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Abstrakt

Duktalni adenokarcinom pankreatu (PDAC) je nejcast&sim zhoubnym nadorem
slinivky bfi$ni. Toto nddorové onemocnéni mé velmi Spatnou progndzu, obtiznou 1é¢bu
a Vv soucasnosti je uvadén jako Ctvrta nejCastejsi pticina umrti na nadorové onemocnéni
v Ceské republice. Klicovym faktorem $patné prognézy je zejména pozdni diagnostika
PDAC, jelikoZ pocate¢ni stadia se nijak specificky neprojevuji.

Bakalafska prace je zamétena na studium exprese klicovych genti Hedgehog (HH)
signalni drdhy. HH signdlni drdha je stéZejni pro diferenciaci tkani béhem
embryondlniho vyvoje lidského organismu a k jeji aktivaci dochdzi i béhem patogeneze
nadorovych onemocnéni. V dospélosti je tato draha neaktivni.

Konkrétné bylo studium provadéno u vzorktit PDAC tii odlisnych bunéénych linii,
jmenovit¢ BxPC-3, PaCa-44, a MIA PaCa-2, dile u chemonaivnich xenografti a
xenograftt 1éCenych cytostatiky (taxany - Stony Brook Taxan SBT-1214, SBT-1216).

Alterace exprese genli byla méfena pomoci qPCR a vyhodnocena AACT metodou.
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1 UVOD A CiLE PRACE

Cilem teoretické Casti této prace je vypracovani literarni reSerSe soucasného poznani
V oblasti adenokarcinomu pankreatu a signalni drahy Hedgehog (HH). Vzhledem k tématu
prace je tato Cast zaméfena na epidemiologii karcinomu pankreatu, jeho incidenci,
mortalitu a soucasné moznosti 1é€by. HH signalni drdha je kli¢ovd pfi embryonalnim
vyvoji lidského organismu a k jeji aktivaci dochazi také béhem patogeneze nadorovych
onemocnéni. Teoretickd Cast prace shrnuje informace o HH signdlni draze, jednotlivych
proteinech ucastnicich se pfenosu signalu, se zaméfenim na ulohu v karcinogenezi
a progresi karcinomu pankreatu. Dale také na potencidlni moznosti jejiho ovlivnéni
Vv cilené terapii.

V druhé &asti, ktera je prakticky zamétend, je cilem podrobné studium exprese
signalni drahy HH v nadorovych bunkéch pankreatu u bunéénych linii a jejiho ovlivnéni
podanim cytostatik (taxan) modelovym nadorovym xenograftim in vivo. Alterace exprese
genil HH signélni drahy v duktalnim adenokarcinomu pankreatu (PDAC) mé zasadni roli
pro patogenezi tohoto onemocnéni, nicméné piesny mechanismus, kterym se na
karcinogenezi a progresi PDAC podili, neni doposud zcela objasnén. PDAC se vyznacuje
znac¢nou hypovaskularizaci a vyraznym okolnim vazivovym stromatem. Nadorové bunky
exprimuji HH ligandy, kterymi komunikuji s okolnim vazivovym stromatem, diky ¢emuZz
dochazi k naslednému nadorovému ristu a angiogenezi. Mezi dalSimi popsanymi
mechanismy, kterymi se HH signélni draha podili na progresi PDAC, je tzv. epitelidlni
mezenchymalni pfechod, ktery mize byt klicovym mechanismem $ifeni nadorovych bunck
do dal$ich organti pacienta.

Cilem této prace je porovnani expresni hladiny 34 klicovych gentt HH signélni
drahy mezi jednotlivymi bunécnymi liniemi, liSicimi se jak genetickym profilem, tak
I biologickym chovanim, agresivitou a pfezivanim, a dale mezi parenteralnimi buné¢nymi
liniemi a nadory nelécenych i lé€enych xenografti. Pochopeni vyznamu HH signalni drahy
na pribéh PDAC muze oteviit nové 1écebné moznosti pro nemocné pacienty. Zaroven je
tato prace pilotnim projektem k nasledné analyze geni HH signalni drahy jako
potencidlnich prognostickych biomarkert u pacientti s PDAC, ktefi podstoupili radikalni

chirurgicky vykon.
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2

DUKTALNI ADENOKARCINOM PANKREATU
Duktalni adenokarcinom pankreatu (PDAC; MKN-10: C.25), nejéastéjsi zhoubny nador
slinivky bfis$ni, je nddorové onemocnéni S velmi Spatnou progndzou a obtiznou 1éCbou
(Jemal et al., 2010). PDAC je v soucasnosti uvadén jako Ctvrta nejéastéjsi pricina imrti na
nadorové onemocnéni v Ceské republice, a to hned po rakoving plic, prostaty, rakoving
tlustého stieva a konecniku u muza. U Zen pak po rakoviné plic, prsu a taktéz rakoviné
tlustého stfeva a kone¢niku.

Pro naprostou vétsinu pacientll je toto onemocnéni, i pfes moderni onkologickou
1é¢bu, smrtelné (Li et al., 2004). Ro¢né je v Ceské republice nové diagnostikovano zhruba
1900 pacienti s PDAC, pficemz Vv roce 2010 na tuto diagnosu zemielo 971 nemocnych
muzi a 910 zen (UZIS - Novotvary 2007, 2010). Incidence PDAC ro¢né mirné stoupa,
umrtnost zustava do zna¢né miry stejna (Obr. 1). Nejvice pacientt postizenych PDAC je
ve vékovém rozmezi sedmdesati az osmdesati let (Jemal et al., 2010).

Wigeo] w Casze

100 - —#— Incidence
—# Mortalita

ASRCW

)] Zdroj dat: 0215 CR
T T T T T T T T T T T T

T T 1T 171 T T T 17T 17T 1T T°1 T T 1
$SSELEEELELISESSEEEESEEEEESES
Obr. 1 Incidence a mortalita karcinomu pankreatu v CR od roku 1977 do roku 2010

Legenda: Graf zobrazuje ¢asovy vyvoj hrubé incidence (pocet novych ptipadi na 100 000 osob — modra
kiivka) a hrubé mortality (pocet umrti na diagnézu na 100 000 osob — ¢ervena kiivka) pro zvolenou diagnozu

C.25 v celé populaci. Zdroj: http://www.svod.cz.

Mezi rizikové faktory pro rozvoj PDAC muzeme zafadit v€k, muzské pohlavi,
koufeni, nadmérny piijem tukd, nedostatek ovoce a zeleniny ve stravé (Li et al., 2004),
a vysoky BMI index (Li et al., 2009). Dale pak praci s chemikaliemi, jako je B-naftylamin
a benzidin (Mancuso a el-Attar, 1967). U jedinc, kteti prodélali za sviij zivot chronickou
pankreatitidu, je riziko vyskytu adenokarcinomu slinivky taktéz vyssi (Bracci et al., 2009).

Klicovym faktorem $patné prognozy je zejména pozdni diagnostika PDAC, jelikoz
pocatecni stadia se nijak specificky neprojevuji. Mezi typické ptiznaky pozdéjsich stadii

patii bolest bficha, hromadéni tekutiny v bfi$ni duting, nechutenstvi, nevolnost s nutkanim
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ke zvraceni a Ubytek na vaze. Tuto pozdni fazi onemocnéni jiz obvykle 1ékafi nejsou
schopni chirurgicky 1é¢it. V soucasné dob¢ je chirurgické resekce, tedy radikalni operativni
odstranéni tumoru, v kombinaci s chemoterapii jedinou potencialné kurativni terapii PDAC
(Li et al., 2004). Bohuzel pouze 15-20% pacientt ziska diky tomuto zakroku dalSich
zhruba 5 let zZivota. Pro zbytek pacientli je median pieziti pouhych 16 mésict (Lovedéek et
al., 2010).

Chirurgickd lécba mlze byt kombinovdna s adjuvantni a neoadjuvantni lécbou.
Neoadjuvantni terapie je 1éCbou predoperacni, jejimz cilem je zvysit pravdépodobnost
uspéchu operace (Quiros et al., 2007). Adjuvantni terapie je naopak 1écba pooperacni, ktera
se provadi z dtivodu snizeni rizika statisticky prokazaného navratu onemocnéni (Yeo et al.,
1997). U zotavenych pacientl se s adjuvantni terapii zacina 4 az 8 tydni po operaci. Tato
lécba je obvykle podavana v Sesti cyklech na bazi gemcitabinu ¢i 5-fluorouracilu, nové
jsou také podavany rezimy FOLFIRINOX a nab-paklitaxel (Conroy et al., 2011).

Casto pouzivanou lé¢bou je také chemoterapie paliativni (zichranna). Ta je cilena
pro pacienty, u kterych dochazi k navratu onemocnéni nebo je onemocnéni jiz v dobé
diagnozy ve stadiu se systémovym rozsifenim po téle. Cilem paliativni onkologické 1écby
je zmirnit ptiznaky nemoci, zkvalitnit zivot a prodlouzit celkové preziti (House a Choti,
2005).

Pacienti s lokalné pokrocilym i s metastazujicim onemocnénim jsou pii 1é¢bé zavisli
na svém celkovém zdravotnim stavu. U pacientl, kde jiz neni mozné pouzit 1écbu
onkologickou, chemoterapii ¢i radioterapii, je provadéna tzv. symptomaticka terapie, ktera
neodstraiuje pficinu onemocnéni, ale do jisté miry zmiriiuje ptiznaky jako silnou bolest,
Zlucovou ¢i zaludeéni neprichodnost a dalsi projevy pokro¢ilého onemocnéni (Hucl,
2012).

V popiedi soucasného vyzkumu je cilena (biologicka) 1é¢ba, kterou lze definovat
jako negenotoxickou protinadorovou 1écbu. Jejim cilem je ovlivnéni signalnich kaskad
klicovych pro pfeziti a proliferaci nadorovych bunék a nadorovou angiogenezi.
V poslednim desetileti se cilend terapie stale vice uplatiiuje v 1écbé Sirokého spektra
solidnich nadoru, ale doposud zcela selhava u PDAC. Median piezivani pacientl
s karcinomem pankreatu v soucasné dobé neni vyssi nez 6 mésicti a existuje jen malo
pacientt s PDAC, kteti byli zcela vyléeni (Halamkova et al., 2010). Proto je velice
dalezité¢ zabyvat se vznikem zhoubného bujeni a sledovat jeho vyvoj pro lepsi pochopeni

celého procesu a tvorbu novych u¢innych 1¢ki.
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3 HEDGEHOG SIGNALNI DRAHA
Signalni draha Hedgehog patii ke klicovym regulatortim vyvoje organismu a byla poprvé
popsana jiz roku 1980 pii hledani genti, které ovliviiuji fenotyp octomilky rodu Drosophila
(Nusslein-Volhard a Wieschaus, 1980). Vznikly fenotyp byl charakteristicky ostnatymi
utvary na povrchu téla a vzhledové tak pfipominal jezka, z ¢ehoz vyplyva také anglicky
intracelularniho signalniho polypeptidu Hedgehog (Hh), ktery se vaZze na receptory bunky
a je zodpovédny za naslednou proliferaci.

Pozdéji byla tato signdlni drdha popsdna i u dalSich zivocichli véetné Clovéka
(Ingham, 2008), kde se vyznamné& podili na fad¢ procesti, primarné¢ ve fazi embryonalniho
vyvoje, jako je napt. spravné vytvarovani prstl, rast a vyvoj kosti apod. Naopak
v obdobi dospélosti je u lidi Hedgehog (HH) signalni draha v naprosté vétsiné tkani
neaktivni s vyjimkou tkané nadorové a nékolika dalSich jako jsou napt. bunky vlasovych
folikultr (Mill et al., 2003).

Vliv Hedgehog signalni drahy na vznik nadort byl poprvé popsan u pacientl
s Gorlinovym syndromem (Johnson et al., 1996). Toto vzacné hereditarni onemocnéni
s autosomalné dominantni dédicnosti ma typické ptiznaky, mezi které patii mnohocetné
bazaliomy, fibromy, hydrocephalus a charakteristické malformace skeletu (Rubin a de
Sauvage, 2006). Za onemocnéni jsou zodpovédné mutace genu Patched homolog 1
(PTCH1), ktery nalezneme na 9. chromosomu. Mutace dale zpuisobuje nekontrolovatelné
déleni bungk, tedy vede ke zvySenému riziku vzniku nadort (Zhu et al., 2014). Jiz je
znamo, ze alterace HH signalni drahy hraji dilezitou roli pii vzniku fady epitelidlnich typt
rakoviny, véetné karcinomu plic (Yue et al., 2014), slinivky bfi$ni (Onishi a Katano, 2014)
a prostaty (Wilkinson et al., 2013).

3.1  Jednotlivé komponenty HH signalni drahy

K dnesnimu dni jsou znamy tii lidské homology genu Hedgehog (Hh), a to Sonic
hedgehog (SHH), Desert hedgehog (DHH) a Indian hedgehog (IHH).

Prvni z homologi, DHH je exprimovan Vv Sertoliho buiikach vyvijejicich se varlat
a ve Schwannovych bunikach perifernich nervi. Jeho vyznamna role ve spermatogenezi
a vyvoji perifernich nervii byla in vivo prokazana pomoci DHH-null mysich modelt
(Bitgood et al., 1996). IHH gen, druhy homolog, reguluje buné¢ny rist, osifikaci dlouhych
kosti a vyvoj chrupavky. Téz se vyskytuje ve vyvijejicich se plicich a v pln¢ vyvinutych
jatrech a ledvinach (Maeda et al., 2007). Tietim homologem je gen SHH, ktery je z vyse
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zminénych tii gend doposud nejvice prozkouman. Krystalova struktura jeho N terminalni
domény byla stanovena roku 1995 (Hall et al., 1995).

Pro spravnou signalizaci drahy je dulezity protein zvany Hedgehog acetyltransferasa
(HHAT). Tento membranovy protein na sebe vaze energii ve formé GTP a jeho funkci je
upevnéni palmitatu na N-konec SHH (Chamoun et al., 2001) (Obr. 2).

SHH
prekursor
HHAT
pripevnéni
palmitatu
palmitat SHH sekretni
| M-SHH ‘ buﬁl-:a

cholesterol

SHH cilova
burika

Obr. 2 Upevnéni palmitatu na SHH prekursor pomoci proteinu HHAT

Vyse zminéné HH ligandy (SHH, IHH, DHH) interaguji s receptorem Patched
homolog 1 (PTCHL1), ktery v buice pusobi jako nadorovy supresor (Pepinsky et al., 2000).
Tento receptor ma specifické vazebné misto pro spojeni s DHH, IHH i SHH (Theunissen
ade Sauvage, 2009). Patched homolog 2 (PTCH2) je membranovy protein z 57 %
identicky s PTCH1 (Rahnama et al., 2004). Slouzi také jako receptor pro kterykoliv ze tii
HH ligandd, ¢imz spousti signalni drahu. Zaroven oba tyto proteiny ve stavu bez liganda
HH drahu inhibuji svou vazbou s proteinem Smoothened (SMO).

Stejné jako PTCH1 a PTCH2 dokaze navazat HH ligandy také Hedgehog-interacting
protein (HHIP). Na rozdil od PTCHI1/2 ale pravdépodobné HH drahu neaktivuje.
Predpoklada se, ze dokaze regulovat dostupnost liganda a tlumit tak signal jejich
vyvazovanim (Chuang a McMahon, 1999).

Low density lipoprotein-related protein 2 (LRP2) je exprimovan v mnoha tkanich,
zejména V absorpCnich epitelovych tkanich jako jsou ledviny (Christ et al., 2012). Sklada
se z extracelularni a membranové domény a plazmatického konce. Jeho extracelularni
protein-vazajici doménou je schopen navazat albumin, apolipoprotein B, E
a lipoproteinové lipazy. LRP2 je oznafovan jako pomocny vazebny protein SHH, ktery

kontroluje spravnou interakci mezi SHH a PTCHI.
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Growth arrest-specific 1 (GAS1) je pozitivnim regulatorem HH signalizace
(Martinelli a Fan, 2007), ma vysokou afinitu k HH ligandim a vzajemné spolupracuje
s PTCHI, ¢imz zvySuje signaliza¢ni ¢innost pii nizkych koncentracich HH ligandu.

Jiz zminény transmembranovy protein SMO piendsi signal do cytoplasmy pomoci
proteint vazajicich nukleotidy (guanine nucleotide binding proteins - GNAI1, GNAI2,
GNAI3) (Ogden et al., 2008). Protein GNAI2 byl nalezen ve své aktivni form¢ v nadorech
zlaz s vnitini sekreci (Lyons et al., 1990). Bylo dokazano, ze aktivni forma GNAI2
zpuisobuje rychlejsi rist bunck a nadord (Hermouet et al., 1996).

Casein kinase | a (CSNK1ALl) je protein, ktery fosforyluje SMO a zvysSuje tim jeho
hladinu na povrchu buiiky. Diky tomu zvySuje pravdépodobnost aktivace HH signalni
drahy (Jia et al., 2004).

Pti spusténi HH drahy jsou dilezité proteiny, které pifenasi SMO z endosomalniho
vacku na povrch buiky (Kovacs et al., 2008). Za tento proces jsou zodpovédné proteiny
arrestin beta 1, 2 (ARRB1, 2). Pokud je jich v bunice nedostatek, nemlze pienos
probéhnout a nedochazi nasledné k aktivaci drahy. Geny ARRBI a 2 jsou tedy dulezitymi
komponentami pro spusténi HH-podminéné transkripce v jadie burky (Obr. 3).

Stav bez HH ligandu Stav s HH ligandem
endosomalni endosomalni
vacek vacek

P

@ 1/2 IEH 12

SMO
|
plazmaticka plazmaticka
membrana membrana

Obr. 3 Proteinové interakce mezi PTCH1/2 a SMO ve stavu bez HH ligandu a s HH ligandem a SMO
transport z endosomalniho vac¢ku do plazmatické membrany.

Dal8imi dualezitymi proteiny HH drdhy jsou transkripéni faktory GLI1, 2, 3
(glioma-associated oncogene 1, gli-kruppel family member 2 a 3). VSeobecné se GLI
proteiny skladaji z vice nez 1000 aminokyselin, které jsou charakteristické svymi péti
zinkovymi ,,prsty, z nichz tfemi se vazou k DNA (Ruiz i Altaba, 1999). Funkce GLI

transkripCnich faktorti v organismu je rozdilna. GLI1 a GLI2 jsou v buiice zodpovédné za
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vétsinu aktivaci HH drahy (Bai a Joyner, 2001). GLI1 gen byl objeven v malignim gliomu,
kde byla zna¢né zvySena jeho exprese (Kinzler et al., 1987). GLI2 je hlavni transkripéni
faktor, ktery zprostiedkovava HH signalizaci pfi vyvoji klize, ale také se podili pti vzniku
nadort. Zatimco GLI1 je pro normdalni vyvoj embrya v podstaté zbytecny, bylo prokdzano,
ze absence GLI2 v bunikdch vede k imrti novorozencli a skeletarnim vadam (Mo et al.,
1997). GLI transkripéni faktory se pii bunécné signalizaci vyskytuji ve 2 formach, a to
jako aktivatory GLI?, na kterych se podili zeyména GLI2, a jsou vytvateny ve chvili, kdy
neni SMO inhibovan. V ptipad¢ inhibice SMO jsou GLI proteiny proteolyticky Stépeny na
represory GLIR, které jsou povétsinou odvozeny od GLI3. Tento tieti &len rodiny GLI
faktorti pisobi v burice jako represor transkripce (Litingtung et al., 2002) a jeho ztrata ¢i
mutace zpusobuje malformaci konéetin (Schimmang et al., 1992).

Potfebnym proteinem k vytvofeni represorové formy GLIT je Supressor of fused
homolog (SUFU). Jeho funkci je vazat, stabilizovat a uchovavat GLI3 v cytoplazmé bunky
(Monnier et al., 1998; Rubin a de Sauvage, 2006). SUFU je velmi dualezity pii vyvoji
embrya, jeho absence ¢i nefunk¢nost v bunice vede k umrtnosti ploda (Svérd et al., 2006).

Na tvorb& GLIT ma také velky podil glycogen synthase kinase 3-o. (GSK3A) (Hui
a Angers, 2011), ktery je oznacovan za molekulu umoznujici proliferaci a diferenciaci
kmenovych buné¢k pii vyvoji mozku (Kim, 2009), zaroven je pro spravnou funkci mozku
potiebny i v dospélosti. Vyssi koncentrace GSK3A nalezneme v mozecku, mozkové kiife,
hipokampu aj. (Kaidanovich-Beilin a Wootgett, 2011). Jeho homolog, glycogen synthase
kinase 3-p (GSK3B), je dulezity pro energeticky metabolismus a vyvoj nervovych bunék
(Plyte et al., 1992) (Obr. 4).

Stav bez HH ligandu Stav s HH ligandem
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Obr. 4 Tvorba aktivni a represorové formy GLI ve stavu bez HH ligandu a s HH ligandem.
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Také cAMP-dependentni proteinkinazy (PKA) ovliviuji vnik GLI® (Obr. 4). HH
draha je ve vSech nervovych builkach za neptitomnosti PKA plné aktivni. Hlavni funkci
PKA jako negativnich regulatori HH drahy je zabranéni pifechodu GLI do aktivni formy.
Existuji tfi katalytické podjednotky PKA a &tyfi regulacni podjednotky. Katalytickymi
podjednotkami jsou protein kinase CAMP-dependent catalytic a (PRKACA), p (PRKACB)
a v (PRKACG) (Wu et al., 2013). Regula¢nimi podjednotkami jsou Protein kinase CAMP-
dependent regulatory, type | o (PRKAR1A), | B (PRKAR1B), Il a (PRKAR2A) a Il B
(PRKAR2B). PKA holoenzymovy tetramer Se tedy za ptitomnosti cAMP rozklada na dvé
katalytické podjednotky (C) a dvé regulacni podjednotky (R) (McKnight et al., 1988).

Na ptevodu GLI do aktivni formy se podili protein serine/threonine kinase 36
(STK36), ktery inhibuje protein SUFU. Nedavné studie navic ukazaly, ze STK36 neni
dilezity ptfi embryonalnim vyvoji, jelikoz se zac¢ina v buiikkdch vytvaret az po porodu
(Chen et al., 2005). Naopak Potassium channel tetramerization domain-containing protein
11 (KCTD11) negativné reguluje HH drahu tak, ze puasobi jako antagonista GLII
a ovliviiuje jeho ptenos do jadra, kde ve své aktivni formé spousti transkripci (Di
Marcotullio et al., 2004) (Obr. 4).

Kinesin family member 7 (KIF7) pusobi jako negativni i pozitivni regulator HH
drahy (He et al., 2014). Negativn¢ reguluje HH signalizaci tim, ze zabranuje pifechodu
GLI2 do aktivni formy za nepfitomnosti ligandu. Pozitivné pak za ptfitomnosti ligandu
brani zpracovani transkripéniho faktoru GLI3 do formy represorové. Hlavnim aktérem pfi
degradaci proteinu GLI2 v proteazomu je beta-transducin repeat-containing protein
(BTRC) (Bhatia et al., 2006). Je ¢lenem skupiny F-box proteinti, coz jsou tzv. E3 ubiquitin

ligazy zodpoveédné prave za proteinovou degradaci v buice.

3.2 Pribéh signalni drahy
Jak jiz bylo teceno, HH signalni draha je u dospélého jedince za normalniho stavu
neaktivni, coZ je stav, kdy se nevytvaii ani jeden z HH ligandt (IHH, DHH, SHH), které¢
by se navazaly na receptor PTCHI1 ¢i PTCH2 a zpusobily by tak aktivaci drahy (kap.
2.2.1).

Pro nadorové bunky je naopak typicka draha aktivni, jsou tedy sekrecni bunkou
vytvafeny HH ligandy, které svou vazbou s PATCH1/2 spousti kaskadu, na jejimz konci
dochazi ke spusténi transkripce a expresi cilovych gent (kap. 2.2.2).
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3.2.1 Bez navazaného ligandu

Ve stavu bez HH ligandu se PTCH1 nachazi na plazmatické membrané buiky a SMO
protein je na membrang intracelularnich endosomalnich vacka (Rubin a de Sauvage, 2006;
Xie, 2011). Odhaduje se, ze se uvnitf bunky vytvari malé¢ endogenni molekuly, které jsou
odvadény pies PTCHI1 ven z bunky, nemohou se proto navazat na SMO a aktivovat tak
jeho funkci. Za téchto okolnosti dochazi také k fosforylaci GLI3 proteinu ptsobenim
GSK3A, GSK3B a SUFU a vytvati se represorova forma GLIT, ktera migruje do jadra
a umlcuje zde expresi cilovych gentt HH. Zaroven jsou inhibovany proteiny GLI1 a 2
pusobenim KIF7, STK36, PKA, KCTD11 a SUFU, které tak zabranuji preméné v aktivni
formu GLI* (Obr. 5).

plazmaticka cytoplazma jadro
membrana
endosomalni SUFU
vacek KIF7
STK36

PKA

R

I 4

ubiquitinace

‘ GLI3 ‘—:»‘ GLI®

T

SUFU
GSK3A,B

Obr. 5 Priibéh HH signalni drahy bez navazani ligandu.

3.2.2 S navazanym ligandem

Proteolytickym $tépenim vznikaji z SHH dva proteiny. N-koncovy protein (N-SHH) velky
19 kDa, zprostiedkovavajici vSechny signalizace, a C-koncovy protein (C-SHH) o velikosti
25 kDa, ktery je diky své proteasové aktivité schopen degradovat HH prekursor (Porter et
al., 1995). Diky proteinu HHAT dochazi k navazani palmitatu na N-SHH a zaroven
C-SHH pracujici jako cholesterol transferasa indukuje kovalentni navazani cholesterolu na
N-SHH. Navazanim cholesterolu je N-SHH nasmérovan ze sekreéni builkky do
extracelularniho matrix a ziskava specifické vlastnosti k vazbé s PTCH1/2 cilové bunky

(Litwack et al., 2012; Bumcrot et al., 1995) (Obr. 6).
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Obr. 6 Vznik N-SHH v sekre¢ni buiice (Litwack et al., 2012; pfevzato a upraveno).

Jestlize nejsou HH ligandy vychytavany proteinem HHIP, ktery vazbou s ligandy
snizuje aktivitu drahy, dojde k vazbé SHH/IHH/DHH s PTCH1/2 pomoci proteinu LRP2.
PTCHL1 protein je destabilizovan a neni schopen dale odvadét ven z bunky pfes membranu
endogenni molekuly (Rubin a de Sauvage, 2006; Xie, 2011). Ty se v cytoplazmé hromadi,
navazou se na SMO a aktivuji jej. Aktivace SMO se projevuje jako ztrata inhibice
PTCH1,2 proteinu a pfemisténi SMO do plazmatické membrany, coZ je umoznéno také
diky proteinim ARRB1, 2.

Ve stavu s malym mnozstvim HH ligandi pracuje také GAS1 protein, ktery signal
vazby na PTCHI1/2 zvySuje. Fosforylaci SMO proteinu pomoci CSNK1A1 je navySena
hladinu SMO. Tento protein poté interaguje s G proteiny GNAI1/2/3 a signalizuje aktivaci
HH drahy. Nasledné aktivuje spolu s KIF7 protein SUFU ktery s GLI1 a GLI2 vytvofi
komplex SUFU-GLI. Rusi se také inhibice GLI1 a 2 proteind proteiny BTRC, KIF7
a PKA, coz umoziuje vznik GLI® a zaroven vznika inhibiéni vazba STK36, KIF7
a GSK3A/B s GLI3, kterou zabrafiuji pfeménu GLI3 na GLIR. Vznikl4 aktivni forma GLI
se piesouva do jadra a reguluje expresi HH cilovych geni (Obr. 7).
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Obr. 7 Prib&éh HH signalni drahy s navazanym ligandem.

3.3 Role SHH u karcinomu pankreatu

Ve zdravé tkani slinivky bfisni neni HH signalni drdha aktivovana, vzhledem k nulové
expresi geni SHH a PTCH1. Aberantni exprese téchto dvou gend na trovni mMRNA
I proteinu byla naopak detekovana v 70 % PDAC, a to i v pfipad¢ ¢asnych prekancerosnich
1ézi (PANIN), které jesté nejsou povazovany za invazivni karcinomy (Thayer et al., 2003).
U mysich modelt, kterym byla navozena exprese SHH pomoci transfekce Pdx-1
promotoru, dochazelo ve tkani slinivky k transformaci epitelu na intestinalni fenotyp, ktery
odpovidal svymi charakteristikami prekurzorim PDAC, a to konkrétné 1ézim typu
PANIN1-2 (Thayer et al., 2003). U téchto 1ézi byly navic pfitomny mutace genu KRAS
(V-KI-RAS2 kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) v kodonu 12.

Pfi testovani exprese HH drahy in vitro na 26 bunéénych liniich PDAC byla u vSech
nalezena vyssi exprese minimaln¢ 2 zastupct HH drahy, véetn¢ PTCH1, SMO, HHIP
a GLI1 (Thayer et al., 2003).

Na pocatku vyzkumu HH drahy byla zvazovana hypotéza, ze K jeji aktivaci dochazi
prostiednictvim samotnych pankreatickych nadorovych bunék (Thayer et al., 2003). Tato
skute¢nost byla v nasledujicich letech zpochybnéna, jelikoz bylo zjisténo, ze SHH ligand
produkovan nadorovymi buiikami neaktivuje drdhu v samotnych nadorovych bunkach,
nybrz parakrinné v bunkach nadorového stroma (Yauch et al., 2008), coz je vazivové okoli

nadorovych bunék, ve kterém jsou piitomny cévy, fibroblasty a bunky imunitniho systému.
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Hypotéza této parakrinni signalizace v ptipadé HH signdlni drahy byla potvrzena na
dalsich mysich modelech (Tian et al., 2009; Bailey et al., 2009). Pro rast nadori je tedy
velmi dilezita interakce stromatu S malignimi epitelovymi bufikami, jez je
zprostiedkovana mezibunéénou signalizaci a je velmi komplexni. Nadorové stroma
zajistuje nejen vyzivu nadorovych bunék, ale slouzi také jako mechanicka ochrana (Rucki
et al., 2014). Taky produkuje fadu proteinti, které ovliviiuji nadorovy rist, invazivitu
avneposledni tadé vyznamné prispiva krezistenci vaci protindadorové 1é¢bé
(Mohelnikova-Duchonova et al., 2013).

Drivejsi prace uvadéji, ze SHH ligand stimuluje angiogenezi u PDAC. Zvysuje
expresi Hypoxie indukujiciho faktoru-1a (HIF1A) a vaskularniho endotelialniho rtstového
faktoru (VEGF) nejen ve fibroblastech (Tian et al., 2009), nybrz i v progenitorovych
endotelialnich buikach (Yamazaki et al., 2008). Nicmén¢ v novéjsi studii autofi prokazali,
ze naopak v disledku hypoxie dochazi k expresi HIF1A, ktery aktivuje expresi SHH
ligandu nadorovymi bunikami (Spivak-Kroizman et al., 2013) a pfi inhibici HIF1LA dochazi
k zastaveni SHH exprese.

Dalsim dulezitym poznatkem v této tématice je fakt, Ze epitelialni mesenchymalni
piechod (Epithelial Mesenchymal Transition - EMT) mize byt klicovym mechanismem
Sifeni nddorovych bunék PDAC do dalSich organti pacienta. Béhem EMT dochazi ke ztraté
schopnosti epitelialnich bun¢k adherovat navzajem a méni se v mesenchymalni kmenové
bunky, které jsou charakteristické zvySenou invazivitou a schopnosti se pohybovat do
vzdalenych mist neboli metastazovat (Li et al., 2012, Mathew et al., 2014). Pfitomnost
EMT byla detekovana in vivo na pacientech s PDAC. V téchto nadorovych tkanich byla
zvySena exprese typickych mesenchymalnich markerd jako je fibronektin, vimentin
a N-cadherin. Pacienti s prokazanym EMT vykazovali hors$i pteziti nez pacienti, u nichz
pfeména na mesenchymalni buiiky neprob¢hla (Grippo et al., 2012).

Je také znamo, ze Cast nadorovych bunék pankreatu vykazuje vlastnosti bunék
kmenovych a diky nim jsou tyto bunky schopny sebeobnovy tkan€, proliferace
a diferenciace (Li et al., 2007). Co je ovSem hlavni, vykazuji rezistenci vi¢i obvyklym
1écbam jako je chemoterapie a radioterapie (Hermann et al., 2007; Ma et al., 2013).
Testovani pfitomnosti kmenovych nddorovych buné¢k v nadorech slinivky biisni bylo
provadéno in vivo na mysich xenograftech, kterym byly vpraveny primarni lidské
pankreatické adenokarcinomy (Li et al., 2007). Bylo zjisténo, Ze inhibici HH signalni

drahy dochazi k omezeni sebeobnovy a zruseni chemorezistence (Huang et al., 2012).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Exprese gent a proteint HH signalni drahy byly méfeny ve tfech bunéénych kulturach
adenokarcinomu pankreatu a ve tkanich z nadorovych xenografti (chirurgicky vlozeny
Stép tkané piijemci odlisného Zzivoc¢isného druhu nez je darce), které byly ztéchto

parenteralnich bunéénych linii pfipraveny.

4.1.1 Pouzité bunécné kultury

Bunécéné kultury se vzajemné liSily genetickymi mutacemi klicovych geni kancerogeneze
PDAC (Tab. 1) i biologickym chovanim. Dalsi faktor, kterym se dané linie odliSovaly, byl
stupen diferenciace, tvz. grade, ktery je métitkem, jak moc se nadorova bunka odlisuje od
bun¢k zdravych. Bunky s gradem 1 (Gl) vykazuji relativné normalni vzhled bunék
anormalni diferenciaci, G2 znaéi stfedni stupen diferenciace a G3 jsou Spatné
diferencované nadory vyznacujici se obecné nejhorsi prognozu.

BXPC-3 je buné¢na linie kultivovana z adenokarcinomu G2-3 téla pankreatu 61-leté
pacientky. Zena podstoupila radioterapii a chemoterapii, o 6 mésicti pozd&ji zemiela bez
znamek generalizace (Tan et al., 1986). Z pozd¢jsiho vyzkumu je také znamo, Ze tato
buné¢na linie se rozsifuje ve slinivce a zasahuje také do sleziny (Bouvet et al., 2000).

MIA PaCa-2 je linie kultivovana z G3 téla a ocasu PDAC 65-letého pacienta
s lokalné pokro¢ilym tumorem infiltrujicim okoli aorty v roce 1975 (Yunis et al., 1977).
Na rozdil od linie BxPC-3, roste pomaleji ve slinivce, ale rychle metastazuje do
vzdalengjSich tkani, jako jsou jatra a lymfatické uzliny (Bouvet et al., 2000).

PaCa-44 je bunécna linie kultivovanad zkarcinomu pankreatu sgradem 2
a s vysokym metastatickym potencidlem. Metastdze byly nalezeny v plicich, sténach jicnu

a pleuralni dutiné (Elsésser, 1993).

Tab. 1 Charakteristika vySetfovanych bunéénych linii se zaméfenim na generacni dobu a mutace dilezitych
gentl.

BxPC-3 MIA PaCa-2 PaCa-44
Genera¢ni doba (hod) 24,0 15,6 19,0
KRAS WT G12C Gil2v
TP53 C.659A>G C.742C>T C.526T>A
CDKN2A/pl6 Homozygot delece  Homozygot delece  metylace
SMADA4/DPC4 c.1_1659del1659 WT WT
Ref. Sipos, 2003 Moore, 2001 Moore, 2001

Legenda: WT — standardni typ, KRAS - V-KI-RAS2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog, TP53 -
tumor protein p53, CDKN2A/p16 — cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, SMAD4/DPC4 - SMAD family
member 4
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4.1.2 Pouzité xenografty

Xenografty byly ptipraveny podkozni aplikaci suspenze vySe popsanych bunécnych linii
dospélym imunodeficientnim nude mySim jedincim na spolupracujicim pracovisti
(dr. Kocik,
experimentalnim SBT (Stony Brook Taxane) taxanem SBT-1214 (MIA PaCa-2 a BxPC-3)
a SBT-1216 (PaCa-44) v davce 10 mg/kg intra peritonealn¢ jednou za tyden po dobu 2

Institut  klinické a experimentalni mediciny). Mysi byly léCeny

tydnd (2 davky) viz Tab. 2. Den po druhé davce byly mysi zahubeny. Nadory byly
chirurgicky vyjmuty za sterilnich podminek a zmrazeny na -80 °C do doby izolace RNA.
RNA byla pfipravena pracovniky Laboratofi toxikogenomiky Statniho zdravotniho tstavu

Vv Praze, dle diive zavedené a popsané metodiky (Mohelnikova-Duchoriova et al., 2013).

Tab. 2 Seznam testovanych xenograftii

Pocet Den odbéru  Objem nadoru
Vzorek Bunééna linie  Terapie davek nadoru [mm?]
X19 PaCa-44 bez lécby 0 60 2844
X21  PaCa-44 bez 1écby 0 60 8377
X23 PaCa-44 bez 1écby 0 53 12165
X24  PaCa-44 bez 1écby 0 53 4955
X25  PaCa-44 bez 1écby 0 53 6944
X43  PaCa-44 bez 1écby 0 51 2228
X44  PaCa-44 bez 1écby 0 44 784
X36  PaCa-44 SB-T 1216 2 29 148
X37  PaCa-44 SB-T 1216 2 29 171
X38 PaCa-44 SB-T 1216 2 29 385
X41  PaCa-44 SB-T 1216 2 33 706
X42  PaCa-44 SB-T 1216 3 30 1492
X52 MIAPaCa-2  SB-T 1214 2 29 484
X53 MIAPaCa-2  SB-T 1214 2 30 475
X54  MIAPaCa-2  SB-T 1214 2 30 278
X54A MIAPaCa-2  SB-T 1214 3 36 838
X55  BxPC-3 SB-T 1214 3 66 342
X56  BxPC-3 SB-T 1214 3 66 360
X57  BxPC-3 SB-T 1214 3 66 760
X58  BxPC-3 SB-T 1214 2 66 42
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4.2  Kontrola integrity a kvantity RNA
Pred stanovenim expresi jednotlivych genii byla pracovniky Laboratofi toxikogenomiky
Statniho zdravotniho ustavu v Praze provedena kontrola kvality a integrity RNA.
Koncentrace izolované RNA byla stanovena pomoci fluorescencni metody za vyuziti
Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Assay Kitu (Invitrogen, Carlsbad, CA) a pfistroje Infinite
M200 (Tecan, Vienna, Austria).

Kontrola integrity RNA byla ur¢ena pomoci RIN (RNA integrity number). Stanoveni
RIN je jednim z hlavnich krokii analyzy genové exprese. Princip méfeni je zalozen na
elektroforéze provadéné na mikro-Cipu. RNA vzorky se elektroforeticky oddeli a poté
nasleduje detekce fluorescence pomoci laseru. Bioanalyzator vygeneruje elektroforeogram,
graf zavislosti fluorescence vzorku na Case a integrita RNA je vypocitana z poméru 18S
a 28S podjednotky RNA a urovné signalu pred markerem 5S oblasti. Ciselna hodnota RIN
muze byt vyjadiena jako desetinné ¢i celé Cislo od 0 do 10. Standardné se pouzivaji vzorky

s RIN > 7 (Mueller et al., 2004).

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

422 Kit
RNA Nano 6000 LabChip kit (Agilent Technologies)

4.2.3 Pracovni postup

Komponenty RNA Nano 6000 LabChip kitu byly ponechany 30 minut pfi pokojové
teploté. Poté byl ptipraven gel centrifugaci 550 ul Agilent RNA 6000 Nano gel Matrixu
pies filtr ve specidlni zkumavce (soucast kitu). Smichanim 1 ul RNA 6000 Nano dye
koncentratu s 65 pul ptipraveného gelu vznikl Gel Dye mix, ktery byl v mnozstvi 9 ul
nanesen do pozice ,,G* chipu. Do vSech 12 jamek pro stanovovani vzorkl a do jamky pro
ladder bylo naneseno 5 pl RNA 6000 Nano markeru. Vzorky RNA byly zdenaturovany
2 minuty za teploty 70 °C a naneseny na &ip po 1 pl. Cip byl umistén v horizontalni poloze
do vortexu na 60 sekund. Poté byl Cip analyzovan na piistroji Agilent 2100 Bioanalyzer

pomoci vyrobcem dodavaného softwaru Agilent 2100 expert software Revision B.02.02.

4.3  Syntéza cDNA
Vzorky mRNA s dostatecnou integritou RNA (RIN >7) a kvantitou (n>1 ug) byly dale

pouzity k syntéze cDNA (complementary DNA) za pomoci enzymu reverzni transkriptasy.
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4.3.1 Pristroje

Laminarni box Biohazard (Clean Air Engineering, Canton, USA), Termoblok Dry Bath
Incubator (Major Science, Saratoga, CA), Termoblok DRI-BLOCK DB-2P (Techne,
Staffordshire, UK)

432 Kit
RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit, (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania)

4.3.3 Pracovni postup
Veskera prace byla provadéna sterilné v lamindlnim boxu a vzorky RNA i kity byly
ulozeny na ledu. V databazi RNA vzorkt byla vyhledana koncentrace a z ni byl vypocitan

objem v ul obsahujici 1 g RNA dle vzorce:

_ _1lugl
c [ug/ul]
K tomuto objemu nélezely 2 ul Random Hexamer Primeru a poté bylo dopocitino
mnozstvi nuclease-free vody na celkovy objem 28 pl.

Do kazdé zkumavky byla napipetovana nejprve nuclease-free voda, poté Random
Hexamer Primer a vzorek RNA. Po smichdni roztokti s RNA byly mikrozkumavky
promichany a centrifugovany v mikrofuze. Poté byly umistény do termobloku na 70 °C po
dobu 5 minut. Béhem této doby byl pfipraven mix pro vSechny vzorky do jedné zkumavky,
ktery obsahoval 5x Reaction Buffer, 10 mM dNTP mix a RiboLock RNase inhibitor.
Pottebné mnozstvi mixu na jeden vzorek bylo 14 pl v némz byly roztoky v poméru 4:2:1.
Obsah zkumavek byl opét zamichan a centrifugovan. Nasledovalo odebrani 4 pl z kazdého
vzorku do novych zkumavek. Tyto zkumavky neobsahovaly reverzni transkriptasu, tudiz
slouzily jako negativni kontrola, zda jsou vSechny roztoky v pouzivaném Kitu bez
kontaminace. Po odebrani 4 pl byly pouze do téchto zkumavek piidany 2 pl RevertAid
reverzni transkriptasy. VSechny zkumavky byly nasledné umistény na 10 minut na stojanek
do pokojové teploty 25 °C, poté inkubovany v termobloku o teploté 42 °C na 60 minut.
Nasledné byla reverzni transkriptasa inaktivovana inkubaci v termobloku nastaveného na
teplotu 70 °C po dobu 10 minut. Nez byly vzorky cDNA vyuzity pro dalsi analyzy, byly
ulozeny do -20 °C.
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4.4 Kontrola produkti cDNA

Celkovy objem ziskané cDNA byl 40 ul o koncentraci 25 ng/ul. Kvalita cDNA z hlediska
kontaminace genomovou DNA byla ovéfena pomoci PCR (polymerazova fetézova reakce)
amplifikace fragmentu ubiquitinu C (UBC), kdy produkt amplifikace cDNA je velky
190 bp, produkt amplifikace genomové DNA obsahuje introny a je velky 1009 bp (Soucek
et al., 2005).

441 Chemikalie
Ethidium bromid, TE pufr (1 M Tris, pH 7,5 a 0,5 M EDTA, pH 8,0), Agarosa, MilliQ
voda, Ladder ®X174 DNA-Hae Il Digest N3026L (New England Biolabs, Ipswich, USA)

442 Pristroje
GeneAmp PCR System 9700 (AB Biosystems, Waltham, USA), Benchtop 2 UV
transilluminator (UVP, California, UK)

4.4.3 Pracovni postup
Pro kontrolu kvality cDNA byl pfipraven mix pro pfislusné mnozstvi vzorka (Tab. 3).

Tento mix byl poté pfidan ke kazdému vzorku v objemech 9,5 ul mixu a 0,5 ul cDNA.

Tab. 3 Mix na 1 vzorek

Reagencie Mnozstvi pro 1 vzorek [ul]
MilliQ voda 6,90
10x buffer 1,00
MgCl, 0,40
dNTP mix 0,20
Primer 1 0,25
Primer 2 0,25
ReqTaq polymerase TopBio 0,50

Vzorky byly vloZzeny na PCR s nasledujicim programem: 5 minut denaturace DNA
pii 94 °C, 38 cykli: 30 sekund rozvolnéni cDNA pti 94 °C, 30 sekund pii 64 °C pro
nasednuti primerd, 30 sekund prodluzovani fetézcu pii 72 °C a 5 minut pii 72 °C, kdy je
dosyntetizovan fragment DNA polymerdzou. Mezi tim byl pfipraven 3% agarosovy gel
(100 ml 0,5x TE pufru smichano se 3 g agarosy) a po skonéeni PCR byly vzorky
napipetovany do jamek pfipraveného gelu, pficemz do prvni jamky byl napipetovan
marker molekulové hmotnosti. Po dobéhnuti elektroforézy nasledovalo vlozeni gelu do
ethidium bromidu a jeho oplachnuti v MilliQ vodé. Poté byl gel vyfocen pomoci UV
transluminatoru, ktery detekuje ethidium bromid mezi vlakny DNA (Obr. 8).
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Obr. 8 Kontrola vzorkti cDNA na 3% agarosovém gelu pomoci PCR amplifikace fragmentu ubiquitinu C,
obarveno ethidium bromidem. Legenda: Jamka 1 — marker molekulové hmotnosti ®X174, Jamka 3 a
nasledujici liché jamky - kontroly, Jamka 4 a nasledujici sudé — vzorky cDNA (190 bp)

4.5 Relativni kvantifikace miry exprese genii pomoci real-time PCR

Metoda kvantitativni real-time PCR (gQPCR) slouzi ke zkoumani fyziologickych zmén na
urovni exprese gend. Dochézi zde k monitorovani miry amplifikace tseku CDNA béhem
kazdého cyklu métenim zmén fluorescence, kdy troven fluorescence odpovidd mnozstvi
nasyntetizované CDNA. Pouzity TagMan systém je charakteristicky tim, ze sonda obsahuje
fluorofor kovalentné pfipojen na 5' konci a zhase¢ na 3' konci. Principem gPCR je metoda
FRET (Forstertiv rezonan¢ni prenos energie) mezi fluorescenénim barvivem a zhasecem.
Jestlize jsou fluorofor a zhaSe¢ ve vzajemné blizkosti, dochdzi k inhibici fluorescence.
Inhibice je ale pferusena pii syntéze nového vldkna Taq polymerdzou, kterd je schopna
svou 3'-5' exonukledzovou funkci odStépit ze sondy nukleotid obsahujici zhasec.
Odstépenim tohoto zhdSece poté dochazi k wuvolnéni fluorescence produkované

fluoroforem na druhé strané sondy (Drabek et al., 2012).

451 Chemikalie
TagMan Gene Expression Assay (Applied Biosystems, Foster City, USA; Tab. 4), 5x HOT
FIREPoI® Blend Master Mix, Nuclease-free voda

45.2 Pristroje
Centrifuga universal 320 (Hettich), ViiA 7 Real-Time PCR Systém (Applied Biosystems)

4.5.3 Pracovni postup
Real-time PCR HH signalni drahy bylo provadéno méfenim miry exprese 34 vybranych

gend pomoci jim piislusnych detekujicich test (Tab. 4).
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Tab. 4 Seznam mé&fenych genii a k nim prislusnych detekujicich testt (Assay ID).

Gen Nazev genu (OMIM) Assay ID
ARRB1 beta arrestin 1 (107940) Hs00244533_m1
ARRB2 beta arrestin 2 (107941) Hs01034127_m1
BTRC beta-transducin repeat-containing protein (603482) Hs01046329_m1
CSNK1Al casein kinase I o (600505) Hs01077962_m1
DHH desert hedgehog (605423) Hs00368306_m1
GAS1 growth arrest-specific 1 (139185) Hs00266715 sl
GLI1 glioma-associated oncogene homolog (165220) Hs01110766_m1
GLI2 gli-kruppel family member 2 (165230) Hs01119974 ml
GLI3 gli-kruppel family member 3 (165240) Hs00609233_m1
GNAI1 guanine nucleotide-binding protein, a-inhibiting activity

polypeptide 1 (139210) Hs01053355_m1
GNAI2 guanine nucleotide-binding protein, o-inhibiting activity

polypeptide 2 (139360) Hs01064686_m1
GNAI3 guanine nucleotide-binding protein, a-inhibiting activity

polypeptide 3 (139370) Hs01020866_m1
GSK3A glycogen synthase kinase 3-o, (606784) Hs00997942_m1
GSK3B glycogen synthase kinase 3-p (605004) Hs00275656_m1
HHAT hedgehog acyltransferasa (605743) Hs00911326_m1l
HHIP hedgehog-interacting protein (606178) Hs01011008_m1
IHH indian hedgehog (600726) Hs01081801_m1
KCTD11  potassium channel tetramerization domain-containing protein

11 (609848) Hs00922550_s1
KIF3A kinesin family member 3A (604683) Hs00199901_m1
KIF7 kinesin family member 7 (611254) Hs00419527 m1
LRP2 low density lipoprotein receptor-related protein 2 (600073) Hs00189742_m1
PRKACA  protein kinase cAMP-dependent catalytic o (601639) Hs00427274 _m1*
PRKACB  protein kinase CAMP-dependent catalytic § (176892) Hs01086757_m1
PRKACG  protein kinase CAMP-dependent catalytic y (176893) Hs01033925_s1

PRKAR1A protein kinase CAMP-dependent regulatory, type | a (188830) Hs00267597_m1
PRKAR1B protein kinase CAMP-dependent regulatory, type I (176911) Hs00406762_m1
PRKAR2A  protein kinase CAMP-dependent regulatory, type Il o (176910) Hs00177760_m1
PRKAR2B  protein kinase CAMP-dependent regulatory, type 1l p (176912) Hs00176966_m1

PTCH1 patched homolog 1 (601309) Hs00181117_m1
PTCH2 patched homolog 2 (603673) Hs01085642_m1
SHH sonic hedgehog (600725) Hs03454385_m1
SMO smoothened homolog (601500) Hs01090242_m1
STK36 serine/threonine protein kinase 36 (607652) Hs01036839_m1
SUFU suppressor of fused homolog (607035) Hs00960524 m1

Pro qPCR je velmi dilezitd volba vhodnych vnitinich standardi, tzv. referencnich
gend. V idedlnim piipad¢ jsou tyto referencni geny konstitutivné exprimovany ve vsech
bunéénych typech dané studie, mély by byt zcela nezavislé na podminkach probihajicich

experimentt a neovlivnitelné zdravotnim stavem jedinci ve studii. Ve studii byly pouzity
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Ctyfi referenéni geny (Tab. 5), které byly diive popsany jako vhodné referencni geny pro
expresni studie na vzorcich PDAC (Mohelnikova-Duchonova et al., 2011).

Tab. 5 Seznam pouzitych referenénich gend a k nim ptislusnych detekujicich testi (Assay 1D).

Gen Nazev genu (OMIM) Assay ID
ELF1 E74-like factor 1 (189973) Hs00152844_m1
EIF2B1 eucaryotic translation initiation factor 2B, subunit 1 (606686) Hs00426752_m1
MRPL19  mitochondrial ribosomal protein L19 (611832) Hs00608519_m1

POP4 processing of precursor 4, ribonuclease P/MRP subunit (606114) Hs00198357 m1

K méteni qPCR byly vSechny vzorky cDNA 0 koncentraci 25 ng/ul natedény 8x
nuclease-free vodou. Nasledné byla pfipravena reakéni smés dle doporuceni vyrobce
(Tab. 6). Pro analyzu byly pouzity 384 jamkové PCR desticky (Obr. 9) a do kazdé jamky
byly naneseny 3 ul reakéni smési a 2 ul vzorku ¢cDNA (~6 ng cDNA). Vzorky byly
nanaseny vzdy Vv duplikatech a v kazdé reakci byla pfitomna negativni kontrola, v niz byl
cDNA templat nahrazen sterilni vodou k vylou¢eni moznosti kontaminace reakéni smési.
Po napipetovani reakéni smési a vzorki cDNA byla desticka vlozena do centrifugy na
1 minutu pii 1200 g a 25 °C. PCR reakce probihaly za nasledujicich podminek: 2 min. pfi
50 °C, nasledovala inicialni denaturace 10 minut pii 95 °C, a 40 cyklu stfidavé denaturace

15 sec pti 95 °C a prodluzovani fetézce 60 sec pfi teplote 60 °C.

Tab. 6 Piiprava reak¢éni smési.

Reagencie Mnozstvi pro 1 vzorek [ul]
RNase free voda 1,75
5 x HOT FIREPolI® Blend Master Mix 0,25
TagMan® Gene Expression Assay 1,00
1 2 3 a| 5| 6| 7| 8| 9/10/11/12/13)14]15|16]17| 18 19| 20 21| 22| 23| 24

X19 X35 X532 [X39

X19 X35 |X52 [X59

%21 |¥36 |X53 [X60
X21|X36 X533 [X60

X323 |X37 |X54 [BxPC-3
X323 |X37 |X54 [BxPC-3
X24 |X38 | X54A [MIA PaCa-2
%24 |¥X38 | X54A [MIA PaCa-2
X25|¥41 |X55 [PaCa-44
X25|¥41 |X55 [PaCa-44
XA3 |¥42 |X56 [NCT

XA3 | ¥42 |X56 [NCT
X44|X50 |X57
XA4 | X50 |X57
X34 |X51 X538
X34 |X51 |X58

HEBEBHEBEBEEREREEUEBREE

Obr. 9 Rozlozeni vzorkt na desti¢ce, kde kazda barva odpovida jinému méfenému genu
Legenda: X19-X59 — vzorky xenograftli; BcPC-3, MIA PaCa-2, PaCa-44 — parentalni bunééné linie, NCT —
negativni kontrola
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4.5.4 Analyza miry exprese referen¢nich geni

Vysledky byly statisticky hodnoceny komparativni AACt metodou (Livak a Schmittgen,
2001) pomoci softwaru RT? Profiler PCR Array Data Analysis v3.5. (Qiagen, 2014). AACt
metoda umoziuje srovnani miry exprese sledovanych genli vzhledem k vétSimu poctu
gent referencnich a kalkuluje 1 s procentudlni uspéSnosti PCR reakce pii hodnoceni rozdilu
mezi tkani nadoru a kontrolni nenddorovou tkani. Jedna se o pomér relativni genové
exprese mezi kontrolni a testovanou skupinou, kdy pomér vétsi nez 1 znaéi zvySenou
genovou expresi, naopak pomér 0-1 znaci expresi snizenou. Do programu byly vneseny
hodnoty Ct (pocet cyklt) kazdého genu. Jako referencni geny pro karcinom pankreatu byly
zvoleny geny MRPL19, EIF1, POP4, EIF2B1 (viz. kap. 3.5.3, Tab. 5). Po zadani dat byly
softwarem vypocitany relativni exprese pomoci nasledujiciho postupu:

1. Urceni normalizovanych hrubych dat (ACt) pro dany gen z poctu cykla (Ct) dle vzorce:
ACt = Ct (cilového genu) — Primér (Ct (referencnich genti))

2. Vypocet primérné ACt specifické pro dany gen pomoci vzorce:

(ACt (vzorek1) + ACt (vzorek2) + ACt (vzorek3) + ...ACt (n pocet vzorki))
n pocet vzorki

Prumémé ACt =

3. Stanoveni AACt ode¢tenim ACt kontrolni skupiny od ACt testované skupiny.
AACt = ACt (testovana skupina n) — ACt (kontrolni skupina)

4. Prevod zmény exprese z logaritmické na linearni stupnici podle rovnice:

o(-AACYH)

Zm¢éna exprese =

Software zaroven posuzuje statistickou vyznamnost rozdilu exprese, kterou vyjadiuje
95% intervalem spolehlivosti (CI) a hodnotou vyznamnosti p, kdy p < 0,05 bylo pouZito

jako hranice statistick¢ vyznamnosti.
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5 VYSLEDKY

51 Buné¢né linie a xenografty

V této studii byly hodnoceny exprese HH drahy v xenograftech ptipravenych ze tii
parentalnich bunéénych linii, jmenovit¢ BxPC-3, PaCa-44 a MIA PaCa-2. BxPC-3
buné¢na linie, ma nejdelsi generacni dobu (24 hodin) a nema pritomnou mutaci v KRAS
onkogenu, zatimco PaCa-44 a MIA PaCa-2 mutace v genech KRAS maji, stejné jako
v genech TP53, CDKN2A a SMAD4. MIA PaCa-2 ma genera¢ni dobu nejkratsi
(15,6 hodin) a vykazuje nejagresivnéjsi chovani, coz bylo viditelné jiz na velikosti nadord
u xenograftti bez 16¢by taxany v 8. tydnu od implantace, v priméru 7,1 cm® + 3,5 cm?,
zatimco u téch taxany lé¢enych pouze 0,5 cm®+ 0,2 cm®. BXPC-3 xenografty podstoupily
tii cykly chemoterapie a byly usmrceny az po osmi tydnech a xenografty odvozeny od
agresivnéjsich parenteralnich linii (PaCa-44 a MIA PaCa-2) byly usmrceny jiz po dvou
cyklech chemoterapie (Ctyfech tydnech), nebot se tfetiho cyklu nedozivaly. Velikost
nadoru PaCa-44 xenograftii byla v priméru 0,3 cm® + 0,1cm® a velikost MIA PaCa-2

xenograftii ve stejné dobé po dvou cyklech chemoterapie byla 0,5 cm®+ 0,2 cm®,

52  Srovnani exprese HH signalni drahy parentalnich bunéénych linii
Pii srovnani exprese HH signalni drahy tfi bunécnych linii, které jsou charakteristické
odliSnosti v mutacich genid a jejich biologickym chovanim, je u bunécné linie PaCa-44
vzhledem ke kontrolni skupiné BxPC-3 viditelna up-regulace u geni PTCH2,
PRKAR1B/A, PRKAR2B, CSNK1A1, KIF3A, ARBB1 a PRKACA (Tab. 7, cCerveng).
Vyrazna down-regulace se projevuje u genu potiebnych pro spravny chod a funkci drahy,
jmenovité jsou témito geny IHH, HHAT, PTCH1, GNAI1, GLI2, GLI3, PRKACB,
PRKAR2B, ARRB2, GAS1 a HHIP a LRP2 (Tab. 7, modte) (Obr. 10).

Pfi srovnani buné¢éné linie MIA PaCa-2 vzhledem ke kontrolni skupiné¢ BxPC-3 je
z Tabulky 7 viditelna vysoka up-regulace kliCovych gend aktivujicich signalni drahu,
jmenovit¢ geny SHH, PTCH2, SMO, GLI1, GAS1, a dalsich regulatori drahy HHAT,
PRKARI1B, KIF3A, a PRKACA (Tab. 7, ¢ervené). Down-regulace je z vysledkd ziejma
u genti IHH, GNAI1, GLI3, PRKACB/G a LRP2 (Tab. 7, modie) (Obr. 11).
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Obr. 10 Schéma deregulace HH signalni drahy u parentalni buné¢né linie PaCa-44 vzhledem ke kontrolni
linii BXPC-3 vychazejici z Tab. 7.
Legenda: modie down-regulace, ¢ervend up-regulace, bilé beze zmény.

plazmaticka

membrana endosomalni

| vacek GSK3A/B

T | sz |— cur |

Y

cytoplazma jadro

I GLI* I—)I Transkripce I

signalizace
aktivace drahy

Obr. 11 Schéma deregulace HH signalni drahy u parentalni bunéné linie MIA PaCa-2 vzhledem ke
kontrolni linii BXPC-3 vychazejici z Tab. 7.
Legenda: modie down-regulace, Cervené up-regulace, bilé beze zmény.
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Tab. 7 Srovnani exprese gentt HH signalni drahy parentalnich bunéénych linii PaCa-44 a MIA PaCa-2
vzhledem ke kontrolni linii BXxPC-3

PaCa-44 MIA PaCa-2
Symbol Zména exprese Zména exprese
SHH 0,8 2,2
DHH 1,8 1,4
IHH 0,1 0,3
HHAT 0,5 2,1
PTCH1 0,4 0,6
PTCH2 2,2 56,2
SMO 1,4 10299,8
GNAI1 0,3 <0,1
GNAI2 1,2 2,0
GNAI3 1,8 2,7
KIF7 0,6 2,0
STK36 1,6 3,0
SUFU 1,7 2,2
GLI1 1,4 22,1
GLI2 <0,1 15
GLI3 <0,1 <0,1
PRKACB 0,2 0,2
PRKACG 0,2 0,4
PRKAR1A 2,3 1,9
PRKAR1B 3,8 2,4
PRKAR2A 1,4 2,3
PRKAR2B 2,7 154,2
CSNK1Al 3,8 3,6
GSK3A 1,1 1,7
GSK3B 1,6 2,0
KCTD11 0,6 0,2
KIF3A 4,0 7,5
ARRB1 26,5 11,4
ARRB?2 1,3 6,1
GAS1 0,1 56,0
HHIP 0,2 0,4
LRP2 0,5 0,2
BTRC 1,2 2,9
PRKACA 4,7 7,5

Legenda: Snizena exprese vyznatena modie, zvySena exprese vyznacena Cervené. StatistickOu vyznamnost
(p-value) nelze hodnotit, jelikoz bylo testovano malé mnozZstvi vzorki.
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5.3 Rozdily v expresi xenografti jednotlivych tii bunéénych linii

Pfi srovnani exprese xenograftl tii bunéénych linii, které jsou charakteristické odliSnosti
v mutacich gent a jejich biologickym chovanim, (Obr. 14) byla u xenografti bunééné linie
PaCa-44 vzhledem ke kontrolni skupiné BxPC-3 deregulace shodna s deregulaci
v samotnych parentdlnich bunéénych liniich a to, up-regulace u genit PTCH2, PRKAR1B,
CSNK1AL, KIF3A (Tab. 8, ¢erven¢) a down-regulace u gentt IHH, HHAT, PTCH1, GNAI1,
GLI2, GLI3, PRKACB, PRKAR2B, ARRB2, GAS1 a HHIP (Tab. 8, modie) (Obr. 12).

Pii srovnani xenografti bunécné linie MIA PaCa-2 vzhledem ke kontrolni skupiné
BxPC-3 je v Tabulce 8 viditelna up-regulace klicovych gent aktivujicich HH drahu,
jmenovit¢ SHH, PTCH2, SMO, GLI1, GAS1, HHAT, PRKAR1B, KIF3A, a PRKACA
(Tab. 8, ¢ervené). Down-regulace je ziejma u gent IHH, GNAIL, GLI3, PRKACB a LRP2
(Tab. 8, modie) (Obr. 13).
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Obr. 12 Schéma s vyznacenymi up/down-regulovanymi geny HH signalni drahy v nadorové tkani PaCa-44
xenograftt vzhledem ke kontrolni skupiné BXPC-3 vychazejici z Tab. 8.
Legenda:modte vyznacena down-regulace, Cervené up-regulace, bilé beze zmény.
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Obr. 13 Schéma s vyznacenymi up/down-regulovanymi geny HH signalni drahy v nadorové tkani
MIA PaCa-2 xenografti vzhledem ke kontrolni skupiné BXPC-3 vychazejici z Tab. 8.
Legenda: modie vyzna¢ena down-regulace, Cervené up-regulace, bilé beze zmény.

Tab. 8 Zmény exprese geni bunééné linie PaCa-44 a MIA PaCa-2 vzhledem ke kontrolni skupiné BxPC-3

PaCa-44

MIA PaCa-2

95% interval

Zména  spolehlivosti Zména 95% interval
Symbol exprese (ch p-value exprese spolehlivosti (CI)  p-value
SHH 0,5 (0,00001-1,15) 0,236 69,6 (0,00001-147,93) <0,001
DHH 1,5 (0,20-2,87) 0,370 0,8 (0,03-1,50) 0,791
IHH <0,1 (0,00-0,02) 0,006 <0,1 (0,01-0,07) 0,016
HHAT 0,2 (0,14-0,34) 0,002 3,5 (2,05-4,94) 0,002
PTCH1 0,4 (0,16-0,59) 0,031 1,0 (0,49-1,61) 0,905
PTCH2 3,3 (1,14-5,37) 0,019 12,2 (7,21-17,22) <0,001
SMO 0,7 (0,15-1,30) 0,308 6183,0 (1344,90-11021,03) <0,001
GNAIL 0,1 (0,06-0,17) <0,001 <0,1 (0,00-0,01) 0,001
GNAI2 1,4 (0,80-2,08) 0,206 1,9 (1,18-2,57) 0,011
GNAI3 1,3 (0,77-1,84) 0,270 1,8 (1,16-2,42) 0,010
KIF7 0,6 (0,30-0,86) 0,075 0,5 (0,32-0,74) 0,040
STK36 0,8 (0,52-1,15) 0,283 1,5 (0,85-2,10) 0,146
SUFU 1,5 (0,93-2,15) 0,017 1,6 (0,92-2,28) 0,043
GLI1 1,3 (0,06-2,46) 0,577 3,8 (1,12-6,38) 0,011
GLI2 <0,1 (0,01-0,02) <0,001 0,9 (0,69-1,16) 0,516
GLI3 <0,1 (0,00-0,01) <0,001 <0,1 (0,03-0,09) <0,001
PRKACB 0,3 (0,15-0,41) 0,006 0,2 (0,15-0,32) 0,008
PRKACG 0,4 (0,00001-1,51) 0,485 1,0 (0,00001-4,08) 0,923
PRKAR1A 1,8 (1,02-2,66) 0,048 1,5 (0,91-2,07) 0,114
PRKAR1B 3,1 (1,37-4,82) 0,019 53 (2,98-7,67) <0,001
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PRKAR2A 0,7 (0,43-1,02) 0,195 1,3 (0,89-1,72) 0,168

PRKAR2B 0,1 (0,02-0,10)  <0,001 1,4 (0,84-1,93) 0,175
CSNK1Al 2,7 (1,22-4,20) 0004 1,4 (0,67-2,22) 0,294
GSK3A 0,9 (0,48-1,25) 0507 1,2 (0,72-1,61) 0,622
GSK3B 1,5 (1,07-2,00) 0032 1,3 (0,94-1,72) 0,118
KCTD11 13 (0,04-2,62) 0317 05 (0,23-0,76) 0,096
KIF3A 2.9 (1,79-3,95) 0002 28 (1,87-3,71) <0,001
ARRB1 08 (0,43-1,12) 0215 09 (0,52-1,35) 0,621
ARRB? 03 (0,22-0,44)  <0,001 1,7 (1,27-2,00) 0,002
GASL <0,1 (0,01-0,05) 0002 106 (5,19-15,91) 0,001
HHIP 01 (0,04-0,15) 0005 1,2 (0,35-2,11) 0,608
LRP2 2,0 (1,31-2,72) 0011 03 (0,20-0,36) <0,001
BTRC 1,1 (0,83-1,34) 0570 1,3 (1,01-1,67) 0,063
PRKACA 1,7 (0,83-2,54) 0109 27 (1,62-3,83) <0,001

Legenda: Snizena exprese vyznaena modfe, zvySena exprese vyznalena Cervené, Statistickd vyznamnost
rozdilu exprese vyjadiena 95% intervalem spolehlivosti. Geny s deregulaci vyznamnéjsi nez p<0,05 jsou
vyznaceny tucné.
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Obr. 14 Shlukova mapa zobrazujici expresni profil SBT 1é¢enych xenograftii odvozenych od t¥i bunéénych
linii. Legenda: Vzorky vykazuji réizné tirovné exprese v reakci na 1é¢bu. Cervené - exprese zvysena, Cerna —
stiedni, zelena- snizend exprese. Dendrogramy znaci korelaci mezi skupinami gent a vzorkll. Geny jsou
umistény v fadcich, vzorky ve sloupcich, kdy zluté je vyznadena skupina xenografti MIA PaCa-2 (X52-
X54A), modie PaCa-44 (X38-X42) a rizové BxPC-3 (X55-58).
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54  Srovnani vzorki linie PaCa-44 1é¢enych SBT a nelééenych

Pti srovnani exprese HH signalni drahy v nddorové tkani xenograftli IéCenych taxany

s neléCenymi, byl hlavni ligand drahy, SHH, zvySené exprimovan, piestoZe ostatni geny na

niz§ich trovnich (downstream) zvysen¢ exprimovany nebyly (Obr. 16). Z tabulky 9

(modfe) je patrné, ze pasobeni HH signalni drahy bylo sniZeno, jelikoz doslo k down-

regulaci vétSiny vyznamnych geni signalizace, jmenovit¢ HHAT, PTCH1, SMO, GNAI1,
GNAI2, GNAI3, KIF7, STK36, GLI2, GLI3, PAK (katalytické i regula¢ni podjednotky),
CSNK1A1, GSK3A, GSK3B, KIF3A, ARRB1 a BTRC (Tab. 9, modre) (Obr. 15).
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Obr. 15 Schéma s vyznacenymi up/down-regulovanymi geny HH signalni drahy v nadorové tkani PaCa-44
xenograft lé¢enych taxany vzhledem k nelécenym vychazejici z Tab. 9
Legenda: modfe vyznacena down-regulace, Cervené up-regulace, bilé beze zmény.
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Tab. 9 Srovnani exprese genit HH signalni drahy v nadorové tkani PaCa-44 xenograftii 1é¢enych taxany
vzhledem k nelécenym

Symbol Zména exprese 95% interval spolehlivosti (CI)  p-hodnota
SHH 2,7 (1,53-3,88) 0,001
DHH 1,0 (0,21-1,69) 0,969
IHH 0,5 (0,14-0,87) 0,156
HHAT 0,5 (0,36-0,69) 0,008
PTCH1 0,5 (0,33-0,69) 0,003
PTCH2 11 (0,34-1,88) 0,656
SMO 0,6 (0,45-0,79) 0,014
GNAI1 0,5 (0,28-0,68) 0,005
GNAI2 0,5 (0,34-0,63) <0,001
GNAI3 0,6 (0,43-0,71) <0,001
KIF7 0,5 (0,30-0,75) 0,025
STK36 0,8 (0,65-0,89) 0,011
SUFU 0,9 (0,78-0,97) 0,062
GLI1 1,0 (0,23-1,86) 0,544
GLI2 0,5 (0,39-0,68) 0,012
GLI3 0,6 (0,45-0,79) 0,014
PRKACB 0,4 (0,27-0,63) 0,010
PRKACG 0,6 (0,00001-1,99) 0,466
PRKAR1A 0,4 (0,28-0,54) <0,001
PRKARI1B 0,4 (0,23-0,57) 0,002
PRKAR2A 0,5 (0,33-0,61) <0,001
PRKAR2B 0,2 (0,09-0,40) 0,001
CSNK1A1 0,7 (0,51-0,81) 0,003
GSK3A 0,7 (0,50-0,84) 0,005
GSK3B 0,7 (0,56-0,83) 0,006
KCTD11 0,5 (0,07-0,91) 0,057
KIF3A 0,4 (0,23-0,47) 0,003
ARRB1 0,5 (0,42-0,66) 0,001
ARRB2 0,8 (0,59-0,98) 0,093
GAS1 0,4 (0,00001-0,92) 0,399
HHIP 0,7 (0,42-0,95) 0,095
LRP2 1,0 (0,45-1,56) 0,701
BTRC 0,6 (0,50-0,68) <0,001
PRKACA 0,4 (0,28-0,58) <0,001

Legenda: Snizena exprese vyznacena modfe, zvySena exprese vyznaCena Cervené. Statisticka vyznamnost
rozdilu exprese vyjadiena 95% intervalem spolehlivosti. Geny s deregulaci vyznamnéjsi nez p<0,05 jsou
vyznaceny tucné.
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Obr. 16 Shlukovd mapa zobrazujici expresni profil PaCa-44 xenograftii neléenych a l1é¢enych taxany.
Legenda: Vzorky vykazuji rizné urovné exprese v reakci na 1é¢bu. Cervena barva vyznaluje expresi
zvysenou, Cerna stiedni a zelena sniZzenou. Dendrogramy ukazuji korelaci mezi skupinami genti. Vzorky jsou
ve sloupcich, geny v fadcich. Ruzové je vyznacena skupina taxany lé¢enych xenografta.
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6 DISKUZE

HH signélni drdha hraje v dospélosti klicovou roli v proliferaci a diferenciaci bunck
vedouci ke kancerogenezi i akceleraci rustu nddord. Ve zdravé tkéani slinivky bfi$ni neni
HH signalni draha aktivovana. Aberantni exprese HH signalni drahy na urovni mRNA
| proteint byla naopak detekovana u PDAC. Pii testovani exprese HH drahy in vitro na 26
bunécnych liniich PDAC byla u vSech nalezena vyssi exprese minimalné 2 zastupci HH
drahy, v¢etn¢ PTCH1, SMO, HHIP a GLI1 (Thayer et al., 2003). V této praci byla
prokéazana vyssi exprese klicovych gent aktivujicich signalni drahu, a to jmenovité SHH,
PTCH2, SMO, GLI1, GAS1, HHAT, PRKAR1B, KIF3A, a PRKACA u agresivni buné¢né
linie MIA PaCa-2 s vysokou prolifera¢ni aktivitou vzhledem ke kontrolni linii BxPC-3,
ato jak v samotnych parentalnich liniich, tak i u nadorti xenografti od nich odvozenych.
Toto zjisténi tedy potvrzuje roli HH signélni drahy nejen v samotné kancerogenezi PDAC,
ale i v dalsich fazich nemoci, rychlosti riistu nadoru a jeho agresivit¢.

Duktalni adenokarcinom pankreatu je nadorové onemocnéni s velmi S$patnou
prognézou a obtiznou lécbou. Mezi klicovymi faktory Spatné progndzy patii 1 obtizna
chirurgicka 1é¢ba, vysoké procento recidiv po chirurgické 1é¢bé a vyrazna chemorezistence
téchto nadori (Mohelnikova-Duchonova et al., 2013). Systémova chemoterapie zdstava
jedinou léCebnou moZnosti pro pacienty s lokalné¢ pokroCilym ¢i metastatickym
onemocnénim. Prestoze chemoterapie statisticky zlepSuje celkové piezivani PDAC
pacientti, celkovy pfinos této 1€Cby je v soucastnosti neptilis vyznamny, a vétSina pacientli
S pokrocilym PDAC umird do jednoho roku od stanovené diagnézy. V praxi se pii 1é¢be
PDAC uplatiiuji zejména chemoterapeutické rezimy na bazi nukleosidovych analog,
jmenovité S-fluorouracilu a gemcitabinu, a to bud’ v monoterapii, nebo v kombinaci
s oxaliplatinou a irinotekanem (FOLFIRINOX), nebo nab-paklitaxelem. Pfinos inhibitort
HH signalni drahy v terapii PDAC je v soucastnosti kontroverzni téma. Inhibice HH
signalni drahy u xenografti vede k davkové zavislé redukci riistu objemu nadorti (Bahra et
al., 2012). Kombinace téchto inhibitori se standartni chemoterapii vSak nepiinesla
jednoznac¢né vysledky. V piipadé kombinace s cisplatinou vede inhibice HH signalni drahy
k synergickému efektu na nadorové bunky, naopak u gemcitabinu a 5-fluorouracilu mtze
pridani HH inhibitorti navodit chemorezistenci (Onishi et al., 2012). Vysvétlenim muze
byt, ze HH inhibitory navozuji G1 blok bunécného cyklu a tim snizuji u€innost cytostatik
zavislych na bunécném cyklu.

Cytostatika ze skupiny taxana jsou v piipadé PDAC pomérné¢ malo prozkoumanou
oblasti. Kombinace nab-paklitaxelu s gemcitabinem zlepsuje celkové piezivani pacientd.

V nasi studii jsme pouzily k 1é€bé xenograftii experimentalni SBT taxany. Velikost nadorti
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u xenografti bez 1é¢by taxany v 8. tydnu od implantace byla v praiméru 7,1 cm® + 3,5 cm®,
zatimco u téch taxany lécenych pouze 0,5 cm® + 0,2 cm®. Piestoze hlavni ligand drahy
SHH, byl po 1é¢bé zvysené exprimovan, exprese vSech ostatnich komponent HH drahy
byla v nadorovych bunikach xenograftti po terapii vyznamné snizena. Béhem terapie taxany
tedy dochazi k inhibici riistu nadoru a inhibici HH drahy. Pfesny mechanismus neni znam.
Nicméné taxany stabilizuji mikrotubuly a délici vieténko bun¢k, ¢imz zastavuji buné¢né
déleni blokaci bunééného cyklu v G2/M fazi. Lze tedy ocekavat podobné synergicky efekt
kombinované 1é¢by taxany s HH inhibitory. SniZzenou expresi HH drahy po 1é¢bé taxany
Ize vysvétlit obecné sniZzenou proliferaci v tkani nadoru, ovSem nelze vyloucit, ze na
antiproliferacnim efektu se podili snizeni exprese HH drahy pisobenim taxant. Tato

problematika tedy zlistava oteviena pro dalsi vyzkum.
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7 ZAVER
Cilem teoretické casti této prace bylo vypracovat literarni reser$i shrnujici informace
0 PDAC, HH signalni draze, jednotlivych proteinech Ucastnicich se pfenosu signalu se
zamé&fenim na ulohu v karcinogenezi a progresi karcinomu pankreatu.

Alterace exprese gent HH signalni drahy v PDAC ma zésadni roli v patogenezi
tohoto onemocnéni, nicméné presny mechanismus, kterym se na karcinogenezi a progresi
PDAC podili, neni doposud zcela objasnén. V této praci byly porovnavany expresni
hladiny mRNA 34 klicovych gent HH signalni drahy mezi jednotlivymi bunécnymi
liniemi a dale sledovan vliv 1écby xenograftii experimentalnimi taxany na tyto hladiny.

In vivo na mysich modelech byla prokazana vyznamna up-regulace exprese hlavniho
ligandu HH signalni drahy, SHH, u xenografti po 1é¢bé experimentalnimi taxany SBT,
nicméné dalsi geny v draze pod timto ligandem (downstream) byly naopak vyrazné down-
regulovany. Pfi srovnani exprese po chemoterapii mezi tumory odvozenymi od tii
rozdilnych parenteralnich bunéénych linii, byla nalezena vyrazné vyssi exprese hlavnich
gentl podilejicich se na aktivaci HH signélni drahy u MIA PaCa-2 xenografti. MIA PaCa-2
buiky vykazuji agresivni chovani, maji nejkratsi generacni dobu a rovnéz rust tumord
xenograftll odvozenych od téchto linii byl nejméné inhibovan STB taxany. HH signalni
draha tedy muze byt potencidlnim faktorem ovlivitujici efekt chemoterapie u PDAC.
Vysledky této studie vSak musi byt dale ovéfeny in vitro, a studiem exprese HH drahy
u pacientli s PDAC. Tato prace je tedy pilotnim projektem k ndsledné analyze geni HH
signalni drahy, jako potencialnich prognostickych biomarkerti u pacienti s PDAC, ktefti

podstoupili radikéalni chirurgicky vykon.
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INTERNETOVE ZDROJE

Graf zobrazujici stav incidence a mortality karcinomu pankreatu v CR od roku 1977 do roku 2010.
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