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ABSTRAKT

Nadory jsou komplexni tkan¢ slozené z bunéénych i nebunéénych slozek, pricemz nadorova
progrese a metastazovani je vysledkem dynamické komunikace mezi riznymi typy bunck v
nadoru i okolnim stromatu. Asporin, ¢len ,,small leucine rich* proteoglykanové rodiny proteint,
je dulezitym prvkem v normalnim vyvoji chrupavek, kosti a zubli a také je asociovan s n¢kolika
typy nadorti (napt. karcinomy prsu, prostaty a zaludku). V souladu s literaturou jsme potvrdili
expresi asporinu pomoci RNA scope in situ hybridizace u fibroblastii asociovanych s nadory
(CAF). Mezi testovanymi nddorovymi liniemi exprimovala asporin pouze Hs578t, coz jsme
potvrdili na mRNA 1 proteinové Urovni. Prokazali jsme, Ze asporin miize byt downregulovan po
pusobeni BMP4, zatim co upregulace byla zprostfedkovéna kultivaci v bezsérovych podminkach
nebo péstovanim ve 3D podminkach na polystyrenové matrici Alvetex. Downregulace pomoci
shRNA inhibovala invazi jak Hs578t, tak CAF a T47D bunék. Invaze asporin negativnich
modell MDA-MB-231 a BT-549 ptes kolagenovou barieru byla zvySena v pfitomnosti asporinu.
Detailni in silico metaanalyza ukazala, Ze u dobfe diferencovanych nédorti je vySsi exprese
asporinu spojena s lepSim bezptiznakovym pfezitim, ale u karcinomil s gradem 3 je tomu
naopak. Tato pozorovani mohou souviset s polymorfismem polyaspartatové repetice asporinu,
kdy alela D13 byla u karcinomu prostaty popsana jako tumor suprimujici, kdezto alela D14
podporuje progresi onemocnéni. Dale jsme provedli rozsdhlou western blot analyzu odpovédi na
poskozeni DNA u nadorovych bun&k prostaty jako dopln¢k ke klonogenim testim po

kombinovaném ptsobeni DNA-PK nebo PARP inhibitorti a ozafovani.

Kli¢ova slova:metastazovani, asporin, nadory prostaty, nddory prsu, odpovéd’ na poskozeni DNA



ABSTRACT

Tumors are not solely masses of neoplastic cells but complex tissues composed of cellular and
noncellular elements. Tumour progression and metastasis is a result of dynamic crosstalk
between different cell types within the tumour itself and its surrounding stroma. Asporin, the
member of small leucine rich proteoglycan family I, is an important player in normal
development of cartilage, bone and teeth, and has also been associated with different tumors (e.g.
breast, prostate and gastric cancer). In line with other studies, we have confirmed asporin
expression by RNA scope in situ hybridization in cancer associated fibroblasts. We have also
found asporin expression in the Hs578t breast cancer cell line which we confirmed by
quantitative RT-PCR and western blotting. From multiple testing, we found that asporin can be
downregulated by bone morphogenetic protein 4 while upregulation may be facilited by serum-
free cultivation or by three-dimensional growth in stiff Alvetex scaffold. Downregulation by
shRNA inhibited invasion of Hs578t as well as of CAFs and T47D cells. Invasion of asporin-
negative MDA-MB-231 and BT-549 breast cancer cells through collagen type I was enhanced by
recombinant asporin. According to our in silico search, high asporin expresion associates with
significantly better relapse free survival in patients with low-grade tumors, however, the opposite
was observed in patients with grade 3 tumors. This observation may be related to the
polymorphism of asporin polyaspartate repeat, when D13 allele was described as tumor
suppressive while D14 allele promoted prostate cancer progression. Furthermore, we performed
large western blot analysis of the main DNA damage response markers in prostate cancer cell
lines as a supplement to the clonogenic analysis after co-treatments of DNA-PK or PARP

inhibitors and irradiation.

Keywords: metastasis, asporin, breast cancer, prostate cancer, DNA damage response
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1 TEORETICKY UVOD

1.1  Molekularni charakteristika nadoru prsu a prostaty

Nadory prsu jsou komplexni a heterogenni onemocnéni, celosvétové jedno z nejcastéji
diagnostikovanych nadorovych onemocnéni s vice nez milionem ptipadt a 450 tisici umrti kazdy
rok (TCGA, Nature, 2012). Z perspektivy patologa se nadory prsu rozd€luji do
18 histopatologickych subtypti (Lakhani et al., 2012). Podle molekularniho profilovani se
identifikuji 4 hlavni tfidy nadort (viz nize), které dobte koreluji s klinicko-patologickymi
parametry jako jsou grading tumori, pozitivni hormondlni receptory a ptitomnost HER2

amplifikace (TCGA, Nature, 2012).

Nédory prsu jsou klasifikovany podle nékolika kritérii. Podle histologie se déli predev§im
na duktalni a lobulérni karcinomy. Exprese estrogenového, progesteronového a HER2 receptoru

rozd€luje nadory na subtypy ER+, HER2+ a ER—/PR—/HER2— (TNBC — , triple negative* nadory
prsu).
Luminal A je nejcastéjSim molekularnim subtypem. Jsou to nadory s ER+ nebo PR+ a

Her2—. Casty vyskyt p53 mutaci je faktorem spojenym se §patnou prognozou.

Luminal B subtyp vykazuje ER+, PR+, Her2+ nebo vysoce pozitivni Ki67, Casto je
diagnostikovan u mladSich Zen. Luminal B nddory maji horsi grading, vétsi tumory, pozitivni
lymfatické uzliny a p53 mutace. Oba subtypy ER pozitivnich naddord nej€astéji metastazuji do

kosti.

»Iriple negative“ znamend negativitu pro ER—, PR— 1 Her2—, ¢asté jsou mutace BRCAI
a p53. Vétsinou se vyskytuje u mladSich Zen, zejména afroamerického piivodu. Tyto agresivni

tumory maji §patnou prognézu a obvykle metastazuji do visceralnich organti, mozku a kosti.

Her2/neu subtyp je charakteristicky pozitivitou receptoru Her2+ a negativnimi ER— a PR—.
Tyto nadory maji tendenci diseminovat do jater a plic. (Polyak et Metzger, 2013; Cadoo, 2013;
Dai et al., 2015)

Nédory prsu mohou byt rozdéleny také podle kompozice extracelularni matrix (ECM),
kterd mize byt prognostickym 1 prediktivnim faktorem vyvoje onemocnéni. Tumory s vysokou
expresi protedazovych inhibitorin v ECM maji dobrou prognézu, zatimco Spatnd
progndéza je asociovana s vysokou expresi integrini a MMP (matrix metaloproteindzy)

(Bergamashi et al., 2008).



Karcinom prostaty je jednou z nejCastéjSich malignit a hlavni pficinou umrti muzi
v zemich zépadniho svéta. Jeho incidence stoupa navzdory screeningu a monitorovani antigenu
PSA (prostate specific antigen), ktery umoznuje klinické sledovani nemoci a nésledné snad
1 snizovat mortalitu. Béhem casnych stadii je nadorovy rast androgen dependentni a androgenova
ablace je standarni 1écbou karcinomt, které jiz mistné progredovaly (organové ohrani¢ené 1éze
jsou odstranény chirurgicky, piipadné ozafovanim). Po pocate¢ni odpovédi vSak androgenova
blokada pfestdva byt €innd a nadory progreduji do androgen refraktorniho stadia, pro které
v soucasné dob¢é neexistuje uspokojiva 1écba (Culig et Santer, 2014). Tento problém vedl
k intenzivni snaze lépe pochopit molekuldrni patogenezi, genetiku a biologii prostatickych

nadori a nasledné identifikovat nové terapeutické cile a 1é¢ebné strategie.

Néadory prostaty mohou byt na zakladé celogenomového sekvenovani a exomovych analyz
kategorizovany podle specifickych zmén, jako jsou delece CHD1 genu, ERG ptestavby a SPOP
mutace, které mohou tvofit az 8§ % vSech nadori prostaty (Barlow et Shen, 2013). Histologické
roz€lenéni nadorti se provadi podle Gleasonova systému, ktery je v rozmezi gradel (nejvice
diferencovany tumor) po 5 (nejméné diferencovany tumor). Kazdy z nadori je posuzovan podle
jejich nejvice prevalentnich a druhych nejvice prevalentnich histologickych stupni. Kombinace
dvou stupni dava celkové skore od 2 do 10, vétSina nadord piitom spadd mezi 68
(Barlow et Shen., 2013). U nadort prostaty chybi molekuldrni subtypy, na zakladé kterych by se
vytvofil management 1éCby onemocnéni pacienta. Nedavny objev genové flze regulujici
overexpresi ETS proteini (pfedev§im TMPRSS2-ERG na -ETV1) a nasledné celogenomové
sekvenovani nadorti prostaty pomohly odhalit strukturdlni rozdily v genomech ETS pozitivnich
nebo ETS negativnich nadort. ETS pozitivni tumory maji vice chromozomalnich ptestaveb nez
ETS negativni skupina. 1kdyz v jedné prostatické zldze miZze byt vice naddorovych loZisek,
kazdé sjinym statutem ETS, vykazuji pokrocilé a metastazujici nadory homogenitu v ETS

fazich, které prichazeji casné€ ve vyvoji nadoru (Demichelis et Attard., 2013).



1.2 Nadorové mikroprostredi a progrese onemocnéni

1.2.1 Vyznam nadorového mikroprostredi pro vznik a progresi nadoru

V minulosti byly nadory zobrazovany jako heterogenni onemocnéni s aberantnimi
mutacemi u nadorovych bunék, zatimco dnes je zfejmé, ze se nadory lisi 1 kompozici a aktivitou
okolniho mikroprostfedi (Hannahan et Coussens, 2012; Hannahan et Weinberg, 2011;
Kharaishvili et al., 2014). Obousmérna vazba mezi nadorem a mikroprostfedim je zasadni jak
pro vznik, tak i pro rdst nadoru. V ndvaznosti na ménici se podminky prostiedi i signala

z nadorovych bunék se vyviji 1 samotné mikroprostredi (Quail et Joyce, 2013).

Invazné metastaticka kaskada je dynamicky a komplexni proces, v némz je mikroprostredi
kritickym prvkem jak u primarniho nadoru, tak u vzdalenych metastdz. Zacileni terapie na
mikroprostfedi nddoru miize byt dobrou volbou, napt. kvili tomu, ze stromalni bunky obykle
nejsou mutované a ECM interaguje s celou populaci nadorovych bunék. PrestoZe je nadorové
stroma slibnym terapeutickym cilem, zaostavaji studie funkce a kompozice stromatu za

vyzkumem samotnych nadorovych bunék (Brabletz et al., 2013).

Nadorova kmenova burika (CSC)

Fibroblasty asociované s nadory g Ddracelulami matrix (ECM)

&
(CAF) \

. 5
b' ' — Nadorova bunka (CC)
%

Endotelialni burika (EC)

_ O o Burtky zan&tlivé odpovédi
Pericyt (PC) ~ * 4 Q. (ICs)
QLS |
© Stromalni kmenové bunky, : 0.
© | lokalni a progenitorove
© buriky derivované z kostni
© diené& Invazni nadorova burka

Obr. 1: Buiiky nadorového mikroprostiedi

Parenchym i stroma nadoru obsahuji rozli¢né typy a podtypy bunék, které spolecné umoziuji rist a progresi
nadoru. Vyobrazeny jsou builky typické pro vétSinu solidnich nadort. Buiky zanétlivé odpovédi mohou
zahrnovat oboji tumor podptrné, tak i protinadorové ptisobici imunitni buniky. (Upraveno podle Hannahan et
Weinberg, 2011).
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1.2.2 Slozky mikroprostredi nadoru: Extracelularni matrix

Extracelularni matrix (ECM) je vyznamnou nebunéénou slozkou mikroprostiedi.
Vyznacuje se dynamickou strukturou poskytujici podporu stavbé tkani, jejich organizaci
a orientaci (Bosman et Stamenkovic, 2003) a také iniciuje klicové biochemické a biomechanické
signadly nutné pro homeostdzi, diferenciaci a morfogenezi tkani (Frantz et al., 2010).
ECM také poskytuje klicové signaly pro ptezivani bunék, jako jsou ristové faktory, zanétlivé
molekuly a dal$i medidtory imunitni odpovédi (Jean et al., 2011). ECM tvofi piedev§im voda,
proteiny a polysacharidy s raznorodou strukturou a funkci (Mecham et al., 2001). Nejvetsi
zastoupeni v ECM maji kolageny a fibronektin, které dodavaji mechanickou pevnost.
Proteoglykany zase umoziiuji navazani rastovych faktorti a cytokini. Kazda tkan ma jedine¢nou
charakteristiku ECM vytvofenou v pribéhu vyvoje tkan€¢ diky vzajemnému biochemickému

a biofyzikalnimu ,,dialogu‘ mezi jednotlivymi typy bunék a prostfedim (Frantz et al., 2010).

Nadorova ECM se lisi od normalni ECM. Nadorova ECM je tuzs§i nez normalni tkan, se
zménénou integrinovou signalizaci, zvySenou tenzi Rho-dependentniho cytoskeletu, ktery tidi
fokalni adhezi, rusi adherentni spoje a polaritu tkani. Nadorovda ECM funguje jako leSeni pro
chemotaxi, durotaxi (cileny pohyb bunék za tuhostnim gradientem podkladu) a invazi
nadorovych bunék (Haeger et al., 2015; Paszek et al., 2005). Paradoxni je fakt, Ze zvySena tvorba
ECM a pevnéjsi provazani kolagenovych fibril v ECM maligniho stromatu podporuje invazi
nadoru (Levental et al., 2009). Navic desmoplastické nadorové stroma vytvaii barieru pro
infiltraci 1é¢iv a ovliviluje architekturu nadorové vaskulatury (Stylianopoulos et al., 2012,

Kharaishvili et al., 2014).

1.2.3 Slozky mikroprostredi nadoru: Endotel a neoangiogeneze

Neoangiogeneze, jeden z typickych rysti nddorového onemocnéni, je nutnd pro zdsobovani
nadoru kyslikem a vyzivou. Bez n¢ by bunky upadly do dormance (Hannahan et
Weinberg, 2011). Vaskularizace tumoru vyzaduje kooperaci mnoha typi bunék z mikroprostredi

nadoru, predevsim endotelidlnich bungk, pericytl a prekurzorti bunék z kostni dfen¢.

V pribéhu maligni progrese je tvorba novych cév kriticka a dochazi k ni v ¢asné fazi
tumorigeneze. Aktivace angiogenniho spinace (angiogenic switch) je esencidlni pro zdsobovani
nadoru Zivinami a kyslikem, ale umoziuje také rozSifovani metastaz. V porovnani s normalnimi
krevnimi cévami s vysoce organizovanou strukturou jsou cévy v nadoru vétSinou vagné
usporadané, se zménénou anatomii a turbulentnim tokem krve. Pro neoangiogenezi je mimo jiné

klicovy ,,prototypicky* faktor VEGF-A. Jeho exprese negativné koreluje s celkovym piezivanim
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u riznych nadori. Zdrojem VEGF-A mohou byt jak samotné nadorové bunky, tak i nddorové
mikroprostiedi. Aktivace receptoru VEGFR2 rozvoliluje pevné spoje mezi endotelialnimi
bunikami, coZz zpusobuje jednak prosakovani krve do intersticidlni TME (tumour
microenvironment), jednak usnadiiuje intravazaci nadorovych bun¢k do cirkulace, pfedevSim
unddortl s vysokym intersticidlnim tlakem (intersticial fluid pressure). Inhibici receptori
TGF beta nebo PDGF se snizuje intersticidlni tlak v nddoru, coz zlepSuje dynamiku dodani
1é¢iva (Kano et al., 2007, Sounni et al., 2010; Pietras et al., 2001). Nadorovy cévni systém ma
Casto mensi pocet pericyti 1 jejich voln€jsi vazbu na endotel. Podobna situace nastdva v misté
sekundarnich metastdz, kdy stimulacni VEGF je produkovan primérnim nddorem nebo lokalné

diseminovanymi bunikami (Klemm et Joyce, 2015).

1.2.4 Slozky mikroprostiedi nadoru: Infiltrujici imunitni bunky

Kromé¢ dal$ich typh stromélnich bunck se v nddorech vyskytuji i rizné bunky derivované
z kostni dfené¢, jako makrofagy, neutrofily, mastocyty, myeloidni supresorové buiky
a mezenchymové kmenové builky. Myeloidni supresorové buiiky potlacuji imunitni reakce na
nové nadorové antigeny a podporuji metastaticky potencidl nddoru. Mezenchymové kmenové
buitky mohou diferencovat do Sirokého spektra bunéénych typl. Mezenchymové kmenové
buiky jsou ldkany do primarniho tumoru, kde podporuji metastazovani. Pocty neutrofilii stoupaji
u pacient s naddory kolorekta, zaludku a plic. Ve zvifecich modelech neutrofily podporovaly

angiogenezi a metastazovani nadoru (Joyce et Pollard, 2009).

Mastocyty a makrofagy v primarnim nadoru poskytuji Sirokou $kalu proteaz serinovych,
cysteinovych a metaloproteinaz. Tyto enzymy umoziuji invazi do lokdlni tkdn€ remodelaci
kolagenovych fibril, fibrinu nebo elastinu, coz vytvaii prostor pro pohyb bunék. Proteolytické
St€épeni navic vytvaifi fragmenty ECM s vlastnostmi proinvazivni signalizace

(Klemm et Joyce, 2015).

Fyziologické funkce leukocytii jsou spojeny se zanétlivymi reakcemi, které se u nadort
rovnéz vyskytuji. Mnoho typa leukocytii v TME napoméha naddorovym builkkam v piezivani,
ristu, invazi a diseminaci, napf. prostfednictvim TAM (tumor associated macrophages). TAM
hraji v nddorové progresi podptrnou roli, na rozdil od normalnich makrofagi, které rist nadoru
inhibuji. Nejvyrazné€j$i vliv mliZeme u makrofagd vidét na invaznim cele nddoru, kde
zprostiedkovavaji invazi nadorovych bunék diky produkci protedz (MMP2 a 9, kathepsiny),
CSF-1 (colony stimulating factorl) a EGF (epidermal growth factor). Makrofagy jsou schopny

pfirozené se piizpisobovat riznym fyziologickym podminkdm a mohou pfechdzet mezi dvéma
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stadii, M1 a M2. MI, klasicky aktivované makrofagy, produkuji prozéanétlivé cytokiny,
participuji na prezentaci antigenli a maji protinadorovou ulohu. M2 jsou naproti tomu aktivovany
alternativné, v tomto pfipadé¢ produkuji cytokiny typu II, maji prokazatelné¢ protumorigenni
v zavislosti na podminkach a zastoupeni jednotlivych faktord mutze dochézet k jejich pfeméné

z M1 do M2 (Quail et Joyce, 2013).

1.2.5 Slozky mikroprostredi nadoru: Fibroblasty asociované s nadory

Fibroblasty jsou majoritni bunécnou slozkou pojivovych tkani, které vytvareji ECM,
reguluji diferenciaci u pfidruzenych epitelovéch bunék, moduluji imunitni odpovédi
a zprostiedkovavaji homeostazu. Fibroblasty asociované snadory (CAF, cancer associated
fibroblasts) se v nadorové tkani vyskytuji ve vysokych poctech, anavic se od normalnich
fibroblasti odliSuji morfologicky i funkéné. Na piikladu intraepitelové neoplazie u mysi byl
prokdzan protumorigenni ufinek CAF pii spolecné injikaci s normalnimi prostatickymi
epitelovémi buikami. Injikace normalnich fibroblasti podobny efekt nevykazovala
(Quail et Joyce, 2013). V piipad¢ nadort prsu CAF podporuji metastazovani a mezenchymovy
fenotyp premalignich i1 malignich epitelovéch bunck, zatimco normélni fibroblasty udrzuji
epitelové fenotyp bunck a inhibuji metastazovani. Neni jasné, jestli CAF vznikaji v prab¢hu
progrese nadoru. Experimenty na mySim melanomu a pankreatickych neuroendokrinnich
nadorech ukazaly endotelidlni piivod CAF poukazujici na endotelidlné-mezenchymovou tranzici.
Tyto buiiky dediferencuji do takzvané pseudo-mezenchymové populace (mesenchymal like),
ktera vykazuje CAF markery (Quail et Joyce, 2013). CAF jsou v mikroprostiedi nadoru
aktivovany rustovymi faktory a cytokiny jako TGF beta, monocyte chemotactic protein (MCP1),
PDGF A FGF. Po aktivaci jsou CAF hlavnim zdrojem pro-tumorigennich ristovych faktort,
napf. VEGF a taktéz prozanétlivych faktord, které aktivuji pronadorovou NF kappa B signalizaci
(Quail et Joyce, 2013). Mezi potentni faktory sekretované CAF patii HGF (ligand c-Met),
ktery pifes c-Met signalizaci stimuluje proliferaci a invazivitu nddorovych bunék
(Chaffer et al, 2011). CAF exprimuji 1 fibroblastovy aktivacni protein o, ktery moduluje ECM a
ktery stimuluje invazi. Dale produkuji fibroblastovy specificky fakor (FSP1, S100A4), ktery
zvySuje bunécnou motilitu. V neposledni fadé CAF sekretuji komponenty ECM (jako tenascin C,
fibronektin a kolageny). VySe uvedené faktory mohou podporovat migraci ostatnich typ bunck
do mista primarniho nadoru a pravdépodobné i1 do budoucich mist metastatické kolonizace

(Hannahan et Coussens, 2012).
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1.3 Dormance nadoru

Dormance primarniho naddoru a metastatickd dormance se od sebe lisi (Weinberg, 2008).
Primérni nadory prochazi dormanci v pribéhu neoplastické premény, kdy preneoplastické bunky
ziskavaji dalsi somatické mutace, aby se vyhnuly senescenci nebo onkogenem indukované apoptdze.
V pozdéjsich fazich vyuziva nddor dormanci pro ochranu pied imunitnim dozorem a k vyvolani
neoangiogeneze. V premetastatickém misté¢ dochézi k dormanci bunék v disledku adaptace na cizi
mikroprostiedi. Diseminované bunky tedy po uspéSném dosazeni cilového organu nemaji jasnou
cestu ke kolonizaci. Mikroprostiedi cilového organu mutze aktivné suprimovat jejich rust, nicméné
nadorové buiikky mohou odolavat primarnim obrannym mechanismim a existovat fadu let jako
asymptomatické dormantni metastazy. Tento klidovy stav souvisi s nékolika mechanismy, jako jsou
bunécnd dormance (buiiky s pozastavenym ristem v GO fazi), dormance nadorové masy (rychlost

proliferace odpovida rychlosti apoptdzy) a imunitn€ zprostiedkovand dormance (Aguirre-Ghiso, 2007).

I ptes posun ve studiu dormance stale 20% az 30% ¢asnych karcinomt prsu vykazuje relaps
se vzdalenymi metastazami. Riziko opétovného vyskytu nadoru je ovlivnéno nékolika faktory,
predevsim stddiem pfi vzniku a celkovou biologii nddoru. Velikost nadoru, zasazeni uzlin, invaze
do lymfatického fecisté, grading, ER a HER2 status jsou spiSe nezavislé faktory rizika relapsu
(Kennecke et al., 2010). Na mysich modelech se ukazalo, ze u nadorQ prsu a prostaty vstupuji
diseminované ndadorové builkky do proliferacni dormance v premetastatickych mistech
(Aguirre-Ghiso, 2007). I v ptipad€, Ze se u nadorti prsu detekuji metastazy vétSinou do 10 let od
chirurgického odstranéni, jsou dokumentovany i ptipady tmrti v disledku metastaz i 20 let po
resekci nadoru (Giancontti, 2013). VétSina pacientli s Her2+ nebo triple negativnimi nadory prsu
ma vSak relaps s metastazami do plic, mozku nebo jater do 5 let od resekce. ER+ nadory maji
relativné konstantni dobu relapsu s tendenci ke kostnim metastdzam (Kennecke et al., 2010; Smid
et al., 2008). U ER+ nadorti prsu a adenokarcinomi prostaty dochazi k dormanci v reakci na
hormonalni terapii. Proto mohou mit antagonisté estrogenovych i androgenovych receptord, bézné

pouzivani v adjuvantni terapii, aditivni efekt na prevenci ristu mikrometastaz (Giancotti 2013).

Metastaticka reaktivace po dormanci zavisi na signalech z okolniho mikroprostfedi, podobné
jako u normalnich kmenovych buné€k. Piikladem muze byt Coco, antagonista TGFf zplsobujici
reaktivaci jednotlivych nadorovych bunc¢k v metastdzach plic. Coco se akumuluje na povrchu
metastazujicich buné€k a chrani je pfed inhibi¢nim pisobenim rodiny BMP proteint z plicni tkané.
Coco neni nutny pii kolonizaci mozku a kosti, protoze tyto tkdn¢ maji okrsky bez bioaktivnich
BMP (Gao et al., 2012). Tuhost ECM rovnéz podporuje tnik z dormance. U modelu naddoru prsu
bylo prokazdno, Ze TGFP indukovana fibroza plic (aberantnirozloZeni fibril kolagenu 1)
podporuje tinik z dormance (Barkan et al., 2010).
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1.4 Metastaticka kaskada

Néador je systémové onemocnéni, pfi némz jsou metastazy z 90 % zodpovédné za imrti
pacienta. Metastazovani je tradi¢n€ pojato jako linedrni fada kroku, tzv. invazné metastaticka
kaskada. Jedna se o komplexni sled udalosti, kterymi musi metastatickd butika projit k tispésné
kolonizaci sekundarniho organu:

1. Lokalni invaze do blizkého okoli extracelularni matrix,

. Intravazace do lumen krevnich/lymfatickych cév,
. Transport a pfezivani v neptatelském prostiedi cévniho feCiste,
. Zastaveni migrace ve vzdaleném mistg,

. Extravazace a osidleni vzdalené tkané/organu,

. Pfezivani v misté kolonizace a tvorba mikrometastaz,

N N D kW

. Spusténi proliferace v misté metastazy, a tim vytvoreni klinicky detekovatelného

novotvaru (Valastyan et Weinberg, 2011).

Primérni tumor Lokalni invaze Intravazace

Extravazace Zastava ve vzdaleném organu Preiiti v cirkulaci

— . vy

e e

Klinicky detekovatelné

Vznik mikrometaz Metastaticka kolonizace He 2
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Obr. 2: Invazné metastaticka kaskada

Klinicky detekovatelné metastazy jsou ,.konecnym produktem* komplexniho biologického procesu, pfi
némz nadorové bunky v prubéhu progrese onemocnéni opoustéji misto primarniho nadoru, systematicky
se premistuji a adaptuji se na nové prostedi v cilovém organu. Nadorové buriky jsou vykresleny ¢ervene.
(Upraveno podle Valastyan et Weinberg, 2011).
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1.4.1 Lokalni invaze do okolniho stromatu

Invadujici buiikky se mohou v misté primarniho loziska odd¢lit od nddorové masy, a pokud
jiz doslo k naruseni bazdlni membrany, penetruji do okolni intersticidlni matrix
(Valastyan et Weinberg, 2011). Bazalni membrana funguje jako dilezita bariéra a rovnéz jako
zdroj pro integrinovou signalizaci, kterd udrzuje piezivani epitelovych bunék, jejich polaritu,
proliferaci a invazivitu (Bissel et Hinnes, 2011). Vlastnosti bazalni membrany jsou dilezité
napfiklad u karcinomu prsu, kdy pfi zméné struktury kolagenovych fibril vznika vice ¢i mén¢
tuha matrix, ktera ma vliv na progresi nadoru. Vysokd mamografickd densita je asociovana
s vy$§im vyskytem nadoru prsu. Pro hustsi prsni stroma je typickéd ztraita CD36 a molekularni
profil je podobny jako u prsnich nadorti. Pravé kompozice tkané¢ v dobé iniciace mize mit
vyznamny vliv na to, jestli dojde k vyvinu nadoru. Napiiklad vyrazn€ cross-linkovana
kolagenové vldkna vznikla pasobenim HIF1 indukované lysyl oxidazy pfispivaji k vyssi tuhosti
ECM a nadmérné integrinové stimulaci nadorovych bun¢k (Barkan et al., 2010; Cox et al., 2013;

Levental et al., 2009; Samuel et al., 2011).

Bunky stromatu a imunitniho systému jsou na okraji nddoru vysoce aktivni. Nezralé
myeloidni bunky se v této oblasti akumuluji a zamezuji diferenciaci antigen prezentujicich
bunék, a tim i protinadorové reakci imunitniho systému (Gabrilovich et al., 2012). Makrofagy se
akumuluji na invaznim okraji nadoru diky chemoatraktantim, které nador vylucuje
(Condeelis, 2006). Jak bylo uvedeno vyse, fibroblasty asociované s nadory jsou zde rovnéz
abundantni a vylucuji proinvazivni faktory. Navic kyslikem bohaté¢ zdsobeny invazni okraj se

Casto vyrazné 1is$i od hypoxického centra nadoru (Quail et Joyce, 2013).

1.4.1.1 Typy invaze bunék

Vétsina bunék z pokrocilych solidnich nadorti vykazuje kolektivni invazi, coz predstavuje
pohybujici se kohezivni multicelularni masu bunék, ktera stale udrzuje mezibunécény kontakt.
Dtvodem pro podobny typ invaze je fakt, Ze u karcinomi jsou nadorové epitelové bunky
organizovany do multicelularnich jednotek, jako jsou laloky, provazce, Zlazky nebo pasy bunék,
které jsou oddéleny od okolniho stromatu. Kolektivni migrace bunék se uplatiiuje taktéz u hojent
ran v epitelové tkani, a nadorové bunky de facto kopiruji stejny proces. Existuji vSak
1 alternativni mechanismy pohybu tkani/invaze nadort, které jsou plastické a jednotlivé typy
mohou pifechdzet v dalsi. RozliSujeme expanzivni rust, ,skladani tkané“ (tissue folding),
,multicellularni proudéni® (multicellular streaming), kolektivni invazi nebo invazi jednotlivych

bunék. (Friedl et al., 2012). Individudlné migrujici buitky nadoru mohou invadovat dvéma

16



riznymi zpusoby. Jednak jde o mezenchymovou invazi, kterd je protedzové a integrinove
dependentni, s vyskytem stresovych vlaken a pak o ameboidni invazi, kterd je Rho/ROCK
dependentni (Rho-associated kinase), ale na integrinu a proteazach nezavisla (Friedl et Wolf,

2003).

Invaze individualnich bunék je blokovana pevnou hierarchii a usporaddnim normalniho
epitelu, predevsim diky mezibunéénym spojim s E-kadherinem, ktery zamezuje odd€leni bunék
od sousednich. Karcinomy si adoptovaly program EMT (epitelovo mesenchymova tranzice,
viz samostatna cast 1.6), kterym obchdzeji striktni homotypickou adhezi. Proces EMT zahrnuje
rozvolnéni adherentnich a pevnych spojl i ztratu bunécné polarity a preménuje buiiky z epitelové
vrstvy na bunky s mezenchymovymi vlastnostmi, jako je naptiklad zvySend invazivita
(Friedl et al., 2012). In vitro studie prokazaly pozitivni efekt EMT na motilitu nadorii. V in vivo
podminkach je pozorovatelny ndrGst mezenchymovych markerti a downregulace nebo ztrata

E-kadherinu.

1.4.2 Transport v krevnim a lymfatickém recisti

Metastazovani je vysoce neefektivni proces, kdy pouze 0,01 % bunék, které opusti
primarni nador, je schopno vytvofit detekovatelné metastazy (Chambers, 2001). Odhaduje se, Ze
denn& uvolni do ob&hu 1 x 10° nadorovych bundk, nicméné doba prezivani bundk v felisti se
pohybuje kolem 1-4 hodin (Paterlini-Brechot et al., 2000). Soucasné technologie umoznuji
monitoring cirkulujicich naddorovych bun¢k (CTC, circulating tumor cells) v periferni krvi
(Alix-Panabieres et Pantel, 2014). Molekularni a funkéni analyza CTC mulZe vést jednak
k lepSimu pochopeni procesu metastazovani, ale také pomoci ve stratifikaci pacienti
k systémové 1écbé. Analyza CTC z krve pfed podanim systémové léCby (chemoterapie,
hormonalni terapie, biologicka 1é¢ba), v jejim pribchu a po ni poskytuje informace pro optimalni

podavani 1éciva a pro terapii Sitou pacientovi na miru (Wan et al., 2013; Scher et al., 2015).

Pro metastatickou diseminaci je dulezity okamzik, kdy se primarni nador vyhne
imunitnimu dohledu, a nadorové bunky se dostanou do krevniho ftecisté. V krvi mohou mit
trombocyty protektivni tlohu, pfi niZ pfimo interaguji s nadorovymi buitkkami a zvySuji jejich
prezivani (Kang et Pantel., 2013). Kritickym faktorem pro piezivani bunék v fecisti v riznych
organech je aktivace AKT signalizace pies kontext dependentni mechanismy. TrkB receptor
inhibuje anoikis nadorovych bunék aktivaci PI3K drdhy v cirkulaci, zatimco v kostni dfeni SRC

zprostiedkovava AKT signalizaci v reakci na specifické faktory kosti jako CXCL12 chemokin
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a TRAIL, aby se podpofilo piezivani diseminovanych bunék (Wan et al., 2013). Extravazace

nadorovych bungk je kritickd pro nasledny riist metastaz.

Krom¢ krevniho fecisté se nddorové bunky mohou §ifit i lymfogenni cestou. Diseminace
lymfatickym systémem je pro buniky vyhodna z n¢kolika divodi. Anatomie lymfatickych cév je
odlisna od krevnich. Primér krevnich kapilar je ptiblizné¢ 5-20 um s jednolitou, kompaktni
vrstvou endotelu. Lymfatické vlase¢nice maji diskontinudlni bazédlni laminu, bez pericyti
a hladké svaloviny, s primérem 1060 um. Siika lumen lymfatickych kapilar je t¥ikrat v&ti nez
u krevnich cév (Paduch, 2016). Nadorové bunky taktéz voli riiznou strategii pii diseminaci do
krevnich nebo lymfatickych cév. Motilita jednotlivych bunék je typicka pro hematogenni cestu,

zatimco kohezivni invaze se uplatiiuje spise v lymfatickych cévach (Giampieri et al., 2009).

1.4.3 Metastaticka kolonizace a organovy tropismus

Organovy tropismus, tzv. hypotéza semene a piidy (seed and soil), vyslovend Stephenem
Pagetem vroce 1889, popisuje nendhodny vyskyt metastaz s preferenci na urcitd mista
(Paget, 1889). Metastatickou niku tvoii dané endogenni mikroprostiedi v organu, kde se
metastdza vyviji. Primdrni nador pfispiva k tvorbé tzv. pre-metastatické niky jeSté pied
pfichodem a zakotvenim diseminovanych nddorovych bunék (Sleeman, 2012). Pronadorové
premetastatické niky v sekundarnich orgénech ptiddvaji na komplexité celého metastatického
procesu. Primarni nador tidi tvorbu premetastatické niky sekreci riznych cytokinti a ristovych
faktorti, které stimuluji mobilizaci a ptildkani bunék derivovanych z kostni diené¢ do budouciho
metastatického mista (Scenay et al., 2013). Ptikladem tzv. ,,homingu‘ nadoru, €ili predispozici
jistych organii k metastazam specifickym podle typu nddoru mize byt karcinom prsu, kdy tkané
kosti, plic, mozku a sentinelové lymfatické uzlliny vysoce exprimuji CXCL12 (SDF1a — stromal
cell derived factor). Receptor pro tento ligand, CXCR4, je exprimovan na povrchu nadorovych
bunék prsu (Sceneay et al., 2013). Tvorba metastatické niky je asociovana se zménami ve
struktufe a depozici ECM, jako je napf. u fibronektinu, tenascinu-C, periostinu, a versicanu.
Pravée depozice téchto faktorti vede ke koordinované remodelaci ECM, kdy periostin pfemost’uje
tenascinC k fibronektinu a kolagenu typu I (Sleeman, 2012). Dalsi skupinou enzymu aktivnich
v remodelaci ECM v nadorové niche jsou lysyl oxiddzy (LOX) a LOX-like proteiny (LOXL),
které propojuji kolagen a elastin v reakci na aktivaci HIF-1a pii hypoxii. Exprese LOX (lysyl
oxidazy) u prsniho nadoru zplsobila imigraci myeloidnich bunék a naslednou kolonizaci plic
(Erler et Gaccia, 2006). Myeloidni progenitory jsou lakany do premetastatickych plic, kde
indukuji MET u nadorovych bunék pies downregulaci SMAD?2 signalizace a nasledny piechod
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do makrometastdz (Gao, 2012). Zatimco chemokinovéa signalizace navadi nadorové buiky
ke konkrétnim organtim, dialog mezi metastazujicimi, stromalnimi a BMDC buikami
v metastatickém misté€ je kriticky pro prostiedi podporujci naddor. Pronaddorové prostiedi urcuje,
jestli diseminovand bunka (DTC) metastatickou kolonizaci piezije a bude proliferovat, nebo

naopak vstoupi do quiescence, senescence, nebo ptripadné zahyne (Sceneay et al., 2013).

DTC a CTC tvofi intermediarni stddium metastatickych bunék. Jsou detekovatelné u
onkologickych pacient ve vétSin€ stadii onemocnéni a jsou znamkou Spatné prognozy. DTC v
kostni dieni pacientll s karcinomem prsu jsou asociovany s relapsem metastaz, bez ohledu na
sekundarni mista (Wan et al., 2013). DTC i CTC je v soucasné dobé mozné detekovat v
klinickych vzorcich (Cabinakova et Tesafova, 2012), viz kapitola 1.4.4. Charakteristika
DTC/CTC je tato: buniky jsou v klastrech, jsou vétsi (minimaln€ 4 um), s vys$$im nukleo-
cytoplazmatickym pomérem, cytoplazma se siln€ barvi na cytokeratin, EpCAM pozitivni,
pozitivita na CK 8, 18, nebo 19, negativni na CD45 (Cabinakova et Tesatova, 2012).
Predpoklada se, ze DTC jsou ptivodci metastdz. Neustala ptitomnost cirkulujicich nddorovych
bunck v fecisti 1 po uspésné 1€cbé primarniho nadoru naznacuje, ze piezivsi frakce DTC ma
schopnost uvoliiovat buiiky do fecisté (Ghajar, 2015). Analyza DTC také poskytuje lepsi ndhled
do mechanismu nédorové dormance, a vedla k objevu putativniho metastatického supresoru
RAI2 (Werner et al., 2015). Objev dormantnich DTC bungk, které osidluji prostiedi jednotlive, a
toho, ze je jejich chovani regulovano mikroprostiedim (nikou), ddvd moznost pro terapii a

prevenci metastdz (Ghajar, 2015).

1.4.4 Detekce nadorovych bunék a jejich derivata v recisti a modulace

tumorigeneze a metastazovani pomoci exosomtu

Méné invazivni analyzy z krve pacientd jsou z praktického hlediska pro dlouhodoby
screening lepsi nez aspiraty kostni diené. Tekutou biopsii se mysli analyza cirkulujici nadorové

DNA, celych cirkulujicich nddorovych bunék a exosomi vylu¢ovanych nadorem (Chi, 2016).

Exosomy jsou v soucasné dob¢ vyznamné studovanou entitou v ramcei odkryti komplexni
komunikace mezi nadorem a ostatnimi organy. Jedna se o malé membranové vezikuly o velikosti
30-100 nm nesouci membranové a cytosolické proteiny, lipidy, DNA a RNA. Pochazi bud'to
z endoplazmatického retikula, nebo jadra. Pfirozené¢ miiZzeme najit exosomy v matefském mléce,
slindch, spermatu, krvi, cerebrospindlnim moku, moc¢i a bunkdch péstovanych in vitro

(Vlassov et al., 2012; Raposo et al., 2013).
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Exosomy maji dominantni efekt na interferenci mezi iniciujici bufikou a hostitelskou tkéani.
Zmény v produkci exosomi nebo jejich obsahu mohou pozménit ptilehlé bunky, ¢imz
napomahaji vzniku ¢asné nadorové niky a mobilizaci stromalnich bun¢k napomahajicim nadoru
(Barcellos-Hoft, et al., 2013). Exosomy z nador nesou nadorové proteiny a onkogenni kargo,
napf. c-MET onkoprotein, apo splynuti se stromdlnimi builkkami, jako jsou fibroblasty
v premetastatickém misté, mohou ,edukovat“ bunky derivované =z kostni dfen¢ na
pro-vaskulogenni a pro-metastaticky fenotyp (Brabletz et al., 2013). Peinado et al. izolovali

exosomy z plazmy pacientll s melanomem a zjistili, Ze koncentrace proteinit v exosomech byla

vvvvvv

Fragmenty DNA v cirkulaci z normalnich bunék jsou ptiblizné 100-200 pard bazi dlouhé
a jsou stdle navinuté na histonech. Nadorova cfDNA (cell-free DNA nebo ctDNA, circulating
DNA) je naproti tomu kratsi, nehled€ na typ nadoru (Chi, 2016). Hladiny ¢fDNA v krvi mohou
byt vyuzivany pro screening nadort. V principu jde o identifikaci specifickych genetickych
zmén, jako jsou somatick¢é mutace, ztrata heterozygotnosti a chromozomalni aberace. Velké
koncentrace velmi kratkych fragmentl jsou asociovany s metastazovanim. Pfitomnost tkanoveé
specifickych transkripénich faktorii a ostatnich marker miize odhalit pivod organu, z kterého
nador pochazi (Snyder et al., 2016). Recentni studie na 20 pacientech s nddorem mammy
prokézala aberantni chromozomalni ptestavby v cirkulujici DNA 3 roky pied standartni
diagnézou (Olsson et al., 2015).

CTC mohou byt detekovany riznymi molekuldarnimi, imunologickymi i funkénimi
metodami. Detekce molekularnimi metodami mize byt zalozena na RNA (multiplexni reverzné
transkripéni PCR kombinovana s ,,liquid bead array*), coz umoznuje paralelni amplifikaci a
detekci vice transkriptl K imunologickym metoddm patii detekce membranovych, tkanovée
specifickych epitopii. Typickym ptikladem je v soucasnosti jediny FDA (Food and Drug
Administration) schvaleny systém Cell Search, ktery kvantifikuje EpCAM pozitivni nddorové
bunky. K funkénim testGm patii naptiklad in vitro test zalozeny na EPISPOT technologii, kdy
jsou sekretované nadorové proteiny zachyceny protildtkou na dné kultivaéni misky a po odmyti
bunék se zachycené proteiny detekuji sekundarni protilatkou s konjugovanym fluorochromem.
Odlisnou strategii pro detekci a separaci CTC bunék je vyuziti jejich rozdilné velikosti a bunécné
struktury. V soucasnosti probiha intenzivni vyvoj dalSich detek¢nich systémit CTC, exosomi 1
cfDNA, které umozni lepsi odhad chovani nadorového onemocnéni i1 presnéjsi predikci odpoveédi

na terapii (Alix-Panabieres et Pantel, 2014).
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1.5 Epitelovo-mezenchymova tranzice (EMT)

V pribéhu maligni progrese nadoru dochazi u neoplastickych bunék k dynamické
areverzibilni pfeméné do mnoha fenotypt (fenotypickych stadii), vcetné striktné
mezenchymového nebo epitelového charakteru (Tam et Weinberg, 2013). Shluky nadorovych
bun¢k v rdmei primarniho nadoru prevazné exprimuji epitelové markery. Nadorové buiikky musi
pro invazivitu, diseminaci do vzdalenych tkani a naslednou kolonizaci pfejit, byt jen parcidlné,
do mezenchymového stadia. Buiika této premény dosdhne aktivaci bunécného programu EMT
(Polyak et Weinberg, 2009; Thiery et al., 2009). EMT mize byt iniciovana a udrzovana
autokrinnimi i parakrinnimi mechanismy, a to i za fyziologickych podminek pfi zacatku vyvoje a
pii hojeni ran. V organismu dochazi i k opacnému procesu, mezenchymové-epitelové tranzici

(MET) (Lamouille et al., 2014).

Epitelové bunky v pribéhu EMT ztraceji mezibunééné spoje a apikalné-bazalni polaritu,
reorganizuji cytoskelet a dochazi u nich ke zméné tvaru i reprogramovani genové exprese. Tyto
zmény vedou ke zvySené mobilité, a tim 1 k invazivnimu chovéni (Thiery et al., 2009). EMT,
at’ ve fyziologickych, nebo patologickych podminkéch je pfisné regulovana a ma rozpoznatelné
markery. Na druhou stranu je to flexibilni proces s rliznymi variacemi v zavislosti na typu buiiky,
tkanovém kontextu a signalech vyvolavajicich EMT. Plasticita epitelového fenotypu umoznuje

buitkam prochazet EMT/MET opakované (Polyak et Weinberg,2009; Thiery et al., 2009).

RozliSujeme 3 rizné typy EMT, znichZz kazdy ma jiny dopad na fyziologii. K EMT
prvniho typu dochazi pifi implantaci embrya, embryogenezi a vyvoji organt. Tento typ EMT
nevytvaii invazni fenotyp s infiltraci do cév ani fibrézu. Druhy typ EMT je asociovan
s regeneraci tkané a fibrozou. Pro rekonstrukci tkdné po traumatech a zanétlivych poranénich
EMT typu 2 generuje fibroblasty a dal$i buiiky nutné pro regeneraci. Na rozdil od typu 1, je 2.
typ EMT asociovdn se zanétem. K fibrotickym zméndm orgéni dochazi diky kontinualni
aktivaci EMT typu 2 v dusledku trvajiciho zanétu, coz mtze vést i ke znieni daného organu.
EMT tietiho typu je asociovana s nadorovou progresi a metastazovanim a je odlisna od obou
ptedchozich typt. K EMT typu 3 dochézi u bunék s genetickymi a epigenetickymi zménami
u genl ovlivityjicich rast klon a vyvoj lokalizovanych nddord. Tyto zmény pracuji v souhie

s EMT programem, coz vede k invazi a metastazovani (Kalluri et Weinberg, 2009).
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1.5.1 Molekularni podstata EMT

Typickym rysem EMT je downregulace E-kadherinu (je kodovan genem CDHI)
s naslednou destabilizaci adherentnich spojii a zvySenou expresi mezenchymového N-kadherinu
(CDH?2) spolec¢né s aktivaci mezenchymového fenotypu. Tato zména v expresi E a N kadherinu
se nazyva kadherinovy spina¢ (Yilmaz, 2010). Nadorové buiky =ztraceji kadherinovym
pfepnutim vazby s epitelovymi buiikami a ziskavaji afinitu k mezenchymovym buikdm diky
homotypické N-kadherinové interakci. N-kadherinova interakce je slabsi nez E-kadherinova,

¢imz se usnadiuje bunécna migrace a invaze (Thevenau et Mayor, 2012).

Remodelace cytoskeletu také ptispiva k EMT. Usporadani intermedidrnich filament se
meéni se sniZzenou expresi cytokeratinu a zvySenou expresi vimentinu, coz je jeden
z mezenchymovych markerti. Cytokeratin s vimentinem reguluji dopravu membranovych
proteinii a organel. Zmény ve struktufe intermediarnich filament umoznuji motilitu bunck,

pravdépodobné diky interakcim motorovych proteinii a vimentinu (Mendez et al., 2010).

Transkripéni kontrola EMT zahrnuje stézejni transkripcni faktory jako Snail (SNAI1), Slug
(SNAI2), ZEBI1, ZEB2, TWISTI1, TWIST2, z nichz kazdy pifedstavuje piimy represor CDH1
genu (Drasin et al., 2011). Aktivace téchto faktorGi je casnou udalosti v EMT. Kazdy
z transkripCnich faktor ma rizny expresni profil, pficemz transkripéni faktory casto kooperuji
areguluji se navzajem. Jejich aktivace zavisi na typu buniky nebo tkané (Peinado et al., 2007).
Kromé vySe zminénych faktort se na regulaci EMT procesu podili i ,,forkhead box* (FOX)
transkripcni faktor a GATA proteinova rodina, které reguluji epitelové spoje nebo polaritu
bunék. Oba transkripcni faktory fidi EMT pi1 fyziologickém vyvoji 1 v nadorech
(Campbel et al., 2011). Ktizeni EMT pfispivaji 1 dalS$i mechanismy zahrnujici mikroRNA,
epigenetickou a postranslaéni regulaci (Lamouille et al., 2014). Naptiklad, mikroRNA
predstavuji negativni zpétnovazebnou smycku pro TGFB, konkrétné
miR-200, miR-205 a miR-183, které suprimuji ZEB1 a ZEB2, zatimco ZEBI1 zase reprimuje
miR200 (Brabletz et Brabletz, 2010).
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1.5.2 Extracelularni matrix a EMT

Piestavby ECM jsou kli¢ovym prvkem v EMT. Molekuly integrinu spojujici buiky

a extracelularni prostor umoznuji komunikaci ptes signalni mediatory (Lamouille et al., 2014).

Pii EMT existuje také korelace exprimovanych integrini s protedzami, hlavné matrix
metaloprotedzami MMP2 a MMP9. MMP cili na transmembranové proteiny, a uvoliiuji tak napf.
extracelularni doménu E-kadherinu, coz vede ke ztrat¢ adherentnich funkci. Naptiklad
pritomnost integrinu aVP6 koreluje s hladinou protedz a ob¢ skupiny proteini se nachdzeji

v invadopodiich, kde zprostiedkovavaji invazni chovani buiiky (Shah et al., 2012).

Lokalizovana degradace ECM také uvoliiuje imobilizované rustové faktory, které zpétné
pusobi na buiikky. Podobnym zplisobem integrin aVB6 aktivuje TGFp, ktery je v ECM
uchovavan v latentni formé vadzany na fibronektin a fibrilin (Friedl et Alexander, 2011;

Sheppard et al., 2005).

TGFP spousti EMT pomoci WNT, jinak by epitelové buiiky pod vlivem TGFp svij rust
zastavily. SMAD proteiny u epitelovych bunck prsu ptimo stimuluji expresi SNAIL1 a TWISTI.
SNAIL1 a SMAD pak reprimuji promotor CDH1 genu. BMP, které vyvolavaji expresi miR-200
a miR-205 podporuji mezenchymové-epitelovou tranzici a brani EMT (Massagué, 2012).

1.5.3 EMT a nadorové kmenové buriky

EMT program vyvolavd dediferenciaci a diseminaci z primarniho nadoru. Pozd¢jsi
rediferenciace (MET) je nutna pro kolonizaci a rlist metastaz. Indukéni faktory EMT jsou taktéz
zodpovédné za kmenovost (,,stemness®). Kombinace kmenovosti a EMT fenotypu spousti
motilitu a diseminaci nddoru. CTC a DTC jsou pro metastaticky proces kritické

(Brabletz et al., 2013)

Mani et al. navrhli spojeni mezi EMT a kmenovosti u bunék normalnich i nadoroveé
transformovanych (Mani et al.,, 2008). O vazbé mezi epitelové plasticitou a kmenovosti
(,,stemness*) existuji ovSem konfliktni diikazy (Ocana et al., 2012; Celid-Terrassa et al., 2012).
Autofi Ombrato a Malanchi predstavili gradientovy EMT model, kdy je EMT
spfazena s kmenovosti v pritbé¢hu inicidlni aktivace procesu, zatimco v pokrocilejSim
mezenchymovém stddiu je EMT uZz nekompatibilni se schopnostmi kmenovych bunék
(Ombrato et Malanchi, 2014). EMT markery u nadorovych kmenovych bunék (CSC, cancer stem
cells) se pokladaji za negativni pro prognozu u pacientli s nadory prsu a prostaty (Bednarz et al.,

2010). EMT markery jsou Casto ko-exprimovany s epitelovymi markery, coz poukazuje na fakt,

23



ze CSC mohou mit semimezenchymovy fenotyp. Zajimavym znakem trombocytl je, Ze jsou

schopny indukovat EMT u CSC diky u¢inku TGFB a NFkB a tim pfipravuji bunky

k metastazovani. Pfredpoklada se, ze diseminujici nadorové buiiky se museji transformovat zpét

na epitelovy fenotyp, pokud chtéji dat vznik pln€ rozvinutym metastazam. To vysvétluje

morfologickou podobnost metastatickych lozisek s primarnim nddorem. Terapeutika cilici na

epitelovo-mezenchymovou plasticitu mohou uspésné eliminovat zvySené riziko metastaz napft.

pii chirurgickych vykonech, které produkuji velké mnozstvi DTC bunék. Periostin (POSTN) je

slozka extracelularni matrix indukovana u fibroblastii asociovanych s nddory a zachovava

nadorové kmenové bunky aktivaci Wnt drahy (Malanchi et al., 2012). Spole¢né s tenascinem je

POSTN znamkou $patné prognozy u pacientii s nadorem prsu (Kang et al., 2013).

= dediferenciace — = Pieména na mezenchymovy fenotyp  p

Nadorové kmenové bunky

Mezenchymové markery

Epitelové markery

____________________ | status

Vysoka tumorigenicita » Vysoka pohyblivost a invaze |

Prechodny stav zavisly na
mikroprostredi

Epitelové markery Mezenchymové markery
E-kadherin N-kadherin
Cytokeratin Vimentin
Laminin Fibronektin
Syndecan Twist
Rodina miR200 Snail

Obr. 3: Gradientovy model EMT

Dualita EMT programu v aktivaci epitelovéch bun€k spfazend se ,stemness pii inicidlni aktivaci po
dosazeni vhodného stupné diferenciace neni kompatibilni s kmenovosti po dosazeni plného
mezenchymového stadia. Kmenovost je udrzovana v jistém obdobi mezi Castené dediferencovanym
epitelovym stadiem a Casteéné dediferencovanym mezenchymovym stadiem. Buniky v ,,obdobi kmenovosti*
vykazuji rizné fenotypy v zavislosti na piisobeni mikroprostiedi, napt. proliferativni epitelovy fenotyp nebo
pohyblivy mezenchymovy fenotyp. U obou typii, epitelového i mezenchymového, jsou uvedeny piiklady
faktorti pusobicich na proces EMT. (Upraveno podle Ombrato et Malanchi, 2014; Kalluri et Weinberg,
2009).
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Tym Wicha et al. ukazal, ze prsni nadorové builky existuji v alternativnich stadiich
charakterizovanych rozdilnou expresi molekuldrnich markerti (Liu et al., 2014). Mezenchymové
CSC se znaky CD44+/CD24— jsou vysoce quiescentni, ale vysoce invazivni. Naproti tomu
epitelovée (MET) CSC jsou typické expresi aldehyd dehydrogenazy (ALDH), jsou vysoce
proliferativni a schopné vytvofit vice diferencovanou masu nadoru. Plasticita CSC je klicovym
prvkem v GspéSném metastatickém procesu (Liu et al., 2014). Navic se odbornici shoduji v tom,
ze vétsina CSC vykazuje funkéni, ale také fenotypickou plasticitu. To znamena, ze populace,
kter¢ nemaji CSC markery mohou dat vznik populacim, které tyto znaky i schopnost
tumorigenicity maji. Napfiiklad ektopickd exprese EMT transkripnich faktori muze této

pfeméné napomahat (Mani et al., 2008; Chaffer et al., 2013).

Sebeobnova CSC napomaha rekurenci nddoru po standardni chemoterapii, a tudiz zacileni
1écby na tento aspekt by mohlo byt vhodnou strategii na inhibici progrese onemocnéni. Mnoho
CSC ze solidnich nadorG neexprimuje diferenciacni markery, jako napi. karcinomu prsu,
prostaty a kolorekta. Teoreticky by to mohlo znamenat, Ze diferenciani terapie muze

senzitizovat CSC vi¢i chemoterapii (Vidal et al., 2014)

Dospélé kmenové nddorové bunky osidluji podplirné mikroprostiedi slozené mimo jiné
z mezenchymovych, vaskularnich a imunitnich buné¢k, extraceluldrni matrix a povrchovych
signalnich molekul (Voog et al., 2010). Dnes uz je mikroprostfedi povazovano za
charakteristicky znak regulujici ve skutenosti kazdy aspekt biologie nadort

(Hannahan et Weinberg, 2011)
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1.6 Asporin a rodina malych proteint s repeticemi bohatymi na leucin

Rodina SLRP (small leucine rich repeat protein) proteinii tvoii vyznamnou, biologicky
aktivni slozku vétSiny extracelularnich matrix (Schaefer, 2008). Tato rodina zahrnuje 18 ¢lent.
Strukturné jsou SLRP charakterizovany hlavni proteinovou patefi tvotfenou na leucin bohatymi
repeticemi  (LRR, leucine rich repeat) a mnoha kovalentné navdzanymi
glykosaminoglykanovymi (GAG) postrannimi fetézci rizné povahy (chondroitin, dermatan,
keratan nebo heparan sulfatu) (Merline et al., 2009). Po syntéze jsou tyto proteoglykany
sekretovany do pericelularniho prostoru. SLRP rodina se na zaklad¢ poctu repetic a rozmisténi
cysteinovych zbytka déli na 5 tfid (I-V). SLRP proteiny maji pleiotropni funkce, které ovliviiuji
rust a diferenciaci, proliferaci, piezivani, adhezi, invazi a metastazovani (Merline et al., 2009;
Dellet et al., 2012). Nejlépe prostudovanymi ¢leny SLRP jsou decorin, biglycan (tfida I)
a lumican (tfida II) (Edwards, 2012). Dale se vénuji pouze nami studovanému asporinu a jeho

uloze v nenadorovych onemocnénich a nadorovych procesech.

1.6.1 Asporin a jeho charakterizace

Asporin byl identifikovan v roce 2001 nezévisle tremi vyzkumnymi skupinami (Henry et
al., Lorenzo et al., Yamada et al.). Gen je lokalizovan na 9. chromosomu a tvofi jej 8 exont.
Protein asporin vykazuje 54% identitu s decorinem a 60% identitu s biglycanem (Kou et al.,
2010). Proteinova osa asporinu je tvofena 12 LRR repeticemi, které interaguji predevSim
s kolagenem typu I (Lorenzo et al., 2001; Henry et al., 2001). Glycoprotein asporin neni pravym
proteoglykanem, protoZe postrddd mnohocetnd glykosylacni mista. Na asparaginu 281 je
pfitomna N-glykosylace a putativné se na molekule vyskytuje
1 O-glykosylacni misto na serinu 54. Asporin nemd, na rozdil od decorinu a biglycanu,
chondroitinové nebo dermatan sulfatové fetézce. Misto toho ma repetici kyseliny asparagové
(D-repetice), které se vyskytuji v poctu 8—19, typicka délka je 13 molekul kyseliny asparagové
(D13) (Heinegard, 2009). Tato polyaspartitova oblast vaze vapnik a reguluje tvorbu

hydroxyapatitu a mineralizaci kolagenové matrix (Kalamajski et al., 2009).

1.6.2 Asporin a onemocnéni pohybového aparatu

v

Historicky nejprostudovanéjsi je asociace asporinu s onemocnénimi pohybového aparatu.
Polymorfni alela D14 je siln¢ asociovana s patogenezi osteoartritidy kolene a s vyssi prevalenci
u populace vychodni Asie, nikoli vSak u kavkazoidni populace ( Song et al., 2008; Xu et al.,
2015). Podobné je tato alela asporinu asociovdna s ankyldzni spondylitidou a degeneraci

bedernich plotének ve vychodnich asijskych populacich. Dalsi geneticky polymorfizmus (v
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intronu mezi exony 3 a 4) byl asociovan s progresi osteoartritidy ruky v kavkazoidni populaci
(Bijsterbosch et al., 2013). Kritickym regulatorem v prostfedi kloubni chrupavky je TGF, ktery
ma klicovou ulohu v homeostaze chrupavkové tkané a patogenezi osteoartritidy. Asporin blokuje
chondrogenezi a inhibuje expresi TGFPB indukovanych genli extracelularni matrix. Regulace
asporinu pies modulaci TGFB hladiny vytvaii zpétnovazebnou smycku, kdy jeho knock-down
zvySuje expresi chrupavkového TGFp, coz naopak stimuluje expresi asporinu u bun¢k kloubni
chrupavky. Asporin rovnéz kolokalizuje na povrchu bun¢k s TGFB a blokuje aktivaci TGFBII
receptoru (Nakajima et al., 2007).

Podle prvnich studii na mySich tkanich je asporin pievazné exprimovan ve skeletu,
predevs§im u perichondria/periostea chrupavek/kosti, stejn¢ jako u specializovanych tkéni, jako
jsou Slachy, skléra, pojiva kolem svalii a dermis (Henry et al., 2001). Asporin je rovnéZz silné
exprimovan b&hem vyvoje zubu v dentdlnim folikulu, coZ je progenitorové stadium
cement-produkujici tkané, alveolarni kosti a periodontalniho ligamentu (PDL) (Yamada et al.,
2006). U knock-down studii na mySim modelu byl prokazan negativni efekt asporinu na regulaci
PDL diferenciace a mineralizace, ¢imz nedochazi k osifikaci PDL, zachoviava homeostazu
podpirného systému zubu a také inhibuje BMP2 indukovanou diferenciaci. Principem této
inhibice je navdzani ASPN na BMPRI1 receptor, coz vede k inhibici SMAD signalizace
(Tomoeda et al., 2008). V prostredi lidskych kmenovych bunék ze zubni pulpy (hDPSC) byl
asporin exprimovan v ¢asné fazi a klesal s pozdni fazi mineralizace hDPSC (diferenciace na
odontoblasty). To ukazuje, Ze je asporin nutny v rané fazi vyvoje odontoblasti aneni dale

exprimovan v pozdni fazi diferenciace téchto bunék (Lee et al., 2011).

1.6.3 Asporin a nadorova onemocnéni

Nase vyzkumnd skupina identifikovala asporin jako jeden z proteind asociovanych
snadory prsu, kde byl upregulovan u invazivnich karcinomii spolecné s dalSimi proteiny
extracelularni matrix (Turashvili et al., 2007). Jind vyzkumna skupina zatadila asporin mezi
22 gent specifickych pro kostni metastazy nadori prsu (Klein et al. 2009). Kostni metastazy jsou
typické spiSe pro ER/PR+ pozitivni subtyp nez pro triple negativni skupinu nadort prsu
(Vona Davis et al., 2014). Pro triple negativni nadory byl asporin recentné popsan jako nddorovy
supresor (Maris et al., 2015). Indukovana exprese asporinu v modelové linii MDA-MB-231

a MDA MB-468 omezila in vivo nadorovy rist i schopnost metastazovat (Maris et al., 2015).
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U dal$ich typl nadorti se role asporinu muze lisit. Elegantni prace tymu Satoyoshi et al.
(2014) ukazala, ze asporin indukovany nadorovymi buiikami karcinomu zaludku v CAF
recipro¢né podporuje invazi téchto nadorovych bunék, a tim podporuje Sifeni nddoru. Dale byl
asporin nalezen mezi 7 biomarkery upregulovanymi v séru a solidni tkéni pacientl s pokrocilym
karcinomem prostaty (Klee et al., 2012) a byl také vysoce exprimovan v kostnich metastazach

prostatickych nadoria (Stanbrough et al., 2006).

Vliv polymorfizmu D-repetice na progresi onemocnéni byl prokazan i u nadora prostaty,
kdy D14 vhomozygotni nebo heterozygotni konstituci byla asociovdna s metastatickou

rekurenci po terapii (Hurley et al., 2016).

Obr. 4: 3D model struktury asporinu a decorinu.

Modr4 ipka oznaduje N-glykosylaci na Asn®®'.

Modely byly vytvotfeny pomoci Swiss Model (http://swissmodel.expasy.org/) z University of Basel.

1.6.4 Mechanismy oprav poskozeni DNA

Poskozeni DNA vlivem prostfedi mize mit chemickou nebo fyzikalni povahu. Ptikladem
fyzikélnich genotoxickych latek jsou ionizacni zafeni (IR) a ultrafialové zafeni (UV), které mize
samo o sob& zpuisobit 10° 1ézi v DNA za den. IR, RTG zafeni nebo radioterapie zptisobuiji
oxidaci DNA bazi a vytvafi jedno (SSB) nebo dvoutetézcové zlomy (DSB). Koufeni cigaret
napf. zpusobuje Sirokou Skalu adukti a oxidativniho poSkozeni v plicich a ostatnich tkanich

(Ciccia et Elledge, 2010).
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Obecné mohou byt mechanismy odpovédi na DNA poskozeni (DDR, DNA damage
response) rozdéleny na fadu odlisnych, ale funkéné provazanych drah, které zaviseji na typu
poskozeni DNA. VétSina DDR signalnich drah zahrnuje tyto piisné koordinované procesy:

detekce poskozeni DNA, akumulaci reparacnich faktori v misté poSkozeni a fyzickou opravu

DNA léze (Lord et Ashworth, 2012).

V reakci na poskozeni DNA se vyvinulo n€kolik repara¢nich mechanismu specifickych pro
dany typ DNA léze. Spatné sparované DNA béaze jsou nahrazeny spravnymi bazemi
mechanismem opravy zaménénych bazi (MMR — mismatch repair). Mensi chemické zmény bazi
jsou nahrazeny procesem bazové excizni opravy (BER) vysStépenim vadné baze. Komplexné;jsi
1éze jako pyrimidinové dimery a piekfizena vldkna jsou zkorigovany nukleotidovou excizni
opravou (NER) vyjmutim pfiblizn¢ 30 bp (part bazi) kolem poskozené baze. SSB jsou opraveny
reparaci jednotlivého vldkna, zatimco korekce DSB probihd spojovanim nehomolognich konct
(NHEJ) nebo homologni rekombinaci (HR). NHEJ miize vytvafet potencialné chybné
znovuspojeni, zatimco homologni rekombinace piesné reparuje genomickou sekvenci
poskozeného  vldkna  DNA  svyuzitim  sesterské  chromatidy jako  templatu
(Ciccia et Elledge, 2010). Pti NHEJ jsou DSB rozpoznany Ku proteinem, ktery se poté vaze
a aktivuje protein kindzu DNA-PKcs, coz vede k aktivaci enzymt zpracovavajici DNA konce,
polymerazy a DNA ligazy IV. NHEJ sice ma sklon k vytvafeni chyb, ale muze pracovat
v kterékoliv fazi bun&tného cyklu. Naproti tomu HR je omezena na Sa G2 fazi, kdy je
k dispozici sesterské chromatidové vlakno jako templat pro reparaci. I kdyz existuje n¢kolik typt
HR, vzdy je iniciovana vznikem jednovldknové DNA, podporovéna riznymi proteiny jako
MRE11-RAD50-NBS1 (MRN) komplex. Jednovlaknova DNA pfii katalyze RADS51 a BRCAI
a2 proteinll, invaduje do nepoSkozeného templatového vldkna a néaslednou akci polymeraz,
nukledz, helikdz a ostatnich komponent dochdzi k opravé a ligaci DNA. Klicové komponenty
DDR signalizace u sav¢ich bunék jsou ATM a ATR kinazy, které jsou pfitahovany a aktivovany
v misté¢ poSkozeni DSB nebo jednovldknovou DNA obalenou RPA (replication protein A).
Nejvice studovanymi downstream molekulami jsou proteinové kindzy Chkl a Chk2, které
spolecné¢ s ATM a ATR pracuji na sniZeni aktivity cyklin dependentnich kindz (CDK)
prostfednictvim riiznych mechanismt, z nichz n¢které jsou zprosttedkovany p53. Inhibice CDK
vede k zastavé bunééného cyklu v G1-S, intra S a G2-M f4zi, coZ vytvafi prostor pro opravu
DNA [ézi, pted replikaci nebo mitdézou. Paralelné ATM/ATR signalizace zvySuje trankripcné
nebo post-transkripcné efektivitu oprav DNA pomoci faktorii ,,pfivolanych* do mista poskozeni.

Taktéz ATM/ATR kindzy aktivuji reparacni proteiny modulaci jejich fosforylace, acetylace,
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ubikvitinace nebo SUMOylace. Pokud nejsou mechanismy DDR aberantné pozménény, dovoluji
po opravach DNA normalni fungovani bunky. V ptipadé, ze se 1éze neda opravit, spousti DDR
signalizace bunécnou smrt apoptézou nebo senescenci bunék — oboji ma potencidlni

protinadorovy ucinek (Jackson et Bartek, 2009).

PARP (poly-(ADP-rib6za) polymeraza) je dalSim dtlezitym mediatorem oprav SSB a DSB
1ézi v DNA. Inhibice PARP funguje jako novéa strategie 1écby nédorti vajecniki a nadéjné
vysledky byly ziskany také u karcinomil prsu a prostaty (Kim et al. 2015, Mateo et al. 2015).
Inhibitory enzymu PARPI, ktery je dilezitou signalni komponentou mechanismu DDR, a
zejména drahy opravy jednofetézcovych zlomii DNA, jsou nyni testovany v fadé klinickych
pokusti jako nadéjné léky, pfedevSsim u nadord defektnich v mechanismu opravy pomoci
homologni rekombinace. Jde tedy o efekt syntetické letality endogenniho defektu HR u daného
nadoru (typicky mutace BRCA1/2), a sou¢asné inhibice mechanismu, ktery v takovych buiikdch
udrzuje jesté tolerovatelnou miru genomové stability. Tyto inhibitory mohou byt u¢inné nejen u
BRCA mutovanych nadorti a hledani dalSich prediktivnich znaki mize tedy vyznamné rozsifit

jejich tspésné terapeutické vyuziti (Helleday 2016).

Zameéna bazi,

TS 550 DSB Adukty inserce/delece  pyjace bazi

DSB oprava
N
BER HR NHEJ NER Opr. zaménén.bazi prima reverze lézi
' | i | v |
Klitové PARP1 BRCA1 KU70/80 ERCC4 MSH2 MGMT
proteiny XRCC1 BRCA2  DNA-PK ERCC1 MLH1
LIGASE 3 PALB2
ATM
CHEK1
CHEK2
RADS1
l ¥
Typ nédoru Prs, ovarium, pankreas Xero. pigment.  Kolorektum Gliomy
Lé&ivo Inhibitory PARP, platinové soli Platinové soli Metotrexat Temozolomid

Obr. 5: DNA reparacni mechanismy udrZujici stabilitu genomu (Upraveno podle Lord et Ashworth, 2012).
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2 CILE PRACE

2.1 Projekt 1: Vyznam exprese asporinu v invaznich karcinomech prsu
* Nalezeni vhodné nadorové bunécné linie exprimujici asporin a zhodnoceni jeho
prognostické role ve veiejné dostupnych databazich
* Validace anti-ASPN protilatek
* Modulace exprese asporinu v modelové linii Hs578t a nasledné funkc¢ni testy

invazivity a motility riiznych typti bun¢k

2.2 Projekt 2: Mechanismy integrity a nestability genomu v patogenezi
a potencialni individualizovana molekularné-cilena lécba karcinomu

prostaty

* Western blot analyza a porovnani profili vybranych bunécnych linii karcinomu

prostaty po ozareni

*  Zhodnoceni spolecného ptisobeni PARP a DNA-PK inhibitorti a ozafeni

31



3 METODIKA

3.1 Nadorové bunécné linie

V experimentech byly pouzity autentizované prsni nadorové linie s negativnim prikazem
mykoplazmové infekce. Hs578t (z ECACC - Salisbury, UK) byly péstovany v DMEM
(Dulbeccos® Modified Eagles* Medium, Life technologies Carlsbad, CA) obohaceném o 10%
fetalni bovinni sérum (FBS, ThermoScientific, MA, USA), 1% penicilin/streptomycin (Life
Technologies) a insulin (10 pg/ml) (Life Technologies). MDA-MB-231, BT549 a T47D
(zakoupené z ATCC, Rockville, MD, USA) byly kultivovany v DMEM obohaceném o 10% FBS
a 1% penicilin/streptomycin. Primarni fibroblasty z nddori prsu byly laskavé poskytnuty
dr. Kahounovou z Biofyzikalniho ustavu v Brné. Celkov€ jsme pracovali se vzorky od tii
pacientek, které jsme nazvali BCAF3, BCAF4 a BCAF5 (klinické a molekuldrni charakterizace
jsou v metodické casti Simkova et al., 2016). BCAF4 nejrychleji proliferovala a méla pozdni
nastup senescence, proto jsme ji pouzili do nésledujicich experimentl. Tyto bunky byly
péstovany v DMEM obohaceném o 10% FBS a 1% penicilin/streptomycin. Do experimentt jsme

pouzili bunky BCAF4 v pasazi 9—12.

3.2 Normalni fibroblasty ziskané ze zubni pulpy a hDPSC

Normalni fibroblasty ze zubni pulpy byly laskavé poskytnuty prof. Jitkou Ulrichovou
(Ustav lékaiské chemie a biochemie, Univerzita Palackého v Olomouci). Fibroblasty byly
ziskany od zdravych darct, kteti podstoupili excizi tfetich molar. Ziskani a zpracovani tkané
bylo provedeno podle doporuceni etické komise. Izolované fibroblasty byly kultivovany
v DMEM obohaceném 10% FBS a 1% penicilin/streptomycinem. Pro experimenty byly pouzity
buniky mezi 3. a 10. pasédzi. hDPSC (human dental pulp stem cells) z extrahovanych molart
pouzité pii validaci protilatek nam laskaveé poskytl prof. Jaroslav Mokry z Lékaiské fakulty

v Hradci Kréalové (viz metodické ¢ast v Simkova et al., 2016).

3.3 Typy ovlivnéni Hs578t

Hs578t byly pouzity na rizné experimenty zahrnujici invazni testy a prosté zmény
v kultivaci, adhezi a migraci ve 2D uspotadani.

Ovlivnéni TGF B (transforming growth factor ) o koncentraci 10 ng/ml, BMP2 a BMP4
(bone morphogenetic protein 2 a 4) v koncentraci 100 ng/ml byly ptidany do kultiva¢niho media

bez séra k buiikkdm starvovanym po dobu 24 hodin, Hs578t byly nasledné¢ inkubovany po dobu
48 hodin. Kazdy cytokin byl navic na stejnou dobu doplnén cycloheximidem (Sigma-Aldrich,
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Némecko) v koncentraci 10 pg/ml. IGF1 (Insulin like growth factor 1; laskavé poskytl
dr. Santer, Innsbruck Medical University) byl k builkkdm pfiddn v koncentraci 50 ng/ml
a 300 ng/ml na 24 hodin. JAK inhibitor (CAS 457081-03- 7, Merck) byl pfidan v 4 uM
koncentraci k 24 h starvovanym bunkam a sbér probehl po 3, 8 a 24 h. Starvované Hs578t buiky
byly kultivovany v pfitomnosti rekombinantniho lidského insulinu (Life Technologies)
v koncentraci 10 pg/ ml nebo 10 ng/ml po dobu 48 hodin. Zmény v expresi asporinu byly
monitorovany taktéz u bunék kultivovanych v hypoxickych podminkach 3% O,. Kultivace
HS578t ve 3D podminkach bylo dosazeno pomoci polystyrenové matrice Alvetex® (Reinervate,
UK), matrix derivované z bazalni membrany Geltrexu® (Life Technologies) nebo kolagenu typ I
(Purecol®, Advanced BioMatrix, Carlsbad, CA). Doba kultivace byla 12 dni na matrici Alvetex

a 4-5 dni na ostatnich matricich.

3.4 Sferoidni assay

Experimenty se sferoidnim ristem bunék byly provedeny tzv. ,liquid overlay* metodou
(Friedrich et al., 2009). Vybrané bunééné linie byly ptidany v koncentraci 10 000 bunék, ve 100
ul DMEM, na konvexni povrch tuhého 1,5% agarozového gelu (LE, Promega, WI, USA).
96jamkovy panel byl centrifugovan 15 minut pii 1000 ot./min, aby se iniciovalo shluknuti

bunck. Formovani mamosfér bylo pozorovano po 4 dnech kultivace.

3.5 Stabilné transfekované bunéc¢né linie

U MDA-MB-231 a BT-549 byla provedena overexprese asporinu pomoci plné sekvence
ASPN (TrueClone, pCMV6-AC, Origene) anebo ,,open reading frame* (TrueORF, pCMV6,
Origene) s vyuzitim transfekéniho systému Neon (Life Technologies). Selekénim antitbiotikem
pro stabilné transfekované linie byl 0,5 mg/ml geneticin, ktery byl aplikovan po 2 tydny, a pro

delsi kultivaci jsme pouzili 0,1 mg/ml geneticin.

Asporinovy knock-down u bunck HS578t, byl proveden elektroporaci s vyuzitim ,,short
hairpin RNA* (sh17, sh18 nebo sh19 v pRS plasmidu, Origene, plné sekvence jsou uvedeny

v metodické sekci Simkova et al., 2016) a selektovany 1 pg/ml puromycinem v médiu.
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3.6 Test kolagenové fibrilogeneze

Pepsinem extrahovany kolagen (Purecol, Nutacon) byl zneutralizovany 0,1M NaOH
anafedén do 150mM NaCl s 20mM HEPES (pH 7,4). Do roztoku byl piidan rekombinantni
asporin (laskavé poskytl prof. Ake Oldberg, Lund, Svédsko). Nasledovala inkubace pii 37 °C
(indukce kolagenové fibrilogeneze). Zvysujici se hodnota absorbance byla odecitdna kazdou

hodinu pii A = 400 nm. Celkovy odecet byl 8 hodin. Test byl zopakovan dvakrat.

3.7 Adheze a proliferace

Bunécna adheze a proliferace se métily na pristroji XCELLigence Real-Time Cell Analyzer
(RTCA) DP (Roche diagnostic, GmbH, Némecko). Pro méteni adheze bun¢k bylo na desticku
E-plate 16 nasazeno 40 000 bun¢k na jamku a zvySujici se cell index byl monitorovan kazdych

30 sekund po 4 hodiny, po nichZ nasledovalo méteni proliferace po dalSich 64 hodin.

3.8 Scratch assay

Pro méfeni migracni schopnosti bunék se plné konfluentni populace bun€k na 6 cm misce
seskrabla v jednom tzkém pruhu pomoci $pi¢ky z pipety. Bunky rostly ve standardnim médiu
obohaceném o 10 ug/ml mitomycinu C (Roche). Migrujici buiiky byly monitorovany kazdé dve
hodiny po 24 hodin.

3.9 Invazni assay

Bunécna invaze se monitorovala na xCELLigence Real-Time Cell Analyzer (RTCA) DP.
Parentalni nadorové bunécné linie (MDA-MB-231, BT-549 a Hs578t) a jejich knock out/knock
in klony byly pouzity pro nasledujici experimenty. Nejdiive byla testovana invazni schopnost
parentalnich linii Hs578t, MDA-MB-231 a BT-549 na kolagenu I s/bez pfitomnosti
rekombinantniho asporinu (laskavé poskytnut profesorem Ake Oldbergem, University of Lund).
Dno invertované CIM desky (Roche/Acea,CA, USA) bylo pokryto 30 pl 200 pg/ml roztoku
kolagenu I (Purecol®, Advanced BioMatrix, Carlsbad, CA) podle Kalamajski et al., 2009. Po
30 minutach byl zbyly roztok odpipetovan. Horni jamky byly pokryty 30 ul kolagenu s/bez
10nM rekombinantniho asporinu. Pokrytd desticka byla inkubovana pti 37 °C, 6 hodin. Spodni
jamky rezervoarové cCasti destiCky se naplnily 170 pl DMEM s 10% FBS jako
chemoatraktantem, horni ¢ast desky se po uplynuti 6 hodin zaplnila 30 ul DMEM bez FBS a obé&
casti se sepnuly dohromady. Nasledovala 1 hodina ekvilibrace pii 37 °C v inkubatoru.
Po uplynuti této doby se odecetl background media. Poté se do hornich jamek ptidala bunécéna

suspenze ve 100 ul na jamku s naslednou 10 minutovou ekvilibraci v inkubéatoru.

34



Modifikovany postup byl pouzit u invazni assay bunék BCAF4 a T47D, kdy se horni
jamka CIM desky prekryla 30 pl smési 200 pg/ml kolagenu I (Advanced BioMatrix, Carlsbad,
CA) Matrigelem®, (200 pg/ml; Corning, MA, USA) a 15mM D-rib6zou (Sigma-Aldrich),
nasledovand inkubaci pti 37 °C, 1 hodinu. Pied sestavenim obou ¢asti desky se spodni jamky
naplnily 170 ul DMEM s 10% FBS. Zatka z kolagenu/Matrigelu/ribozy se prevrstvila 30 ul SFM
média. Po sestaveni desky nasledovala inkubace 1 hodinu v inkubdtoru. Poté se zmétilo pozadi

media a piidala se suspense starvovanych bun¢k ve100 pl.

Odecitani signalu probihalo pro vSechny experimenty kazdych 10 min po dobu 65 hodin.

3.10 xCELLigence systém

xCELLigence RTCA systém je neinvazivni kontinudlni zplsob méfeni bunécné
proliferace, viability, adheze, migrace a invaze bez nutnosti bunky fixovat a barvit, ktery
zobrazuje zmény bunék v redlném case (piehledné zpracovano v Atienza et al., 2006).
xCELLigence technologie piedstavuje alternativu k tradicnim “end point” testim typu
Boydenovy komirky, kdy se zkoumané buiiky nechaji migrovat z horni jamky pies membranu
s mikropory do spodni jamky s chemoatraktantem. Buiiky, které migrovaly do prostoru druhé

jamky, jsou poté zafixovany, nabarveny a spocitany (Boyden 1962).

Technologie xXCELLigence je zaloZena na méfeni impedance v matricové usporadanych
zlatych elektrodach umisténych na dné jamky (E-16 plate) anebo na vnéjsi stran¢ dna
transwelovych jamek (CIM-plate). Signal se méni podle toho, jak buiiky adheruji/deadheru;i
k povrchu elektrod, ¢imz se méni impedance, kterd se komplexnimi algoritmy pfevede na tzv.
»cell index* (CI). Existuje pifimé korelace mezi poctem adherovanych/migrujicich bun¢k a CI
hodnotou (Roshan Moniri et al., 2015). Impedance se vztahuje k morfologii bun¢k, sile adheze,

porostlé plose elektrod a poctu bunék (Atienza et al., 2006; Ke at al., 2011).

Kromé klasickych testii cytotoxicity, adheze, migrace a invaze je XCELLigence RTCA
mozné vyuZzit i pro dal§i spektrum experimentl, napt. méfeni kardiotoxicity (Xi et al., 2011),
toxicity na modelovych cervech (Smout et al, 2010) nebo pfipadné k mimikovani

hematoencefalické bariery (Sansing et al., 2012).

35
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Obr. 6: Schématické znazornéni méreni signalu technologii xCELLigence

3.11 lzolace RNA, reverzni transkripce and kvantitativni PCR

K izolaci totalni RNA se pouzil RNeasy Mini Kit (Qiagen). Reverzni transkripci s random

hexamery a SuperScript III Reverzni Transcriptizou (Invitrogen) piedchazel pre-treatment

DNAzou I (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). PCR prob¢hla pomoci nasledujicich primera a prob

s UPL probe systémem (Roche). Vyhodnoceni relativni kvantifikace bylo s vyuzitim dCt metody
na TBP jako referen¢niho genu (Pfaffl, 2001).

Tab. 1: Primery a proby pouzité na RT-PCR analyzu

Gen F primer R primer Préba
5'GGGTGACGGTGTT | 5 TTGGTGGTAAGCCT | 2 .BHQl-
aspN | 2 GOBTOAT AGCAAS TTGCAGAAGCAAAACTGACC-
FAM3
5'"CACGAACCACGGC | 5" TTTTCTTGCTGCCAG | > BHQI-
TBP TCTTCACTCTTGGCTCCTGTGCA

ACTGATT 3’

TCTGGAC 3’

CA-HEX3'
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3.12 Colony forming assay
PARP inhibitor (KU58948)

Schéma experimentu bylo nésledujici: den 1 - po pasazi byly buiiky vysety v poctu 1000 bunék
na jamku pro LAPC4 a 500 bun¢k na jamku u DU145 a PC3 linii; den 2 - inkubace s inhibitorem
PARP (poskytnut firmou Astra Zeneca diky spolupraci s prof. Jifim Bartkem); den 3 - ozafeni 2
a 4 Gy. Béhem nasledujici 10denni kultivace bylo tfeti den vyméno médium a soucasné

odstranén derivat, dalsi vymeéna media pak probéhla v 7. den kultivace.
Inhibitor CCI115

Schéma experimentu bylo nasledujici: den 1 - po pasazi byly bunky vysety v poc¢tu 1000 bunék
na jamku pro LAPC4 a 500 bun¢k na jamku u DU145 a PC3 linif; den 2 - inkubace s inhibitorem
DNA-PK (poskytnut firmou Celgene diky spolupraci s prof. Jifim Bartkem) po dobu 2 hodin a
ozéafeni 2 a 4 Gy. Béhem nésledujici 10denni kultivace bylo tfeti den vyméno médium a

soucasn¢ odstranén derivat, dalsi vyména media pak prob¢hla v 7. den kultivace.

Po ukonceni kultivace prob¢hla fixace a barveni kolonii s vice nez 50 bunkami. Po odstranéni
media bylo pfidano 5 ml 70% ethanolu na jamku po dobu 15 minut pfi pokojové teploté.
Nasledovalo promyti vodou a suSeni 5 minut. Krystalova violet’ se aplikovala na 30 minut pfi

pokojové teploté. Po obarveni se jamky promyly vodou a nechaly zaschnout.

3.13 Extrakce proteintl a westernblotova analyza

Celobunééné lyzaty v RIPA pufru (50mM Tris HCI pH 8,0; 150mM NaCl; 1% NP-40
0,5% deoxycholat sodny; 0,1% SDS) obohaceném o protedazové/fosfatdzové inhibitory, byly
inkubovany za neustalého tfepani 1 hodinu na ledu, poté centrifugovany pii 15 000 ot./min pii
4 °C. Po stoceni byl ze zkumavky odsat supernatant a zamrazen az do dalSiho pouziti. 20 pg
celobunééného lyzatu smichané s nanaSecim pufrem bylo elektroforeticky separovano na 10%
Bis-Tris polyakrylamidovém gelu s néaslednym transferem na nitrocelulozovou membranu.
Inkubace membrany s primarni protilatkou (viz tab. 2) v 5% mléku v PBS byla pti 4 °C ptes noc.
Sekundarni protilatka anti-mouse IgG nebo anti-rabbit (oboji konjugované s HRP) (#7076,
#7074, Cell Signaling Technology) byla aplikovana po promyti membrany na 1 hodinu. Detekce

signalu byla pomoci Femto/Dura ECL substratu (Thermo Scientific).
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Tab. 2: Seznam pouZitych primarnich protilatek

Protilatka Dodavatel Zdrojové zviie Katalog. ¢islo Redéni
Anti -ASPN Sigma-Aldrich kralik HPA008435 1:1000
Anti -ASPN Abnova kralik H00054829 1:1000
Anti-ASPN Abcam kralik Ab58741 1:1000
Lund University,
Anti-ASPN prof. Ake kralik ,,in house* 1:2500
Oldberg
Masarykav
Anti-ASPN onkol.ustav, dr. kralik ,,in house* 1:250
Boftivoj Vojtések
Anti —FAK Life ¢ i
pY397 Technologies kralik 44-624G 1:500
anti-GAPDH Sigma Aldrich mys$ G8795 1:10000

3.14 Analyza DDR odpovédi vybranych modelovych linii karcinomu prostaty

Pro stanoveni miry odpovédi na poskozeni DNA jsme provedli analyzu klicovych proteinti
DDR signalnich drah. Pouzili jsme nésledujici adherentni nadorové bunécné linie: DU45
(v 17. paséazi), PC3 (v 16. pasazi), LAPC4 (v 19. paséazi), LNCaP (v 6. pasazi). DU145 a U20S
byly péstovany v DMEM s 10% FBS, 1% penicilinem/streptomycinem. LAPC4 byly
kultivovany v IMDM s 10% FBS, P-S a R1881 (synteticky androgen). PC3 a LNCaP byly
péstovany v RPMI mediu s 10% FBS a P-S. VSechny linie byly péstovany po dosazeni 70%
konfluence a poté ozafeny (4 Gy) pomoci ozafovace na Onkologické klinice FN Olomouc.
Neozatené buiiky ve stejné pasazi a konfluenci slouzily jako kontrola. Sbér a zpracovani bunck
probéhly po 1 hodiné€ od ozéafeni. Celobunécné lyzaty v RIPA pufru (viz ¢ast 3.12) s nanaSecim
pufrem byly elektroforeticky separovany na 10% Bis-Tris polyakrylamidovém gelu s naslednym
transferem na nitrocelulozovou membranu. Inkubace s primarni protildtkou (viz Tab. 3) v 5%
mléku v PBS nebo TBS, byla pii 4 °C pies noc. Sekundarni protilatka anti-mouse IgG nebo
anti-rabbit (oboji konjugované¢ s HRP) (#7076, #7074, Cell Signaling Technology) byla
aplikovdna po promyti membrany na 1 hodinu. Detekce signalu byla pomoci Femto/Dura ECL

substratu (Thermo Scientific).
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Tab. 3: Seznam pouzitych primarnich protilitek pro DDR odpovéd

Protilatka Dodavatel Zdrojové zviie Katalog. ¢islo Redéni
53BP1(H300) Santa Cruz kralik sc-22760 1:500
Akt (pan) (C67E7) Cell Signaling kralik 4691P 1:1000
ATM(D2E2) Cell Signaling kralik 28738 1:500
BRCA1 (D-20) Santa Cruz kralik sc-641 1:1000
DNA-PK Cell Signaling kralik 46028 1:500
H2AX Cell Signaling kralik 25958 1:500
Chk1(G-4) Santa Cruz mys sc-8408 1:500
CHk2(B-4) Santa Cruz mys$ sc-17748 1:500
Ku70 (N3H10) Abcam mys$ ab3114 1:500
Ku80(111) Abcam mys$ ab119935 1:500
MDCl1 Abcam mys$ ab50003 1:1000
Mrel1(31H4) Cell Signaling mys$ 4847pP 1:1000
p21 "in house" mys$ klon wafl 1:1000
p53 (DO-1) Invitrogen my$ AHOO0152 1:500
p95/NBS1 Cell Signaling kralik 3002P 1:1000
pAkt (Ser473) (D9E) Cell Signaling kralik 4060P 1:1000
pAkt (Thr308) Cell Signaling kralik 2965P 1:1000
PARP1 callbiochem my$ AMG68 1:1000
pATM (Ser1981) Cell Signaling my$ 4526P 1:500
PATR (Ser428) Cell Signaling kralik 2853p 1:500
pBRCALI (Ser1524) Cell Signaling kralik 9009P 1:500
p-c-Raf (Ser259) Cell Signaling kralik 9421P 1:1000
pDNAPKcs(S2056) Abcam kralik ab18192 1:500
p-GSK-3B (Ser9) Cell Signaling kralik 9323P 1:1000
pH2A.X Cell Signaling kralik 9718P 1:1000
pChkl1 (Ser296) Cell Signaling kralik 2349pP 1:500
pChk2 (Thr68) Cell Signaling kralik 2661P 1:500
pMrel1(ser676) Cell Signaling kralik 4859 1:1000
pNBS1(343) Cell Signaling kralik 3001P 1:1000
pp53 (Serl?) Cell Signaling mys$ 9286 1:500
p-PTEN (Ser380) Cell Signaling kralik 9551 1:500
pRb(ser780) Cell Signaling kralik 9307P 1:1000
pRb(ser795) Cell Signaling kralik 9301P 1:1000
pRb(Ser807/811) Cell Signaling kralik 9308P 1:1000
PTEN Abcam kralik 184 1:500
Rad50 Cell Signaling kralik 3427P 1:1000
Rad51 (H-92) Santa Cruz kralik sc-8349 1:200
Rb(4H1) Cell Signaling mys$ 9309P 1:1000
RNF168 Abcam mys$ ab58063 1:500
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4 VYSLEDKY

V soucasné dob¢ je nadorové prostiedi vnimano jako stejné vyznamny faktor v nddorové
nadorového rastu piisobit inhibicné, ale pozdé€ji poskytuje fadu protumorigennich stimult (Quail
et Joyce, 2013). Konkrétni uloha malych proteinii bohatych na leucin (SLRP) je v soucasnosti
studovana predevSim na decorinu, archetypalnim zéastupci SLRP proteinti, ktery phsobi jako
nadorovy supresor (Neil etal., 2012). Asporin naproti tomu vystupuje bud jako pozitivni
prognosticky faktor u nadort prsu (Maris et al., 2015) nebo mtze byt spojen s invazivnim riistem
nadort Zaludku (Satoyoshi et al. 2014). Pomoci fady testil jsme se snaZzili roz§ifit naSe soucasné

chéapani role asporinu v progresi karcinomu prsu.

41 Vyuziti verfejnych databazi pro ziskani experimentalniho modelu

a zhodnoceni klinického vyznamu exprese asporinu

Pro vyhledani bunécné linie pozitivni na asporin jsme pouzili databidze Gene Expression

Omnibus  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) a Array Express (https://www.ebi.ac.uk/
arrayexpress/). Buiiky Hs578t byly jedinou linii odvozenou od karcinomu prsu s expresi asporinu
(viz ,,Supplementary Figure 1 v Ptiloze 2, Simkova et al., 2016), coz jsme potvrdili na mRNA i

proteinové Urovni (viz nize).

Databaze KMPLOT zahrnuje fadu studii, které¢ analyzovaly cely transkriptom pomoci
Affymetrix €ip u ctyf solidnich nadord, véetné karcinomu prsu. NaSe detailni metaanalyza
ukézala, Ze u dobfe diferencovanych nadort je vysSs$i exprese asporinu spojena s lepSim RFS

(relapse free survival), ale u karcinomt s gradem 3 je tomu naopak (Tab. 4, Obr. 7).
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Obr. 7: KMPLOT analyza exprese asporinu s celkovym preZivanim pacienti

Vysoka exprese asporinu je asociovana se signifikantné zhorSenym bezptiznakovym piezitim u obou typt
receptor pozitivnich i negativnich tumorti s gradingem 3, konkrétné s metastazami do lymfatickych uzlin.
HR, hazard ratio; N, pocet pacienti v KMPLOT analyze.
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Tab. 4: Prognosticka hodnota vysoké exprese asporinu u subtypi nadoru prsu

subtype* status** 5;;’5;?:“ RFS patients status Bzi)ugenostic (O} patients status 5;;’5:05ﬁc DMFS patients
Any any 0.43 3554 any ~ 0.046 1117 any 0.42 1609
ER+ ~ 0.067 1802 ER+ P 0.0012 377 ER+ NS 0.0014 577
ER- b 0.041 671 ER- 0.16 142 ER- 0.57 170
Her2+ N 0.081 168 Her2+ n.d. 28 Her2+ 0.5 111
Her2- o~ 0.048 756 Her2- 0.25 62 Her2- 0.18 82
LN+ 0.14 945 LN+ 0.33 197 LN+ 096 337
LN- 0.61 1813 LN- M 0.034 425 LN- M 0.035 896
Gl A 0.0013 308 Gl 0.13 135 Gl 0.48 172
G2 A 0.0039 724 G2 2D 0.00053 287 G2 AP 0.0021 495
G3 N 0.014 723 G3 0.33 347 G3 0.21 391
G3 ER+ i 0.028 235 G3 ER+ 0.58 96 G3 ER+ 0.51 132
G3 ER- I 0.0035 293 G3 ER- N 0.13 109 G3 ER- N 0.068 125
G3 Her2+ 0.67 87 G3 Her2+ n.d. 25 G3 Her2+ 0.93 54
G3 Her2- I 0.0025 239 G3 Her2- 0.066 46 G3 Her2- 0.19 37
G3 LN+ I 0.00015 271 G3 LN+ 0.32 122 G3 LN+ 0.35 123
G3 LN- 0.57 381 G3 LN- 0.38 160 G3 LN- 0.35 269
G3 ER+ LN+ 4 0.041 117 G3 ER+ LN+ 0.22 40 G3 ER+ LN+ 0.9 48
G3 ER+ LN- 0.85 114 G3 ER+ LN- 0.36 54 G3 ER+ LN- 0.75 81
G3 ER-LN+ yyu 0.0067 106 G3 ER- LN+ 0.21 35 G3 ER- LN+ n.d. 27
G3 ER- LN- 0.3 182 G3 ER- LN- 0.31 72 G3 ER- LN- 026 96
G3 Her2- LN+ 4y 0.0055 115 G3 Her2- LN+ 0.18 30 G3 Her2- LN+ n.d. 14
G3 Her2- LN- 0.48 123 G3 Her2- LN- n.d. 16 G3 Her2- LN- n.d. 23
luminal A any 0.12 1764 any ~ 0.043 504 any T 0.074 918
ER+ M 0.027 1205 ER+ N 0.0034 262 ER+ 2 0.048 419
ER- 0.57 83 ER- 0.77 28 ER- 0.91 20
LN+ M 0.022 453 LN+ AP 0.00033 71 LN+ 0.4 167
LN- A 0.042 999 LN- 0.29 221 LN- T 0.065 546
G3 ¢ 0.12 169 G3 0.5 73 G3 039 97
luminal B any I 0.02 1002 any 0.52 320 any 0.77 361
ER+ I 0.0039 556 ER+ 0.69 99 ER+ 0.91 146
ER- 0.88 128 ER- 0.28 22 ER- 0.81 28
LN+ Iy 0.017 275 LN+ 0.5 43 LN+ 0.61 87
LN- 0.63 446 LN- N 0.091 80 LN- 0.38 171
G3 0.12 209 G3 0.24 96 G3 0.69 95
basal any N 0.079 580 any 0.5 204 any 0.23 219
Subtype ER+ 0.41 36 ER+ n.d. 14 ER+ n.d. 10
ER- N 0.038 339 ER- 0.19 60 ER- 039 74
LN+ Iy 0.042 144 LN+ 0.31 52 LN+ 046 48
LN- 0.69 291 LN- 0.67 96 LN- 0.74 134
G3 0.17 263 G3 0.59 129 G3 0.57 136

*

kk

Molekularni subtypy byly ziskany genovym expresnim profilovanim KMPLOT

(http://kmplot.com/analysis/). Her2 molekularni subtyp neni zobrazen.
Protein. Exprese estrogenového receptoru (ER+, ER-) se mtze liSit od mRNA exprese, ktera se vyziva

pro molekularni klasifikaci.
*#*  §ipky oznacuji pozitivni (1) nebo negativni (|) prognostické hodnoty vysoké exprese asporinu.
Significance p < 0.01, p <0.05 a trend p <0.15 jsou zdiraznény jednou, dvéma nebo tfemi Sipkami.

n.d. ,,not done” méné nez 30 pacientd v souboru; RFS, relapse free survival; OS, overall survival; DMFS,

distant metastasis free survival
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4.2 Validace anti ASPN protilatek

Abychom potvrdili pfitomnost asporinu u nddorové prsni linie Hs578t a jednoznacné
vyvratili expresi asporinu u linii MDA-MB-231 a BT-549, bylo nutné najit spolehlivou
protilatku. Do soucasné doby jsou dostupné pouze polyklonélni anti-ASPN protilatky, a proto
jsme vyuzili néasledujicich 5 vybranych protilatek: Proteinatlas/Sigma HPA008435,
Abnova H00054829-D01P, Abcam ab58741, protilatku poskytnutou prof. Oldbergem z Lundu
avlastni protilatku pfipravenou ve spolupraci s dr. Vojtéskem zBrna (antigen
TVELEDFKRYKELQR). Dalsi informace jsou poskytnuty v ,,Supplementary Table 2 v ptiloze
2. (Obr.S2 v Simkova et al., 2016). Vysledky na gingivalnich fibroblastech a prsnich liniich
nebyly jednoznacné, a proto jsme hledali dalsi pozitivni kontroly. Lee et al. (2011) popsali
markantni navySeni exprese asporinu béhem odontogenni diferenciace lidskych kmenovych
buné¢k ze zubni pulpy (hDPSC), coz se nam podafilo reprodukovat ve spolupraci s dr. Soukupem
z Hradce Kralové (Obr. 8). Nejspolehlivéjsi vysledky jsme ziskali s protilatkou
Proteinatlas/Sigma HPA 008435, kterou jsme pouzili v dalSich experimentech (Obr. 8).
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Obr. 8: Validace protilitky anti-ASPN HPA 008435 u prsnich nadorovych bunécnych linii,
gingivalnich fibroblasti a lidskych kmenovych bunék ze zubni pulpy.

Cerna $ipka ukazuje silnou upregulaci asporinu u hDPSC bun&k po ododntogenni diferenciaci. Stabilng

transfekované BT-549 - ASPN bunky sORF asporinovou sekvenci vykazovaly posun

v elektroforetické mobilité diky vétsi molekulové hmotnosti bandu. Inkubace primarni protilatky probéhla pii

4°C pres noc, v 5% mléku v PBS.
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4.3 Regulace asporinu BMP4 starvaci a kultivaci na 3D matrici u Hs578t

Modulaci exprese asporinu u Hs578t bunék jsme testovali po né€kolika typech ovlivnéni.
TGFp zvysuje expresi u chondrocytt (Kou et al., 2007; Duval et al., 2011), nicméné v naSem
piipadé jsme nezaznamenali signifikantni zvySeni u bunék Hs578t (obr. 9A). Cytokiny BMP2 a
BMP4 zrodiny TGFB zvySuji uroven asporinu u bunék peridontalniho ligamentu
(Yamada et al., 2006). BMP2 byl bez efektu u Hs578t (obr. 9A), ale po ovlivnéni BMP4 jsme
pozorovali sniZzeni exprese asporinu, stejn¢ jako fosforylace kinazy FAK (pY397). Vliv BMP4
jsme vidé€li i na arovni mRNA (ddCt 3,77, coz koresponduje s cca 14ndsobnou downregulaci
mRNA). V porovnani s médiem s 10% FBS m¢la kultivace bunck Hs578t v bezsérovych
podminkach piekvapivé vyrazny vliv na aroven asporinu (obr. 9D). Na trovni mRNA jsme
pozorovali primérnou ddCt 4,03 korespondujici s piiblizné 16nasobnou upregulaci. Hypoxické
podminky pii péstovani ve standardnim ani bezsérovém médiu neméla vyrazny vliv na
asporinovou expresi (obr. 9B). Jak bylo zminéno vySe, asporin inhibuje fibrilogenezi kolagenu,
¢imz muze ovliviiovat charakter extracelularni matrix. Z toho divodu jsme testovali kultivaci
Hs578t na riznych 3D matricich. Kolagen typu I ani Geltrex nemély zadny vliv, avSak
polystyrenova matrice Alvetex® zvysila asporinovou expresi jak na proteinové (obr. 9 B,C), tak
na mRNA urovni (zhruba 8 nasobna upregulace).
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Obr. 9: Glykoprotein asporin u Hs578t nadorové bunécné linie.

(A) Asporin je konzistentné upregulovan u bunék v bezsérovém mediu a downregulovan po dvoudennim ovlivnéni
100 ng/ml BMP4. Tento cytokin taktéZ snizil fosforylaci fokalné adhezni kinazy (FAKy397). Slaba downregulace
TGFp byla pozorovana pouze u jednoho replikatu. Translace byla paralelné inhibovana 10 pg/ml cycloheximidem,
coz vedlo k downregulaci asporinu, ale ne FAK. (B) Exprese asporinu byla zvySena po 12denni kultivaci na
polystyrénové matrici Alvetex® (3D) v porovnani se standartni 2D kultivaci. (C) Fixované Hs578t bunky, zalité
v parafinu a nabarvené hematoxylin-eosinem na matrici Alvetex®, vykazuji syt¢ rGZovou cytoplazmu, tmaveé
fialové jadro a tzv. stelarni tvar. Zvétseni 1000x. (D) Ctyfdenni kultivace Hs578t v hypoxickych podminkach
neméni expresi asporinu. (E) Exprese asporinu je snizena po stabilni transfekei tfemi riznymi shRNA. (F) Invaze
byla zpomalena u bung¢k se stabilni expresi sh17, 18 i 19 (parentalni buriky zobrazeny zeleng, kontrolni buiiky se
scrambled shRNA Cervené, sh17 modte a sh19 purpurove; shl8 nezobrazena). Chybové tisecky udavaji standardni
odchylky ze 4 jamek. VSechny experimenty byly provedeny 3krat. Zobrazeny jsou reprezentativni vysledky.
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4.4 Vlivdownregulace asporinu na migraci, invazivitu a sferoidni riist Hs578t

Abychom odhalili efekt snizeni exprese asporinu na migraci, invazi a tvorbu sfér, pfipravili
jsme tii stabilni klony Hs578t s riiznymi shRNA. Uspé&$na downregulace byla potvrzena na mRNA
(ptiblizné 40nasobna downregulace) i proteinové trovni (obr. 9E). Downregulace asporinu neméla
vliv na proliferaci, migraci ani na sferoidni rGst (data neuvedena), ale zpomalila invazi pies

kolagenovou zatku (obr. 9F).

U asporin negativnich BT-549 a MDA-MB-231 bunc¢k jsme piipravili stabilni klony
s expresnim vektorem (ORF, open reading frame). Hladina mRNA byla vyrazné zvysena, pficemz
na western blotu byl viditelny band se snizenou mobilitou. U téchto stabilnich kloni jsme
nepozorovali zmény v proliferaci, adhezi, migraci ani invazivité (data neuvedena). Zajimavym
poznatkem bylo, ze se nam opakované nepodatilo pfipravit stabilni klony s plnou sekvenci asporinu

(vCetné 5'a 3' UTR).

4.5 Invazni testy

4.5.1 Vliv asporinu na kolagenovou fibrilogenezi
Skupina prof. Oldberga z Lundu popsala schopnost asporinu inhibovat fibrilogenezi
kolagenu I (Kalamajski et al., 2009). Tyto vysledky se nam podaftilo reprodukovat s poskytnutym

rekombinantnim proteinem u kolagenu typu I o koncentraci 50 pg/ml i 200 pg/ml (obr. 10).
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Obr. 10: Rekombinantni asporin inhibuje fibrilogenezi kolagenu typu I
Fibrilogeneze kolagenu probihala pti 37 °C za pfitomnosti/nepfitomnosti rekombinantniho asporinu.
Zvysujici se hodnota absorbance byla odecitana kazdou hodinu pii A=400 nm.

Abychom ur¢ili schopnost vybranych modelt invadovat ptes kolagenovou zatku, ptipravili
jsme sérii tfi koncentraci kolagenu (800, 200 and 50 pg/ml). VSechny testované linie invadovaly
nejoptimalnéji pfes 200 pg/ml kolagen, ktery byl pouzit 1 v jiné studii (Sodek et al., 2008).
Stejnou koncentraci jsme dale pouzili na test invazivity s rekombinantnim asporinem. Veskeré

adhezni a invazni testy probé&hly na pfistroji xCelligence (Roche diagnostic).
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Obr. 11: Invaze BT549 a MDA-MB-231 pres kolagenovou $kalu

Oba bunééné modely byly starvované 6 hodin a invadovaly pfes $kalu kolagenu I (koncentrace 800 pg/ml
Cerveng, 200 pg/ml zelené, 50pg/ml modie a coating BSA fialové). Medium s 10% FBS ve spodni jamce
CIM desti¢ky bylo pouzito jako chemoatraktant. Cteni signalu probéhlo kazdych 10 minut po 27 hod.
Chybové tisecky udavaji standartni odchylky ze 4 jamek.

Pro kvantitativni stanoveni rozdilu v invazivit¢ naddorovych bun€k byl pouzit kolagen
200 pg/ml ptipraveny s 10nM rekombinantnim asporinem nebo bez néj. Linie MDA-MB-231
(obr. 12 A) a BT549 (obr. 12 B) vykazovaly zvySenou invazivitu pies kolagen s asporinem
v porovnani se zdtkou bez asporinu. Hs578t builky nevykazovaly zmény v invazivité pies

kolagen za pfitomnosti rekombinantniho asporinu a bez n¢j (data neuvedena).
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Obr. 12: Asporin zvySuje invazi MDA-MB-231 a BT-549 pies kolagenovou zatku

Oba bunééné modely byly starvované 6 hodin. Kolagenova zatka s 10nM asporinem (zelen€) a bez asporinu
(Cervené) fungovala jako bariéra pro invazi a médium s 10% FBS ve spodni jamce CIM desti¢ky bylo
pouzito jako chemoatraktant. Cteni signalu probé&hlo kazdych 10 minut po dobu 42 hodin. Chybové tsecky
udavaji standardni odchylku méfeni ze 4 jamek. Experiment byl proveden tfikrat a reprezentativni vysledek

je zobrazen.
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4.6 Snizeni exprese asporinu v nadorové asociovanych fibroblastech

shizuje jejich koordinovanou invazi s nadorovymi burnkami

Na zéklad€ pozadavkii oponentl naseho vysledkového ¢lanku jsme testovali tfi rizné CAF od
pacientek s nddorem prsu. Pro experimenty jsme pouzili CAF s nejrychlejsi proliferaci (oznaceny jako
BCAF4). Satoyoshi et al. (2014) popsal vyznam asporinu pro spole¢nou invazi CAF a nadorovych
bunék u karcinomu zaludku. Pro testy spolecné invaze jsme vybrali prsni linii T47D, ktera ma nizky
invazivni potencial. Zaroven je modelem luminalniho subtypu B, u kterého jsme pozorovali asociaci
vysSi exprese asporinu s horSim RFS (Tabulka 4). Na zaklad¢ naSich vysledklli usuzujeme, ze T47D
buiiky prochdzi pfes matrix spolecné (obr. 13). Invaze samotnych CAF i v kombinaci s T47D je
snizena po tranzientni trasfekci shRNA proti asporinu. Podobné jako Hs578t, BCAF4 bunky
vykazovaly zvySenou expresi asporinu po kultivaci na 3D matrici Alvetex® (obr.13).
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Obr. 13: SniZeni koordinované invaze CAF a T47D po downregulaci asporinu

(A) Spole¢na invaze BCAF4 a T47D bunék pres zatku slozenou z kolagenu typu I, Matrigelu ® a ribozy. Pro
invazni testy bylo pouzito vzdy celkem 70 000 bunek (70 000 T47D cervené, 70 000 BCAF4 zelen¢, 35 000
BCAF4 fialové a modie je zobrazena spole¢nd invaze BCAF4 a T47D po 35 000). (B) Western blot analyza
ukazala downregulaci asporinu po shRNA a upregulaci po kultivaci na 3D Alvetex matrici (C). (D) Downregulace
asporinu zpomalila invazi samotnych BCAF4 i v kombinaci s T47D burikami (BCAF4 ctrl sShRNA zelené, BCAF4
shRNA 18 cervené, BCAF4 ctrl shRNA spolec¢né s T47D purpurové, BCAF4 shRNA18 spolecné s T47D modre).
Vsechny experimenty byly provedeny 3krat a reprezentativni bloty/grafy jsou zobrazeny.
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4.7 Vliv ozareni na DDR u vybranych bunéénych prostatickych linii

Znalost stavu komponent signalizace a opravy poskozené DNA, spolu s dostupnosti
chemickych inhibitort klicovych enzymu téchto drah, jako PARP nebo DNA-PK, by mohly byt
vyuzity v individualizované 1é¢b¢é u karcinomu prostaty, zejména v kombinaci se standardni
1é¢bou napftiklad ionizujicim zéfenim. S cilem pfispét v této oblasti jsme provedli charakterizaci
panelu prostatickych nadorovych linii a jejich molekularnich parametri, zamétenou na predikci
citlivosti k PARP inhibitoru poskytnutého nam firmou AstraZeneca (obr. 15A, 16, 17, 18).
Paraleln¢ bylo provedeno rovnéz testovani inhibitoru kinazy DNA-PK (CCI115), ktera ma

vyznam pfi nepiesné opraveé dvoutetézcovych zlomi (obr. 15B).

Bunécnd linie DU145 byla nejvice odolnd vi¢i kombinovanému plisobeni ionizujiciho
zafeni s inhibitory PARP 1 DNA-PK (obr. 15). Western blot analyza naznacila, ze u této linie
muze byt slabsi aktivace kindzy ATM a nizsi hladina DNA poSkozeni dle YH2AX (Obr. 16).

Obrazek 17 shrnuje vysledky pro drahy p53, Rb a PI3K, které jsou vesmés v souladu
s dostupnymi informacemi o studovanych liniich. Linie DU145 ma aberantni drahy nadorovych
supresortt p53 1 Rb (Gurova et al., 2003; Sharma et al., 2007) s intaktnim PTEN (Whang et al.,
1998). Bunécna linie PC3 ma zcela deletované nadorové supresory pS3 a PTEN (Tanaka et al.,
2005). Delece PTEN a aktivace drahy Akt je charakteristickd i pro androgen receptor pozitivni
linii LNCaP, ktera vSak netvoii kolonie a nebyla testovana pro citlivost na PARP inhibitor
(Bromfield et al., 2003; Toren et al., 2016). Dalsi androgen receptor pozitivni linie LAPC4 ma
mutovany p53 (Liu et al., 2011) a intaktni PTEN (Whang et al., 1998).

Sledované linie nevykazovaly vyrazné zmény v expresi PARP, ubiquitin ligizy RNF168
a vybranych proteinti dilezitych pro HR a NHEJ (obr. 18). Bunecna linie U20S odvozena od
osteosarkomu je béZnym modelem pfii studiu signalizace DNA poSkozeni a naslednych oprav

a byla pouzita jako referen¢ni kontrola pro western blot analyzu panelu prostatickych linii.
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Obr. 15: Reprezentativni vysledky klonogennich testii (colony forming assay) na vybranych liniich

karcinomu prostaty

A) Kombinované ptisobeni ozareni (2 a 4 Gy) s inhibitorem PARP (KU58948, 24 hodin pfed ozafenim).
B) Kombinované plsobeni ozafeni (2 a 4 Gy) a DNA-PK inhibitoru (CC-115, 2 hodiny pted ozarenim).
Ovlivnéné buiiky byly nasledné inkubovany 10 dnii v bézném kultivacnim mediu. Kolonie obsahujici vice

nez 50 bunék byly fixovany a barveny krystalovou violeti. Tyto experimenty byly provedeny ve spolupraci
s Dr. Gabrielou Kofinkovou.
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Obr. 16: Aktivace signalnich drah DNA poSkozeni u bunéénych linii karcinomu prostaty.

V kratkém intervalu 1 hodinu po ozatreni 4 Gy

jsou aktivované kindzy ATM a Chk2, spolecné s komplexem

MRN. Aktivace ATM a H2AX se jevi nizsi u linie DU145.
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Obr. 17: Nadorové supresory a draha PI3K u bunéénych linii karcinomu prostaty.

Exprese jednotlivych proteini odpovida zndAmému muta¢nimu stavu danych linii. V kratkém intervalu 1 hod
po ozafeni 4 Gy nejsou patrné vyrazné rozdily v expresi ani fosforylaci.
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Obr. 18: Western blot analyza senzoru, mediatori a efektori v signalizaci poskozeni DNA

PARP-1, DNAPK ,
Vybrané proteiny zapojené do opravy poskozené DNA. Po ozateni 4 Gy dochazi k oéekavané fosforylaci

BRCAL1 a DNA-PK. Exprese dalsich proteini se po hodinové inkubaci neméni.

4.8 Vymezeni mého podilu prace:

Aktivné jsem se podilela na experimentech zahrnujicich monitoring asporin pozitivnich
bunéénych linii. Provadéla jsem kultivaci modelovych bunék, pfipravu proteinovych lyzati
s ndslednou imunodetekci pomoci western blotu, izolaci nukleovych kyselin, reverzni
transkripci, kvantitativni PCR a vyhodnocovani dat.

Déle jsem provadéla funkéni in vitro experimenty zahrnujici rliznd ovlivnéni pomoci
cytokind. Optimalizovala jsem a provadéla testy s 3D kultivaci, adhezi, migraci, invazi a ristem

modelovych bunék ve sférdch. Optimalizovala jsem a aplikovala podminky transfekce na

vybranych bunéénych liniich. Rovnéz jsem provedla KMPLOT analyzu u nadort prsu.

V ¢asti vénované odpovédi nddorovych linii prostaty na ozafeni a inhibici PARP nebo
DNA-PK jsem provadéla kultivaci bun€k, ozafovani, western blot analyzu a rovnéz jsem se
podilela na analyze klonogenniho ristu.

ObdrZend data byla publikovana (Simkova et al, 2016 - ptiloha ¢. 1; Oplustilova et al.,
2012 — ptiloha €. 3) a prezentovana na domacich i zahrani¢nich konferencich a seminéatich (viz

kapitola 7).
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5 DISKUZE

Siteni nadorovych bunék z primarniho nadoru do okolnich tkani i vzdalenych organi je
urcujici mirou malignity a ptimo souvisi s klinickym pribéhem onemocnéni. Béhem invazivniho
procesu nadorové bunky aktivuji okolni stroma, dochédzi k zanétlivé reakci a angiogenezi.
Vlastni invaze je umoznéna snizenou bunécnou adhezi a zvySenou motilitou a je doprovazena

destrukci bazalni membrany a remodelaci extracelularni matrix (Kharaishvili et al. 2014).

SoucCasny posun ve vnimani bilateralni kooperace mezi nadorem a mikroprostiedim
vyzaduje komplexni 3D modely k odhaleni modifikovanych drah (Correira et al., 2012). Nas
model invazivni prsni nadorové linie Hs578t vykazoval vysokou upregulaci asporinu po
kultivaci na polystyrénové matrici Alvetex. Polystyrenova matrice je tuzsi nez kolagen a Geltrex
azvySeni exprese asporinu Vv Alvetexu milze souviset s fenoménem ,solid stress*
(Kharaishvili et al., 2014; Stylianopoulos et al., 2012). Skupina prof. Jaina charakterizovala
zvySené pnuti uvnitt nadort (tzv. solid stress), coz ma mimo jiné za nasledek utlac¢eni krevnich
1 lymfatickych cév (Stylianopoulos et al., 2012). To vede jednak k horSimu zasobeni nadoru
zivinami a kyslikem, ale také ke sniZeni u¢inku chemoterapeutik. Zminéna vyzkumnd skupina
dale ukézala, ze pro utlateni cév ma rozhodujici vyznam hyaluronan a kolagenova matrix
(Chauhan et al. 2013). Autofi dale zjistili, Ze inhibitor angiotensinu losartan sniZzuje stromalni
expresi zminénych komponent extraceluldrni matrix, uvoliiuje kompresi cév a zlepSuje odpoveéd’
na chemoterapii v my$Sim modelu nadorli prsu a pankreatu. Asporin piimo interaguje
s kolagenem a muze byt rovnéz dilezity pro zménénou strukturu naddorového mikroprostiedi.
Hypoxické prostredi nadora také indukuje expresi lysyl oxidazy, kterd vytvaii kovalentni vazby
mezi kolagenovymi vldkny, coZ zvySuje tuhost matrix a vede ke zvySené integrinové signalizaci
anadorové progresi (Levental et al. 2009). V nasi praci jsme nepozorovali zvySeni exprese
asporinu v Hs578t v atmosféfe s 3 % kysliku, nicméné v dalSi etapé bychom experiment radi

zopakovali v podminkéch s 0.1 % kysliku, které¢ 1€pe simuluji hypoxicky stav nadorech.

Na rozdil od chondrocytli nebo bun&k peridontalniho ligamentu nebyla exprese asporinu
zménéna u bunék Hs578t po ovlivnéni TGF nebo BMP2 (Duval et al., 2011; Yamada et al., 20006).
Asporin byl v§ak u Hs578t lehce sniZzen po ovlivnéni BMP4. Exprese BMP4 je obecné snizena
u invazivnich karcinomil prsu, pfi¢emz jeho signalizace je dilezitd pro udrZovani dormantniho
stavu nddorovych bunék (Kretschmer et al., 2011; Gao et al.,, 2012; Wan et al., 2013).
Prekvapivym vysledkem byla zvySend exprese asporinu po sérové starvaci. Predpokladame, Ze

indukce asporinu mize vést ke zvySené motilit¢ smérem k mistim s lepSim zdrojem energie.
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Upregulace po kultivaci buné€k v bezsérovych podminkach byla popséana i pro jiné proteiny, napf.

glukozou regulované chaperony (Levin et al., 2010; Lee, 2014).

Z Hs578t byly odvozeny invazivngjsi sublinie pomoci opakované invaze pies matrigel,
pricemz byla rovnéz provedena Affymetrix analyza (Hughes et al., 2007 a 2008). U invazivnéjsi
sublinie (obohacené o CD44+/CD24— populaci) byla snizend exprese lumicanu a decorinu, které
mohou byt spole¢né regulovany s asporinem po 1é¢be nadord prsu pomoci inhibitori aromatazy
(Mackay et al., 2007). Podle emailové komunikace s korespondujici autorkou McDonell
(Hughes et al., 2007 a 2008) vsak exprese asporinu nebyla zménéna u zminéné invazivnéjsi
sublinie. Podle GSE25743 nebyl také u Hs578t bun¢k patrny rozdil v expresi asporinu po stabilni
transfekci EpCAM (Gostner et al., 2011). Linie Hs578t i MDA-MB-231 maji relativné velkou
CD44+/CD24— subpopulaci s vlastnosti kmenovych buné€k, pro jejichz rhst je zasadni
JAK2/STAT3 signalni draha (Marotta et al., 2011). Podle této prace jsme u Hs578t otestovali
JAK inhibitor, ktery vSak nevykazoval vliv na expresi asporinu (mRNA ani protein, data
nezobrazena). Soucasti standardniho kultivacniho média pro Hs578t je insulin, nicméné ani

u tohoto hormonu (a ,,insulin-like growth factor 1) jsme nezjistili zménu exprese asporinu.

Dal$i modelové linie triple-negativniho karcinomu prsu, MDA-MB-231 a BT-549,
invadovaly rychleji pfes kolagenovou barieru obohacenou o rekombinantni asporin v porovnani
s matrix bez asporinu. Vysvétlenim muze byt méné¢ denzni kolagen v dusledku asporinem
inhibované kolagenové fibrilogeneze (Kalamajski et al., 2009). Invaze Hs578t buné¢k, které
produkuji asporin endogenné, nebyla ve stejnych podminkéch nijak ovlivnéna. Je vSak dualezité,
ze po downregulaci asporinu se snizila schopnost Hs578t invadovat ptes kolagenovou bariéru.
Vysvétlenim miiZze byt pozorovani u modelu karcinomu zaludku, kde asporin pfimo interagoval

s CD44 a aktivoval Racl a néasledné i invazivni rist nadorovych bunék (Satoyoshi et al., 2014).

Velké usili vyZzadoval vybér spolehlivé protilatky proti asporinu. Pro validaci protilatky
pouzitelné pro western blot analyzu byla dalezitd prace Lee et al. (2011), kterd prokazala
vyraznou indukci asporinu béhem odontogenni diferenciace kmenovych bunck ze zubni pulpy.
Ve spolupréci s dr. Soukupem se ndm podatfilo toto pozorovani reprodukovat na trovni mRNA
1 proteinu, avSak pouze sjednou protilatkou od producenta ProteinAtlas (dodavatel Sigma
Aldrich). ProteinAtlas provadi validaci i pomoci tzv. CMA (cell microarray, obdoba tissue
microarray). Podle tohoto protokolu, kdy jsou builky imobilizované v agardze, fixované ve
formalinu a zalit¢ do parafinu (Andersson et al., 2006), jsme ve spolupraci s dr. Kharaishvili
pfipravili sadu bunck se znidmou mRNA hladinou asporinu a provedli paralelni test

imunohistochemického barveni. Bohuzel vysledky imunohistochemie nekorelovaly se znamou
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mRNA expresi, coz miize byt zpisobeno nespecifickymi interakcemi, které jsou patrné na
western blotu u vSech protilatek. Z tohoto divodu jsme imunohistochemické barveni
pacientskych vzorki dale neprovadéli a pouzili novy systém in situ hybridizace RNA scope (viz
nize). Presto jsou i ve velmi kvalitnich ¢asopisech publikovany vysledky imunohistochemie
s touto protilatkou (Orr et al., 2012; Satoyoshi et al., 2014; Maris et al., 2015), coz podtrhuje
vyznam mezindrodni vyzvy REMARK (Reporting Recommendations for Tumor Marker
Prognostic Studies) pro kvalitni validaci novych markera i nastroji pro jejich detekci (MsShane
et al., 2005). Nase pochybnosti o vhodnosti této protilatky pro imunohistochemii rovnéz
podporuje fakt, Ze zminénd protilatka ProteinAtlas #HPA008435 jiz neni nejméné¢ dva roky
komerc¢né dostupna. Podle emailové komunikace se zastupci firmy Sigma Aldrich i Protein Atlas

se pry nepodaftilo docilit potiebné kvality u nové Sarze této protilatky.

Pomoci in situ hybridizace RNA scope jsme detekovali ve vzorcich duktilnich
i lobularnich invazivnich karcinomt pozitivitu zejména u fibroblastl asociovanych s nadory, coz
je v souladu s publikovanymi daty z fady solidnich nadorti (napt karcinomy prsu, prostaty nebo
zaludku) (Orr et al., 2012; Satoyoshi et al., 2014; Maris et al. 2015, Hurley et al. 2016). CAF
jsou svym charakterem podobné myofibroblastim s expresi a smooth muscle aktinu, ktery je
taktéz exprimovan tzv. myoepitelovémi Hs578t (Leccia et al., 2012). Hs578t a SNB-75 nadorové
bunécéné linie, které vykazovaly nejvyssi expresi asporinu v souboru NCI-60, mély taktéz
nejvyssi expresi o smooth muscle aktinu (obr. S1B v Simkova et al., 2016 nebo GDS4296).
Exprese asporinu byla popsana i1 v dal$ich bun&¢nych liniich odvozenych od karcinomu Zaludku

(Ding et al. 2015).

Recentni publikace Maris et al. mechanisticky popsala tumor supresivni u¢inek asporinu
u nadort prsu (Maris et al., 2015). Podle nasi in silico analyzy na velkém souboru pacientek jsme
potvrdili, Ze vysS8i exprese asporinu je asociovana se signifikantné lepSim bezptiznakovym
prezitim (RFS, relaps free survival) u gradu 1 a 2. OvSem u gradu 3 byla situace opacnd, zejména
u pacientek s metastdzami do lymfatickych uzlin. Asporin byl taktéZ asociovan s horSim RFS
u bazalniho subtypu po chemoterapii a u luminalniho subtypu B bez terapie. Model luminéalniho
subtypu B, linii T47D, jsme pouZili pro testovani spolecné invaze s CAF, které byly ziskany diky
spolupraci s Biofyzikdlnim a Masarykovym onkologickym ustavem v Brn€. Podobné jako
Satoyoshi et al. (2014) se nam podafilo prokazat zvySeny invazivni rust T47D s CAF, kdy

downregulace asporinu v CAF tuto invazivitu snizila.

VysSe zminéné protinadorové a pronddorové ucinky asporinu mohou souviset s poctem

zbytkl kyseliny asparagové v tzv. D repetici, ktera je dillezita i pro predispozici k osteoarthritidé.
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Genetickou analyzou velkého souboru pacientli s nddory prostaty bylo zjisténo, ze pfitomnost
alely D14 (v homozygotni nebo heterozygotni konstituci s jakoukoli jinou alelou) byla
asociovana se Spatnou prognozou (Hurley et al., 2016), coz je v souladu se snizenou invazi
naSich CAF bunék po downregulaci asporinu (genotyp D13/D14). Naopak alela D13 byla
spojena s lepsi progndzou, coz bylo potvrzeno i v experimentalnim mysim modelu (Hurley et al.,
2016). To je v souladu i s vysledky Maris et al. (2015) u karcinomu prsu, kde byla pro in vitro
1in vivo experimenty pouzita sekvence asporinu s alelou D13. Polyaspartatovy konec molekuly
asporinu vaze kalcium (Kalamajski et al., 2009), coz mlize mit za nésledek aberantni kalcifikace
u pohybového aparatu a mizeme spekulovat, ze ovlivituje i nddorové mikroprostiedi. D14 alela
byla asociovana s predispozici k osteoartritidé kolene, zatimco D13 alela byla vice prevalentni
u zdravych jedinct (Kizawa et al., 2005). Dalsi alely (D12, D15, D16) byly asociovany
s osteoartritidou at’ uz jako rizikovy faktor nebo protektivni faktor u Mexické a Irdnské populace
(Arrelano et al., 2013; Jazayeri et al., 2013). Konkrétni mechanismus a funkce téchto faktora,
jako napf. D15 u linie Hs578t (D15/D15) nebo genotyp DI13/D16 pouzity pro piipravu

rekombinantniho asporinu, zlstava vSak otazkou pro dalsi vyzkum.

Asporin patii mezi sekretované N-glykosylované proteiny, které jsou vhodné pro sledovani
pomoci hmotnostni spektrometrie. Cima et al. (2011) popsali asporin jako diferencialné
exprimovany v mysich s deletovanym PTEN a nasledné rovnéz v sérovych vzorcich pacientt
s karcinomem nebo benigni hyperpldzii prostaty. Asporin v kombinaci s dal§imi ¢tyfmi proteiny,
véetné sérového PSA, zlepSoval diagnostiku karcinomu prostaty. Stejna skupina studovala
1 refraktorni karcinomy, kde vSak sérovy asporin nepfispival k odhadu progndézy onemocnéni
(Kalin et al. 2011). Zvysenou hladinu sérového asporinu u pokrocilych karcinomt prostaty zjistil
také Klee et al. (2012). Turtoi et al. (2011) identifikoval asporin mezi nejvice zvySenymi
sérovymi proteiny také u duktilniho adenokarcinomu pankreatu. Klinicky vyznam asporinu
nadorl prsu je podpoien také recentni metaanalyzou expresnich dat pfiblizné 5700 vzorki, kdy
byl asporin zafazen mezi 58 genli nadorového modulu extracelularni matrix (Wolf et al., 2014).
Asporin byl také detekovan mezi nejvice upregulovanymi geny v kostnich metastazach nadori

prsu i prostaty (Klein et al., 2009; Stanbrough et al., 2006).

Na zavér bych rada konstatovala, Ze jsme zjistili, ze asporin mlzZe byt downregulovan
pusobenim BMP4 u Hs578t bunék a jeho upregulace je zprostiedkovana kultivaci v bezsérovych
podminkach nebo rlstem bunck ve 3D matrici s vysokou tuhosti. Downregulace shRNA
inhibovala invazi Hs578, stejné¢ jako CAF a T47D bunék. Invaze bunék MDA-MB-231

a BT-549, které asporin neexprimuji, byla zvySena za pfitomnosti rekombinantniho asporinu
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v kolagenové matrix. V kontrastu s vyse uvedenymi vysledky, jiné prace popsaly i protinddorové
ucinky asporinu. Protichtidné vysledky jsme zjistili také nami provedenou metaanalyzou, kdy byl
asporin asociovan s dobrou prognozou u low-grade tumorii ale ne u nadorti s vyS§im gradingem.
Podle naseho nazoru je nutny dalsi vyzkum pro vyjasnéni dudlni role asporinu v nadorové

progresi, zejména s ohledem na polymorfizmus polyaspartatové repetice.

Inhibitory enzymu PARPI1, ktery je dilezitou signalni komponentou mechanismu DDR
a zejména drahy opravy jednoietézcovych zlomi DNA, jsou nyni testovany v fadé klinickych
pokusii jako nad€jna 1éCiva, zejména u nadort defektnich v mechanismu opravy zlomi DNA
pomoci homologni rekombinace (HR). Olaparib, inhibitor firmy Astra Zeneca (komer¢ni nazev
Lynparza), byl jiz schvélen pro 1é¢bu pokrocilych ovaridlnich karcinomt, které maji nefunkéni
nadorové supresory BRCA1/2 (Kim et al., 2015). V loniském roce byly také publikovany velmi
nadéjné vysledky u metastatického, kastra¢né rezistentniho karcinomu prostaty v klinické studii
faze II (Mateo et al., 2015). Na zaklad¢ této studie ziskal olaparib pro karcinom prostaty status
»FDA breakthrough therapy“, coz umoznuje rychlejsi schvaleni 1éCebnych protokoli. Jako
prediktivni markery byly pro zrychlené testovani vybrany mutace BRCA1/2 a ATM, které ve
vySe zminované studii predikovaly dobrou odpovéd na olaparib u 90% pacientil
(Helleday, 2016). V ptivodni praci byly nalezeny také dalsi, mén¢ Casté defekty v mechanismech
DNA oprav, které rovnéz mohou predikovat ptispivat k eradikaci nddorovych bun€k po inhibici

PARP (Mateo et al., 2015; Helleday, 2016).

Kromé inhibitori PARP jsou testovany 1 dalsi pfistupy vyuZivajici efekt syntetické letality
endogenniho defektu HR u daného nédoru, a soucasné inhibice mechanismu, ktery v takovych
bunikach udrzuje jesté tolerovatelnou miru genomové stability. Hlavnim cilem v této velmi
nadéjné oblasti nadorové 1éby je nalézt biomarkery, které by co nejspolehlivéji odhalily ty
individualni nadory, které maji defektni drahu HR, a byly by tedy s velkou pravdépodobnosti
zvlasté citlivé na chemickou inhibici PARP nebo dalSich proteinti dilezitych pro opravu
poSkozeni DNA (Gavande et al., 2016). V soucasné dob¢ je studovana tada slibnych
latek, z nichz inhibitory ATR, Chkl, MRE11 nebo DNA-PK doséhly klinického testovani faze I
nebo II (Samadder et al., 2016).

V naSich in vitro experimentech jsme pozorovali zvySenou citlivost PC3 bun¢k viici
ozafeni a inhibici PARP 1 DNA-PK, coz miize souviset se ztratou nadorového supresoru PTEN u
této linie. Delece PTEN je velmi ¢astou mutaci u nddorti prostaty a muze slouzit jako prediktor
dobré odpovédi na terapii (Mendes-Pereira et al., 2009; Kurfurstova et al., 2016). Naproti tomu,

u nejodolnéjsi linie DU145 byly jiz dfive charakterizovany mutace v obou alelach nadorového
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supresoru, které¢ jsou zodpovédné za rezistenci viuci indukci apoptézy (Gurova et al., 2003).
V soucasné dobé existuji moznosti snizeni exprese mutované¢ho p53 s cilem zlepSeni
cytotoxického piisobeni chemoterapie nebo ozafovani (Goh et al., 2011). Jednou z nich je
inhibice histonovych deacetylaz (Li et al., 2011; Meidhof et al., 2015), coz je pfedmétem naSich
dalsich analyz, jejichz vysledky zde vSak nemohou byt prezentovany (soucést diplomové prace
kolegyn¢ Bc. Kamily Némcové a pripravovaného manuskriptu dr. DuSany Majera). Zde
poskytnuta rozsahla charakterizace prostatickych linii maze i nadale slouzit pro testovani novych

inhibitorti a pochopeni mechanismu jejich ucinku.
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8 SEZNAM ZKRATEK

AKT
ALDH
ASPN
ATM
ATR
BCAF 3,4,5
BDMC
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CAF
CDK
cfDNA
CSF-1
CTC
ctDNA
DDR
DMEM
DNA-PKcs
DSB
DTC
ECM
EGF
EMT
ER-

ER+

Protein kinase B, PKB

Aldehyde Dehydrogenase

Asporin

ataxia-telangiectasia mutated
ataxia telangiectagia and Rad3 related
breast cancer associated fibroblast
bone marrow derived myeloid cells
base excision repair

bone morphogenetic protein
cancer associated fibroblast

cyklin dependent kinase
circulating free DNA

colony stimulating factor 1
circulating tumour cell

circulating tumour DNA

DNA damage response

Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium
DNA-dependent protein kinase
double strand breaks

disseminated tumour cell
extracellular matrix

epidermal growth factor

epithelial mesenchymal transition
estrogen receptor negative

estrogen receptor positive
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GATA GATA binding protein
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HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid)
HER2 erb-b2 receptor tyrosine kinase 2

HIFla Hypoxia-Inducible Factor 1, Alpha Subunit
HR homologous recombination

HRP horse radish peroxidase

CHD1 chromodomain helicase dna binding protein 1
CHK1 checkpoint kinase 1

CHK2 checkpoint kinase 2

IMDM Iscove's Modified Dulbecco's Medium

IR ionizing radiation

JAK Janus kinase

LOX lysil oxidase

LOXL lysyl oxidase like 3

LRR leucine rich repeat

MCP1 monocyte chemotactic protein

c-MET met proto-oncogene tyrosine kinase

MET mesenchymal epithelial transition

MMP matrix metalloproteinase



MMR mismatch repair

MRN complex MRE11-RAD50-NBS1
NER base excision repair

NER nucleotide excision repair

NHEJ non-homologous end joining

ORF open reading frame

PARPI1 poly(ADP-ribose) polymerase 1
PDGF platelet derived growth factor

PDL peridontal ligament

POSTN periostin

PSA prostatic specific antigen

PTEN phosphatase and tensin homolog
RIPA radioimunoprecipitation assay buffer
RPA replication protein a

RPMI Roswell Park Memorial Institute medium
SDS sodium dodecyl sulphate

SLRP small leucine rich repeat protein
SMAD mothers against dpp homolog 4
SNAIL snail family zinc finger 1

SPOP speckle type btb/poz protein

SRC SRC Proto-Oncogene, Non-Receptor Tyrosine Kinase
SSB single strand breaks

TAM tumour associated macrophage

TBP TATA-Box Binding Protein

TGFpB transforming growth factor f3

TME tissue microenvironment



TMPRSS2

TNBC

TrkB

TWIST

UTR

VEGF-A

WNT

transmembrane protease, serine 1
triple negative breast cancer
tropomyosin receptor kinase b

twist family bhlh transcription factor 1
untranslated region

vascular endothelial factor A

wnt family member
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