu penetraci nebo jsou rychle inaktivovany (Roberti et al., 2019). Preklinicka studie
(Naldi et al., 2014) piedstavila novou metodu fizeného uvoliovani 1é¢iv z 1ékovych forem
pomoci EMHYV systému, kterd maximalizuje protinddorovou Uc¢innost Aza-dC a zlepSuje jeho
biologickou dostupnost, farmakokinetiku a farmakodynamiku (Naldi et al., 2014). Testy na
bunéénych liniich DU145 a LNCAP a jejich xenograftovych mysich modelech ukazaly
vysoky antiproliferativni uc¢inek EMHV systému na nadorové buiiky karcinomu prostaty jiz
po 24 hodinach, doprovazeny distribuci bun¢k do G1 faze a zastaveni buné¢ného cyklu (Naldi
et al., 2014). U modelu in vivo dochéazelo k inhibici metyltransferazy DNMT3b, coz vedlo
k apoptoze cilovych nadorovych bunék (Naldi et al., 2014).
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6 ZAVER

Patogeneze kastratn¢ rezistentniho karcinomu prostaty, ktery se vyviji po
androgenové deprivacni terapii, je ovlivilovana genetickymi 1 epigenetickymi faktory, z nichz
vyznamné misto zaujimaji metylace DNA a posttranslacni modifikace histond. Pro progresi
onemocnéni je dulezity status a funkce androgenového receptoru, pricemz u CRPC dochazi
k omezenym moznostem jeho regulace v dasledku na androgenech nezavislé proliferace
nadorovych bunék. Minoritni skupina pacienti s MCRPC vykazuje hypermetylace mnoha
gend spojenych s aktivitou AR, se zna¢n¢ snizenou expresi AR, s tendenci k vyssi proliferaci
ahorsi prognézou. Cinidla s potencidlem epigenetického uc¢inku mohou vést k obnoveni
exprese inaktivovaného androgenového receptoru u pacienti s CRPC a pfipadné zmirnit
proliferacni aktivitu nddorovych bungk.

Cilem této studie bylo zjistit ucinky epigenetickych inhibitortt DNA metyltransferaz
(Aza-dC) a histonovych deacetylaz (NaB) na expresi epigeneticky uml¢eného androgenového
receptoru a na Zzivotaschopnost a bunéény cyklus prostatické nadorové bunécné linie
reprezentujici CRPC stadium.

Bisulfitové sekvenovani odhalilo vyssi demetylaéni efekt po aplikaci kombinace Aza-
dC aNaB (0,5 uM Aza-dC + 5 mM NaB) indikujici u¢innéjsi epigeneticky efekt zvolenych
¢inidel. Porovnanim expresniho profilu AR u nadorovych bunék ovlivnénych Aza-dC nebo
NaB se 5 mM NaB jevilo u¢inng&jsi v procesu re-exprese genu AR. Nicméné, na rozdil od
aplikace 5 mM NaB, kombinace 0,5 uM Aza-dC + 5 mM NaB vykazovala vyznamnéjsi
epigeneticky efekt zvolenych C¢inidel pro re-expresi AR. Aplikované schéma ChIP
experimentt v této studii ukédzalo, ze u normalnich a nadorovych bunék prostaty byla exprese
androgenového receptoru doprovazena piitomnosti acetylovanych usekd histond H4 po
ovlivnéni 5 mM naB a také jeho kombinacemi s 0,5 uM Aza-dC nebo 5 uM Aza-dC.
Detekovana exprese androgenového receptoru u nadorovych bunék prostaty byla tak zifeymé
ovlivnéna zvySenou acetylaci lyzinovych zbytkl histonu H4. V na$i studii zpisobilo
ovlivnéni 5 MM NaB a jeho kombinaci s Aza-dC u nadorové linie DU145 snizenou viabilitu
bun¢k a masivni nastup apoptdzy, na rozdil od ovlivnénych bunék normalni prostatické linie
RWPE-1.

Shrnuti vysledki této prace naznacuji, ze kombinace Aza-dC a NaB (zejména

0,5 uM Aza-dC + 5 mM NaB) dosahovala ucinnéjsiho epigenetického efektu zvolenych
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¢inidel pro demetylaci promotoru AR, re-expresi genu AR, zvysSenou acetylaci histoni H4
anavozeni apoptézy u nadorovych bun€k prostaty. Vysledky prace pfispivaji k lepSimu
pochopeni ucinkii epigenetickych inhibitori na androgenovy receptor a nadorové bunécné
linie piedstavujici model CRPC. Pochopeni nadorové specifi¢nosti a ucinka epigenetické
terapie maze mit v budoucnu vyznam pro lepsi vybér pacientti Se specifickym metylacnim
profilem a kombinaci vhodnych piistupi 1écby, napiiklad podptrné terapie pomoci

demetylujicich ¢inidel s cilem zvysit citlivost na naslednou ADT.
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7 ZKRATKY

5-UTR
5caC
5fC
5hmC
5mC
AA
ADP
ADT
AIPC
AML
ANOVA
AR
ARE
ARSI
AR-SV
AR-V7
ASC
Aza-dC
BAF57
BCL-2
BET
BPH
BRAF
BRCAZ2
BRD2/4
BRG1
CBP
CCND1
CD44
CD56
CDH1
CDK

5’- Untranslated region
5-carboxycytosin

5-formylcytosin
5-hydroxymethylcytosin
5-methylcytosin

Abiraterone acetat

Adenosine Diphosphate

Androgen deprivation therapy
Androgen independent prostate cancer
Acute myeloid leukemia

Analysis of variance

Androgen receptor

Androgen response element

Androgen receptor signaling inhibitors
Androgen receptor splice variant
Androgen receptor splice variant 7
Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD
5-Aza-2’-deoxycytidin
BRG1-associated factor 57

B-cell lymphoma 2

Bromodomain and extra-terminal domain
Benign prostatic hyperplasia

B-Raf Proto-Oncogene, Serine/Threonine Kinase
Breast cancer 2
Bromodomain-containing protein 2/4
Brahma-related gene-1

Creb binding protein

Cyclin D1

CD44 molecule (Indian blood group)
Neural cell adhesion molecule
Cadherin 1, type 1, E-cadherin

Cyklin dependent kinase

CDKN1A/1B Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1A/1B
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cfDNA
CGls
CpG
CRPC
CSC
CTCL
DAPK
DBD
DDR
DDS
DHEA
DHT
DM-CpG
DMEM
DMR
DMSO
DNMT 3A/3B
DNMT3L
DNMT
DNMT1
DNMTi
DNPC
DOTI1L
D-PBS
EDTA
EED
EGTA
EMHVs
EMT
EP300
ERG
ESC
ESR1/2
ETS
ETVA4/5
EVX1
EZH2

Cell free DNA

CpG islands

Cytosine phosphate guanine
Castration-resistant prostate cancer
Cancer stem cells

Cutaneous T cell lymphoma
Death-Associated Protein Kinase

DNA binding domain

DNA damage response

Drug delivery system
Dihydroepiandrosterone
Dihydrotestosterone

Differentially methylated CpG
Dulbeco’s modified Eagle’s medium
Differentially methylated regions
Dimethylsulfoxide

DNA Methyltransferase 3 Alpha/3 Beta
DNA Methyltransferase 3 Like

DNA methyltransferase

DNA Methyltransferase 1

Inhibitor of DNA methyltransferase
Double negative prostate cancer

DOT1 Like Histone Lysine Methyltransferase
Dulbecco's phosphate-buffered saline
Ethylene diamine tetraacetic acid
Embryonic ectoderm development
Ethylene glycol tetraacetic acid
Erythro-magneto-hemagglutinin virosomes
Epithelial-mesenchymal transition
E1A binding protein p300

ETS-related gene

Embryonic stem cells

Estrogen receptor 1 (alpha)/2 (beta)
ETS Proto-Oncogene 1, Transcription Factor
ETS Variant Transcription Factor 4/5
Even-Skipped homeobox 1

Enhancer of zeste homolog 2
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FACS
FAM3B
FAS
FBS
FDA
FILIP1L
FLI1
FOLH1
FOXAl
GNAT
GSTP1
HAT
HDAC
HDACI
HIF-1a
HOXB13
HSPC
ChiIP
IDH1
[o[€]

IHC

IP
JMJC
JMJID1A
JMJID5
KDAC
KDM
KLK3
KMT
KMT2C/2D
LBD
LINE-1
INcCRNA
LSD1
MBD
MCA
mCpH

Fluorescently activated cell sorter

FAM3 Metabolism Regulating Signaling Molecule B
Fas Cell Surface Death Receptor

Foetal bovine serum

U.S. Food and Drug Administration

Filamin A- interacting protein 1-Like

Friend leukemia integration 1 transcription factor
Folate Hydrolase 1

Forkhead box Al

GCN5-related N-acetyltransferases family
Glutathione S-transferase Pi

Histone acetyltransferase

Histone deacetylase

Inhibitor of histone deacetylase

Hypoxia-inducible factor 1-alpha

Homeobox B13

Hormone sensitive prostate cancer

Chromatine immunoprecipitation

Isocitrate Dehydrogenase 1

Immunoglobulin G

Immunohistochemistry

Immunoprecipitation

Jumoniji C

Jumoniji-C (JmjC) domain containing 1A (Lysine Demethylase 3A)
Jumoniji-C (JmjC) domain-containing protein 5 (Lysine Demethylase 8)
Lysine deacetylases

Lysine Demethylase

Kallikrein Related Peptidase 3

Lysine methyltransferase

Lysine Methyltransferase 2C/ 2D

Ligand binding domain

Long interspersed nuclear element-1

Long non-coding RNA

Lysine-specific histone demethylase 1 (Lysine Demethylase 1A)
Methyl-CpG-Binding Domain

Methylation Classifier for Androgen receptor activity

Non-CpG methylation, H — adenine, thymine, cytosine
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mCRPC
MDS
MET
mHSPC
miRNA
MMP
mTOR
MTT
MYC
MYST
NaB
NCoR1/2
NDRG1
NE
NEPC
NKX3-1
nmCRPC
NTD
NURD
p300
PARP
PC

PEX

PI
PI3K/Akt
PIN
piRNA
PRC
PRMT
PSA
PTEN
R/R PTCL
RAF
RB1
RIPA
RT-PCR
SAHA

Metastatic castration-resistant prostate cancer
Myelodisplastic syndrome

Mesenchymal epithelial transition

Metastatic hormone sensitive prostate cancer
MicroRNA

Matrix metalloproteinase

Mammalian target of rapamycin
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyl tetrazolium bromide
MY C proto-oncogene, bHLH transcription factor
The MYST family of HATs (MOZ/Ybf2/Sas3-Sas2/Tip60)
Sodium butyrate

Nuclear receptor co-repressor 1/ 2

N-Myc Downstream Regulated 1

Neuroendocrine

Neuroendocrine prostate cancer

NK3 Homeobox 1

Non-metastatic castration-resistant prostate cancer
N terminal domain

Nucleosome Remodeling Deacetylase

E1A binding protein p300

Poly (ADP-ribose) polymerase protein

Prostate cancer

Potassium ethyl xanthogenate buffer

Propidium iodid

Phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B
Prostatic intraepithelial neoplasia

Piwi-interacting RNA

Polycomb repressive complex

Protein arginine methyltransferase

Prostatic specific antigen

Phosphatase and tensin homolog

Relapsed and refractory peripheral T cell lymphoma
Rapidly accelerated fibrosarcoma kinase

RB Transcriptional Corepressor 1
Radioimmunoprecipitation assay buffer

Real-time PCR

Suberoylanilide hydroxamic acid
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SAM S-adenosyl methionin

SDS Sodium dodecyl sulphate
SET SET-domain protein methyltransferase superfamily (Su(var)3-9, E(z), Trx)
SFM Serum-free media

SiIRNA/RNAI  Small interferin RNA/RNA interference
SLC45A3 Solute Carrier Family 45 Member 3

SnoRNA Small nucleolar RNA

Sp1 Specificity protein

SPINK1 Serine protease inhibitor Kazal-type 1

SPOP Speckle type btb/poz protein

SRA Set and Ring Finger-associated

SRC SRC Proto-Oncogene, Non-Receptor Tyrosine Kinase

SRD5A2 Steroid 5 Alpha-Reductase 2
STAT3/6 Signal Transducer And Activator Of Transcription 3/6
SWI/SNF SWiItch/Sucrose Non-Fermentable

T Testosteron

TAD Topologically associating domain

TAU Transcriptional activation unit

TBP TATA-Box Binding Protein

TET1/2/3 Ten-eleven translocation methylcytosine dioxygenase 1/2/3
TME Tissue microenvironment

TMPRSS2 Transmembrane protease, serine 1
TNFSF13 TNF Superfamily Member 13

TP53 Tumor protein p53

TRAMP Transgenic adenocarcinoma mouse prostate

TSS Transcription start site

UHRF1 Ubiquitin Like With PHD And Ring Finger Domains 1
WIF1 WNT Inhibitory Factor 1

WNT Wingless/Int-1
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