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PROGNOSTICKY VYZNAM EXPRESIE P53 PROTEINU
V DIFUZNYCH VELKOBUNKOVYCH B-LYMFOMOCH
A VYSOKOAGRESIVNYCH B-BUNKOVYCH LYMFOMOCH
S DVOJITOU/TROJITOU PRESTAVBOU GENOV MYC, BCL2
A/ALEBO BCLS6

Andrej Stefak, Katarina Leskova

Ustav patologickej anatémie JLF UK a UNM, Martin

Uvod

Diftazny velkobunkovy B-lymfom (DLBCL NOS) a ,,High grade* B-bunkovy lymfém
s dvojitou/trojitou prestavbou génov MYC, BCL2 a/alebo BCL6 (HGBL DH/TH) sa
radia medzi relativne Casté hematologické malignity pritomné po celom svete. Je dnes
zname, ze ich biologické spravanie je vel'mi heterogénne a progndza pacientov je preto
ovplyvnena d’al$imi, ¢i uz pomerne dobre znamymi faktormi, ako napr. vek pacienta,
infiltracia kostnej drene a CNS, expresia proteinov c-myc, bcl2, bcl6, prestavba
rovnomennych génov MYC, BCL2, BCL6 alebo stale skimanymi charakteristikami, kam
patri aj doteraz nejasny vyznam expresie pS3 antigénu v tychto lymfémoch. V nasej
praci sme sa venovali prave analyze vyskytu p53 proteinu a jeho vplyvu na prognézu
pacientov s DLBCL a HGBL DH/TH ochorenim na Slovensku.

Material a metody

Spolo¢ne bolo analyzovanych 101 vzoriek nadorov pacientov, ktorym bol
diagnostikovany DLBCL NOS a HGBL DH/TH v ¢asovom rozmedzi rokov 2008-2020.
Vsetky stbory boli vytvarané retrospektivnou analyzou, vyberom pripadov z registra
vedeného v Konzultatnom centre pre biopticku diagnostiku ochoreni krvotvorby na
Slovensku, ktory v suasnosti zahfiia 2 samostatné pracoviska: Ustav patologickej
anatémie JLF UK a UNM a Martinské bioptické centrum, s.r.o.

Vsetky vzorky boli preskimané na pritomnost’ p53, za pomoci svetelné¢ho
mikroskopu a roztriedené do skupin podl'a percenta pozitivnych buniek. Ako ,,cut off*
hranica pozitivity/negativity vzorky bola stanovend primarne hranica 20% pozitivnych
buniek v preparate, ktora bola nasledne doplnena o analyzy vplyvu inych hrani¢nych
limitov- 50% a 80%. Vysledky imunohistochemickych vysetreni p53 boli porovnavané
s udajom o celkovom prezivani (OS) pacientov, a to samostatne v skupine DLBCL NOS
aj v skupine HGBL DH/TH pacientov.
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Pripady boli cenziirované ku dnu 31.12.2023 a Statisticky spracované pomocou
softvéru (Prism 10), priCom za Statisticky signifikantny vysledok bola povazovana
p-hodnota mensia ako 0,05 (Gehan-Breslow-Wilcoxon test).

Vysledky

Zo 101 vyhodnotenych pripadov spadalo do kategérie DLBCL NOS 44 vzoriek
a do kategorie HGBL DH/TH 57 vzoriek. Pri stanovenom ,,cut off* 20% bola hodnota
p medzi porovnavanymi p53 pozitivnymi a p53 negativnymi DLBCL NOS pripadmi
0,3726, pri HGBL DH/TH bola tato hodnota 0,3070. Pri aplikacii ,,cut off™ limitu 50%
sme nepozorovali vyznamny rozdiel v prezivani pacientov ani v kategérii DLBCL NOS
(p=0,7509), ani v kategoriit HGBL DH/TH (p=0,6925). Hranica 80% vSak poukézala
celkovo na vyrazne horsiu prognoézu p53 pozitivnych DLBCL NOS oproti p53
negativnym pripadom (p=0,1977), v skupine HGBL DH/TH sme ale tento fenomén

nepozorovali (p=0,9085). Vysledky analyz st znazornené pomocou kriviek prezivania
na Grafoch 1-3.
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Zaver

Nase analyzy nepotvrdili $tatisticky signifikantny rozdiel v OS medzi skupinami
p53 pozitivnych a p53 negativnych pacientov pri porovnavanych ,,cut off* hraniciach.
V stadii od Moreno et al. [1] autori uvadzaju Statisticky nesignifikantni tendenciu
k horSiemu celkovému prezivaniu u p53+ pacientov s DLBCL v podskupinach non-
GCB, GCB a ,,double expressor®. V slovenskej populacnej vzorke sa ukazala najviac
smerodajna hranica 80% a to predovSetkym pre pacientov s DLBCL NOS. Vysledky je
potrebné d’alej podporit’ va¢§sim stiborom pripadov, pripadne korelovat’ s vysledkami
genetickych analyz prestavby TP53 génu.
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STUDIUM ASOCIACIIi MEDZI CREVNYM MIKROBIOMOM
A CHEMOREZISTENCIOU V XENOGRAFTOVOM MODELI
TESTIKULARNYCH NADOROV Z GERMINATIVNYCH BUNIEK
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Uvod

Testikularne nadory patria k najcastej$im solidnym malignitdm u mladych muzov. Zo
vSetkych pripadov, az 98 % tvoria testikularne nadory zo zarodo¢nych buniek (GCTs),
ku ktorym radime semindémy a nesemindmové nadory. Zavedenie chemoterapie na baze
cisplatiny prinieslo vyznamny pokrok v liecbe GCTs a radime ich k najviac
chemosenzitivnym a kurabilnym solidnym malignitdm s dlhodobym preZivanim
pacientov. Napriek tomu, nizke percento pacientov vykazuje rezistenciu na
chemoterapeutick liecbu [1].

Crevny mikrobiom predstavuje komplexny ekosystém mikroorganizmov, ktory
interaguje s imunitnym systémom hostitela a ovplyviluje distalne organy
prostrednictvom produkcie metabolitov a signalnych molekul. Vysledky z posledného
obdobia odhalili, Ze mikrobiém hrd doleziti ulohu pri spermatogenéze a spravnej
funkcii semennikov. Prepojenie ¢revného mikrobiomu a semennikov v rdmci osi
,mikrobiom-crevo-testis“ je v sucasnosti len minimélne preskimané a tito oblast’
predstavuje vyznamni vedeckii vyzvu do budtcnosti [2]. Coraz viac udajov
z predklinickych a klinickych $tadii potvrdzuje participaciu mikrobiomu nielen
v onkogenéze, ale aj v odpovedi na rozne liecebné modality, najmid chemoterapiu
a imunoterapiu [3]. V roku 2017 bol navrhnuty TIMER mechanizmus (translokacia,
imunomodulacia, metabolizmus, enzymatickd degradacia a znizend diverzita
a ekologicka variacia), popisujici u€inky vplyvu mikrobiému na chemoterapiu [4].
Pritomnost’ urcitych baktérii v ¢revnom mikroprostredi moze zvysit ucinnost’ liecby,
zatial' ¢o nepriaznivé zloZenie je asociované so slabou odpovedou [5, 6]. Preto
identifikdcia mikrobidlnych markerov a naslednd modulacia ¢revného mikrobiému by
mohla dopomdct k zvySeniu efektivity liecby a prekonaniu chemorezistencie
u refraktérnych pacientov s nddormi testis. Zarovein, obnovenie intestinalnej rovnovahy
prispieva K znizeniu toxicity vyvolanej podavanim chemoterapie.

Ciel'om naSe pilotnej Studie bola analyza kompozicie ¢revného mikrobiému
vV mySacom xenograftovom modeli z GCTs bunkovych linii, senzitivnych wvs.
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rezistentnych na cisplatinu a kontrolnych jedincov, s naslednou identifikaciou odliSnosti
Vv ich mikrobiéme.

Material a metody

V ramci Studie sme stanovovali zloZenie ¢revného mikrobiému v animalnom
modeli mysi, ktorym boli subkutanne injekované varianty troch typov nadorovych
bunkovych linii odvodenych od embryondlneho karcindmu, senzitivnych
a rezistentnych na cisplatinu (2102Ep, 2102Ep CisR, NCCIT, NCCIT CisR, NTERA-2
alebo NTERA-2 CisR) a kontrolnym jedincom, ktorym bol aplikovany fyziologicky
roztok. V kazdej skupine boli 4 samci NOD scid gamma mysi vo veku 6-8 tyzdiov,
chovani v samostatnych klietkach, aby sa eliminovali faktory ovplyviiujuce mikrobidlne
zlozenie. VSetkym jedincom bola odoberana stolica v tyzdnovych intervaloch po dobu
jedného mesiaca, pri¢om vzdy pred aplikéciou nadorovej bunkovej linie sme odobrali aj
vzorku bazalneho mikrobiomu. V prvom kroku analyzy sme izolovali mikrobidlnu DNA
zo stolice mysi pomocou komeréne dostupného kitu Quick-DNA Fecal/Soil Microbe
Miniprep Kit (Zymo Research) a vyhodnotili kvantitu a kvalitu ziskanej DNA. Na
template ziskanej DNA sme uskuto¢nili PCR amplifikaciu V4 hypervariabilnej oblasti
16S rRNA génu s pouzitim primerov s linkerovymi sekvenciami CS1 a CS2. Vzniknuté
amplikony boli pouzité v druhej PCR, pri ktorej boli do vzoriek zalenené unikatne
identifikatory tzv. ,,barcodes”. Vysledné amplikony boli sekvenované na platforme
[llumina MiniSeq, ktora umoziuje paralelné sekvenovanie viacerych amplikénov na
jednom sekvenatore. Analyza dat prebiehala pomocou platformy MicrobiomeAnalyst,
vyvinutej s cielom umoZnit’ komplexné Statistiky, vizualizaciu a funkénu interpretaciu
vystupov mikrobiémovej Stadie.

Vysledky

Ziskané vysledky poukazali na odliSnosti v €revnom mikrobidme zvierat
v zavislosti od podanej GCTs nadorovej linie. Analyzou ¢revného mikrobiomu sme
odhalili rozdiely v relativnom zastipeni bakteridlnych celadi u xenograftov
a kontrolnych zvierat, ale tiez u senzitivnych vs. rezistentnych variantov. Zistili sme, Ze
zastupcovia Akkermansiaceae a Erysipelotrichaceae mali takmer 4-nasobne vysSie
zastupenie u kontrolnych zvierat, zatial’ ¢o ¢el'ade Bacteroidaceae a Tannerellaceae sa
ukazali ako signifikantne vysSSie zastipené u xenograftov. Zaujimavostou bolo, zZe
V mikrobiéme kontrolnych zvierat sme nezaznamenali pritomnost’ celade
Monoglobaceae.

a-diverzita, urcujiica mikrobialnu rozmanitost’ v rdmci vzorky, bola stanovena
Shannon indexom, ktory popisuje bohatost’ a rovnomernost’ taxonov vo vzorkach. Jeho
priemerné hodnoty vykazovali >2, €o odzrkadl'ovalo vysSiu bakteridlnu diverzitu
jednotlivych vzoriek. Statisticky signifikantné rozdiely v a-diverzite sme vsak
nezaznamenali. Na postudenie -diverzity, ktord reprezentuje diverzitu medzi vzorkami,
sme uskuto¢nili PCoA analyzu na zaklade Bray-Curtis indexu. Z vysledkov sme odhalili
podobntl bakteridlnu diverzitu u kontrolnych jedincov a mysi, ktorym boli aplikované
senzitivne a rezistentné varianty NCCIT nadorovej linie (Obrazok 1).



Bohatost’ bakterialnych ¢el'adi v kazdej vzorke sme stanovili pomocou teplotnej
,heat® mapy (Obrazok 2). Rozsah farebnej Skaly vyjadroval relativne hodnoty
zastupenia taxonov v ramci variantov GCTs linii.
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Obrazok 1. Stanovenie f-diverzity u xenograftov s podanymi GCTs nadorovymi liniami
a kontrolnych zvierat. PCoA analyza pomocou Bray-Curtis indexu odrdza
roznorodost’ medzi pozorovanymi vzorkami. Vzdialenost’ medzi bodmi
charakterizuje mieru odliSnosti vzoriek.
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nddorovymi liniami odvodenymi od embryondlneho karcinomu, v poradi 2102Ep CisR,
NCCIT CisR a NTERA-2 CisR. V pravej polovici si zndzornené ich senzitivne varianty



Z pozorovanych vysledkov vyplynulo vysSie =zastupenie Rikenellaceae
a Lachnospiraceae UCG.001 u mysi s rezistentnymi nadormi, zatial ¢o u mysi so
senzitivnymi nadormi boli detegované zvySené hladiny c¢eladi Ruminococcaceae
a Erysipelatoclostridiaceae.

Diskusia a zavery

V poslednom obdobi sa do popredia onkologického vyskumu dostava stidium
ulohy c¢revného mikrobiomu. V roku 2022 boli polymorfné mikrobiomy osidl'ujuce
tkaniva, organy, slizni¢né povrchy a nadorové mikroprostredie zac¢lenené do konceptu
“Hallmarks of Cancer “, ktory sumarizuje kI'i¢ové spolo¢né charakteristiky nadorov [7].
Neustale pribudajuce vysledky stadii potvrdzuji  déleziti lohu vybranych
mikroorganizmov V iniciacii a progresii onkologickych ochoreni a tiez v odpovedi na
protinadorovu liecbu. Doposial’ v§ak chybaju stidie zamerané na vplyv mikrobiomu pri
testikularnych nadoroch, ktorych liecba je zalozend predovsSetkym na podavani
chemoterapie na baze cisplatiny.

V nasej Studii sme prvykrat popisali vplyv GCTs na kompoziciu mikrobiomu
Vv animdlnom modeli. Ziskané vysledky poukdzali na nizSie zastupenie cel'ade
Rikenellaceae, konkrétne Rikenellaceae RC9_gut_group u mysi so senzitivnymi GCTs
v porovnani so vzorkami od jedincov s rezistentnymi nadormi. V nedavnej in vivo
analyze, Tian akol., pozorovali dysbidbzu crevného mikrobidomu u mysi
s osteosarkomom liecenych cisplatinou. Aj u tychto zvierat doslo k znizeniu zastupcov
¢el'ade Rikenellaceae [8]. Hoci doterajsie vyskumy popisujuce vztah medzi ¢revnym
mikrobiomom, testikularnymi nddormi a i¢innostou chemoterapie absentuju, existujiice
zistenia pri inych onkologickych ochoreniach naznacuji, Ze nami identifikované
mikroorganizmy mozu ovplyviiovat’ odpoved’ na chemoterapiu. Vicsina dostupnych
vysledkov zin vivo aklinickych §tadii sa doposial zameriavala na ich Glohu pri
odpovedi na imunoterapiu [9, 10].

Zaverom modZeme zhrnlt,, Ze nase pozorovania poukdzali na vybrané bakterialne taxony,
ktoré by mohli najst’ uplatnenie ako mikrobidlne biomarkery asociované s odpoved’ou
na chemoterapeutickt lie€bu cisplatinou. NaSe pozorovania tak moézu posluzit’ ako
zéklad pre dalsi vyskum komplexného vzt'ahu medzi mikrobiomom, testikularnymi
nadormi a ich liecbou. Nadvizujice Studie, zamerané na stratégie modulacie ¢revného
mikrobiomu s cielom obnovit’ priaznivé mikrobialne zloZenie ¢reva, by mohli prispiet’
k zvySeniu efektivity liecby u refraktérnych pacientov s testikularnymi nadormi
a znizeniu poliecebnej toxicity.
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Uvod

Rakovina prsnika je najcastejSie diagnostikovanym malignym ochorenim zien a druhou
najCastejSou pri¢inou umrti zien na maligne ochorenia. V roku 2023 sa odhadovalo, ze
rakovina prsnika tvori 31 % novodiagnostikovanych pripadov rakoviny Zien
s umrtnostou 15 % [1].

Manazment rakoviny prsnika zavisi od niekol’kych charakteristik nadoru, akymi
s Stadium ochorenia, podtyp nddoru, status hormonalnych receptorov (HR), ¢i
molekularne a genetické markery. Terapeutickym cielom pri v€asnom karcindme
prsnika je odstranenie nadoru a prevencia Sirenia metastaz. To zabezpecuju lokélne
pristupy pozostavajice z chirurgickej resekcie s naslednou pooperac¢nou radioterapiou.
Okrem toho moéZe byt vyuzitd systémova neoadjuvantna lieCba zabezpelujlca
zmenS$enie nadoru pred operaciou a adjuvantnd lieCba, ktord ma za ciel’ znizit’ riziko
recidivy. Terapeutické ciele u pokrocilého metastatického karcindmu prsnika zahfiiaji
najmi prediZenie prezivania, zniZenie toxicity lie¢by, zmiernenie symptomov a zvysenie
kvality zivota, ¢o sa dosahuje vhodne zvolenou systémovou lieCbou. Metastaticky
karcinom prsnika sa povazuje za nevylieciteI'né ochorenie, preto sa lokéalne terapeutické
pristupy vyuzivaju najmé na paliativne ucely [2]. Stcasnd systémova lieCba rakoviny
prsnika zahffia endokrinnu terapiu, cielenu terapiu, chemoterapiu a imunoterapiu.
Chemoterapia je Casto primarnou vol'bou u pacientov s triple-negativnym (TNBC)
podtypom rakoviny prsnika, ktory ma kvoli absencii HR a receptoru pre ludsky
epidermalny rastovy faktor (HER2) len obmedzené moZnosti liecby. Zaroven sa
chemoterapia vyuziva aj u pacientov s pokrocilym karcindémom prsnika [3].

Hlavnym problémom sucasnej lieCby je vSak vznik terapeutickej rezistencie,
ktora zniZuje ucinnost’ terapie a sposobuje recidivu ochorenia. Jednym z procesov, ktory
vyznamne prispieva k rozvoju rezistencie je epigenetickd deregulacia. Nové pristupy
vyuzivajlce epigenetické latky alebo kombinujuce epigeneticku a Standardn terapiu st
preto predmetom predklinického a klinického vyskumu [4, 5]. PredloZena praca sa
venuje pochopeniu mechanizmov rezistencie na chemoterapiu u karcindomu prsnika
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a vyuzitiu epigenetickej terapie ako potenciondlnej stratégie na zefektivnenie
Standardnej terapie.

Material a metody

Na experimenty boli vyuzité bunkové linie troch ré6znych podtypov karcinomu
prsnika: MDA-MB-231 (TNBC), JIMT-1 (HER2-pozitivny karcinom) a T-47D (HR-
pozitivny karcinom), z ktorych boli vytvorené linie rezistentné na chemoterapeutické
lie¢iva doxorubicin (DOX) a paklitaxel (PAC). Rezistentné bunkové linie boli vytvorené
dlhodobym vystavenim senzitivnej (parentalnej) bunkovej linie postupne sa zvySujicim
koncentraciam chemoterapeutického lie¢iva. Viabilita buniek po ovplyvneni lieCivom
DOX, PAC, epigenetickym lieCivom decitabinom (DAC) alebo ich kombinacie bola
merana na zaklade pritomnosti ATP v metabolicky aktivnych bunkidch pomocou
luminiscencie. Na meranie bunkovej proliferacie bol vyuzity pristroj IncuCyte ZOOM.
Na analyzu génovej expresie parentalnych a rezistentnych bunkovych linii bola vyuzita
RT2 Profiler PCR array detegujuca expresiu 84 génov zapojenych do procesov
chemoterapeutickej rezistencie. In vivo experimenty prebiehali s vyuzitim
imunodeficientného kmena SCID-beige my$i v sulade s platnou legislativou
V autorizovanom zariadeni na drzanie a chov laboratornych zvierat.. Pre in vivo
kombinovanu liecbu boli mySiam ortotopicky injektované MDA-MB-231 parentalne
a PAC-rezistentné bunky a mysi boli nasledne Styri tyzdne lieCené bud’ vehiklom,
monoterapiou DAC alebo DOX a kombinaciou DAC s DOX. Grafy uvddzané v praci
boli vytvorené pomocou GraphPad Prism.

Vysledky a diskusia

Pri vytvarani bunkovych linii boli vyuZzité postupne sa zvySujice koncentracie
chemoterapie DOX (1 — 31 ng/ml) a PAC (1 — 20 ng/ml). Vytvorené bunkové linie
vykazovali zniZzenu senzitivitu na chemoterapeutické lie¢iva DOX a PAC, ¢o bolo
pozorované na zaklade zvySenej hodnoty IC50 pre DOX a PAC u rezistentnych
nadorovych buniek (Obr. 1).

A) DOX (ng/ml) B) PAC (ng/ml)

parent DOX-R PAC-R IC50 parent DOX-R PAC-R IC50

MDA-MB-231+1 61-120 MDA-MB-231+ 11-20
31-60
JIMT-14 JIMT-1 6-10
16 - 30
T-47D1 0-15 T-47DA 0-5

Obrazok 1. IC50 hodnoty pre DOX (A) a PAC (B) u parentdlnych (parent), DOX-
rezistetnych (DOX-R) a PAC-rezistetnych (PAC-R) buniek karcinému prsnika.
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MDA-MB-231 PAC-rezistentné bunky vykazovali 4,7-nasobné zvysenie 1C50
pre PAC a MDA-MB-231 DOX-rezistetné¢ bunky vykazovali 5,3-nasobné zvysSenie
IC50 pre DOX v porovnani s MDA-MB-231 parentdlnymi bunkami. JIMT-1 PAC-
rezistentné bunky vykazovali 6,3-ndsobne zvySeni hodnotu IC50 pre PAC a JIMT-1
DOX-rezistentné¢ bunky vykazovali 5,6-ndsobne zvySeni hodnotu IC50 pre DOX v
porovnani s JIMT-1 parentadlnou bunkovou liniou. T-47D DOX-rezistentné bunky
vykazovali 7,8-nasobne zvySeni IC50 hodnotu pre DOX v porovnani s T-47D
parentalnou bunkovou liniou. Aj napriek nasobne zvySenym IC50 koncentradciam sa
vSak u rezistentnych nadorovych buniek nepodarilo dosiahnut’ hodnoty porovnatel'né
s plazmatickymi koncentraciami pacientov, ¢o modze predstavovat limiticiu
prezentovanej prace.

U rezistentnych bunkovych linii bola pozorovana znizend proliferacia
V porovnani s ich parentalnou bunkovou liniou. Analyza génovej expresie preukazala
u rezistentnych nadorovych buniek zmeny v expresii viacerych génov suvisiacich
s chemoterapeutickou rezistenciou, vratane génov pre ABC transportéry, génov NF«xB
signalnej drahy, génov stvisiacich s apoptozou, ¢i génov suvisiacich s metabolizmom
lieCiv. Parentdlne a rezistetné nddorové bunky MDA-MB-231 bunkovej linie boli
nasledne vyuzité pre testovanie efektivity epigenetickej liecby s vyuzitim inhibitora
DNA-metyltransferaz DAC. Pri liecbe DAC monoterpiou sa zistilo, Ze MDA-MB-231
PAC-rezistentné bunky vykazovali 61-nasobne zvySené hodnoty IC50 v porovnani
S parentalnou liniou. DAC je epigenetické liecivo, ktorého efekt na inhibiciu DNA
metyltransferdz je vyraznejsi pri pouziti jeho nizkych koncentrécii, pricom vo vysokych
koncentraciach posobi cytotoxicky [6].

Pre in vitro kombinovant liecbu DAC s DOX a DAC s PAC boli preto vyuzité
zistené IC20 hodnoty pre DAC. Synergicky ucinok kombinacie DAC s DOX bol
pozorovany u MDA-MB-231 parentalnej a MDA-MB-231 DOX-rezistentnej bunkovej
linie. Synergicky ucinok kombinicie DAC s PAC bol pozorovany u MDA-MB-231
parentalnej a MDA-MB-231 PAC-rezistentnej bunkovej linie. Nasledne bola MDA-
MB-231 parentdlna a MDA-MB-231 PAC-rezistentnd bunkova linia vyuZité pre
testovanie kombinovanej liecby DAC s DOX v in vivo podmienkach. V oboch pripadoch
boli u mysi lieCenych kombinaciou DAC s DOX pozorované niZSie vahy nadorov nez
u mysi lieCenych vehikulom alebo DAC a DOX monoterapiou (Obr. 2). To potvrdzuje
zvySenu efektivitu kombinovanej liecby inhibitora DNA metyltransferaz DAC
s chemoterapiou.

Synergické uc¢inky kombinacie DAC s DOX boli prednedavnom pozorované aj
u JIMT-1 bunkovej linie v in vitro aj in vivo podmienkach [7]. DoterajSie vysledky
z klinickych skusok vSak u karcindmu prsnika nepotvrdili zlepSenie efektivity liecby pri
vyuziti epigenetickej monoterapie alebo kombinacie epigenetickych latok s inymi
terapeutickymi pristupmi (chemoterapia, hormondlna terapia, radioterapia). Vyskum
vV tejto oblasti je preto nad’alej dolezity pre zlepSenie terapeutickych pristupov
a optimalizaciu stratégie vyuzitia epigenetickych latok na lie¢bu karcindému prsnika
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A) MDA-MB-231 parent B) MDA-MB-231 PAC-R
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Obrazok 2. Monoterapia a kombinovand liecba DAC s DOX u mysi injikovanych MDA-MB-
231 parentdilnou (4) a PAC-rezistentnou (PAC-R) bunkovou liniou (B).

Zaver

V tejto praci sme charakterizovali zmeny vo fenotype a génovej expresii
bunkovych linii karcindbmu prsnika so ziskanou rezistenciou na chemoterapeutické
lieciva DAC a PAC. Tieto zmeny mozu slazit ako potenciondlne biomarkery
chemoterapeutickej rezistencie alebo ciele pre d’alsiu terapiu. Dalej sme preukézali
zvySenu ucinnost’ kombinovanej liecby DAC s chemoterapiou u TNBC parentalnej
a PAC-rezistentnej bunkovej linie, priCom takato kombinovana liecba by mohla byt
vyuzita pre senzibilizaciu nadorov vodi chemoterapii. Dalsi vyskum v tejto oblasti je
vSak potrebny pre zefektivnenie terapie v klinickej praxi.
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Uvod

Endometridlny karcindbm (EC, Endometrial Carcinoma) je najCastejSim nadorovym
ochorenim zenského reprodukéného traktu vo vyspelych krajinach. Hoci sa EC
vSeobecne povazuje za ochorenie s dobrou prognézou, viac ako 20 % Zien s EC na toto
ochorenie zomiera, pricom sa predpoklada, ze v priebehu niekolkych nasledujucich
desatro¢i sa vyskyt signifikantne zvys$i [1]. Hlavnou vyzvou v boji proti tomuto
ochoreniu je jeho vCasna diagnostika, ktord& moéze vyrazne zvySit mieru prezitia
pacientok. Sucasné diagnostické metddy su sice efektivne v neskor$ich Stadiach, ale nie
st vhodné na rutinny skrining alebo vcasni diagnostiku. Invazivita vySetrenia,
diskomfort pacientok, ¢i finanéné naklady vyrazne obmedzujt ich vyuZitie v beznej
prevencii [2].

Fluorescencnd spektroskopia, vyuzivajlica autofluorescenciu biologickych
tekutin, predstavuje neinvazivnu alternativu s potencialom odhalit’ véasné patologické
zmeny. Tato technika vyuziva prirodzené fluorescencné vlastnosti endogénnych
fluoroforov, ktoré odrazaju metabolické zmeny spojené s kancerogenézou [3]. Vyhodou
fluorescen¢nej analyzy je schopnost’ simultannej detekcie viacerych metabolitov
Vv biologickych tekutinach (krv, moc), ¢o poskytuje komplexny pohl'ad na metabolicky
profil analyzovaného biologického materidlu bez nutnosti invazivneho zasahu do
organizmu [4]. Integréacia algoritmov umelej inteligencie (Al, Artificial Intelligence)
a strojového ucenia pri analyze fluorescenénych dat predstavuje slubny pristup
k automatizacii a Standardizacii tohto diagnostického procesu. Cielom S$tudie bolo
preskimat’ potencial aplikdcie fluorescencnej analyzy pri vcasnej detekcii EC
implementéaciou Al

Material a metody

Fluorescencna analyza biologickych tekutin (krvné sérum a moc) bola
realizovana u gynekologickych pacientok s diagnostikovanym EC (n=70) a porovnana
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so skupinou zdravych dobrovol'nicok (n=47). Vzorky od pacientok s EC boli odobraté
pred operacnym zakrokom na Gynekologicko-porodnickej klinike UNLP v Kosiciach.
Kontrolnii skupinu tvorili zdravé dobrovolnicky, ktoré absolvovali preventivnu
gynekologicku prehliadku, mali negativne nalezy pri USG vySetreni panvy a subjektivne
nepocitovali ziadne t'azkosti.

Synchronne excitaéné spektra (SES, Synchronous excitation spectra) boli
merané pomocou spektrofotometra Perkin Elmer LS 55 (USA) a analyzované softvérom
WinLab. Vzorky moc¢u boli analyzované podl'a standardizovaného postupu [5]. Krvné
sérum bolo merané v rozmedzi 250-550 nm s postupne sa zvySujucim rozdielom
vlnovych dizok v intervale AL = 30 - 200 nm, z ¢oho bola nasledne vytvorena
vrstevnicova mapa (CWM, Constant wavelength matrix). Na analyzu fluorescen¢nych
dat boli implementované 4 algoritmy strojového ucenia: logistickd regresia (LR,
Logistic Regression), rozhodovaci strom (RF, Random Forest), metdda podpornych
vektorov (SVM, Support Vector Machines) a stochasticky gradientny zostup (SGD,
Stochastic Gradient Descent).

Statisticka analyza bola realizovana prostrednictvom programu GraphPad Prism
verzia 8.0.1, kym analyza strojového ucenia prebehla s pouZitim programovacieho
jazyka Python. Kazdy algoritmus bol natrénovany na fluorescencnych datach (70%
tréning, 30% validacia), podla Standardov IFCC (The International Federation of
Clinical Chemistry and Laboratory Medicine) [6]. Stadia bola realizovana so stthlasom
etickej komisie UNLP v KoSiciach aj s informovanym stihlasom vSetkych pacientok.

Vysledky

Z nameranych fluorescenénych dat a ich vizualizacie vo forme vrstevnicovych
matric (CWM) krvného séra ako aj mocu je na prvy pohlad vidiet’ rozdiely medzi
kontrolnou skupinou a EC skupinou (Obr. 1).

1A Kontrola

Obrazok 1. Fluorescencéné matrice (CWM). 14 Matrica krvného séra Kontrolnej vzorky 1B
Matrica krvného séra pacientky s EC 1C Matrica mocu kontrolnej vzorky 1D
Matrica mocu s EC
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Pre detailni analyzu a vyhodnotenie rozdielov v krvnom sére medzi
diagnostickymi skupinami boli zvolené SES pri AL =120 nm a AL =30 nm. Na zaklade
priebehu tychto spektier boli definované dva fluorescencné pomery. Pomer R300/330
pri AL = 120 nm charakterizujici pomer fluorescencie tryptofanu a jeho metabolitov
k fluorescencii NADH, dosahoval vy$Sie hodnoty pri kontrolnej skupine. Podobne aj
pomer R360/490, charakterizujuci fluorescenény pomer NADH ku FAD, bol vyssi pri
kontrolach ako pri vzorkdch s EC. Oba fluorescentné pomery Statisticky vyznamne
rozlisili tieto skupiny (Mann-Whitneyho test, p < 0,0001). Na efektivne rozliSenie
spektralnych charakteristik ako aj na urcenie klinickej relevancie boli pouzit¢ ROC
krivky (Receiver operating characteristic ) pre pomery R300/330 a R360/490. Plocha
pod krivkou (AUC, Area under the curve) dosiahla hodnoty 88% pre R300/330 a 91%
pre R360/490, ¢o dokazuje vyznamnu separaciu medzi kontrolnymi a EC vzorkami.
Vysledky vSetkych pomerovych parametrov st detailne zaznamenané v Tabulke 1.

Tabulka 1. Analyza krvného séra

Kontroly EC ROC (AUC +
Pomer
Hodnota + STD Hodnota + STD STD)
R300/330 0,98 +£0,3 1,60 £0,5 88+3
R360/490 6,42+ 1,3 3,77+1,3 91+3

Analyza modelov strojového ucenia fluorescencnych dat (séra a mocu) potvrdila
rozdiely medzi skupinou EC a kontrolnou skupinou na zéklade citlivosti, Specifickosti

a d’alsich prediktivnych ukazovatel'ov (Obr. 2).

°l 2A

s 2B

i 20

! ap

Obrazok 2. Modely strojového ucenia. 1A Modely vychddzajuce 7 A4 = 120 nm krvného séra
1B Modely vychadzajice z AL = 30 nm krvného séra 1C Modely vychadzajiice
Z profilu mocu 1D Modely vychadzajice 7 fluorescencnych zon mocu
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Model logistickej regresie (LR) vykazoval najvyssiu citlivost’ 94% a Specificitu
79% vo vzorkach séra, dosahujic presnost 88 % a AUC 94%. Tieto hodnoty st
ukazovatelom vysokého diagnostického potencidlu modelu LR pri identifikacii
pacientok s EC. Metédy SVM a RF tiez preukazali spol'ahlivy vykon, pricom algoritmus
SVM vykazoval citlivost 90% a RF Specificitu 74%. Pozitivna prediktivna hodnota
(PPV) tychto modelov sa pohybovala v rozmedzi od 83% do 88%, o znamena, Ze tieto
modely maji dobra schopnost’ spravne identifikovat’ pritomnost’ ochorenia u pacientok,
ktoré skutocne maju EC. Negativna prediktivna hodnota (NPV), ktord dosiahla
najvys$iu hodnotu 89% pre LR, ukazuje vysoki pravdepodobnost, Ze pacienti
S negativnym testovacim vysledkom skutoéne nemaju ochorenie. Pri modeloch
zalozenych na analyze fluorescenénych spektier mocu boli hodnoty AUC v rozmedzi od
78% do 86%, ¢o poukazuje na nizsiu, ale stale signifikantnii schopnost’ tychto modelov
rozliSovat’ medzi vzorkami pacientok s EC a kontrolnymi vzorkami. NizSie AUC
hodnoty pri mo¢i mozu byt dosledkom nizsej koncentracie biomarkerov ako aj va¢Sou
variabilitou metabolitov ovplyvnenych inymi exogénnymi faktormi (strava, lieky).

Diskusia

Stadia preukézala vyrazné rozdiely v endogénnej fluorescencii vzoriek krvného
séra a moCu pacientok s EC v porovnani so zdravymi kontrolami. Tieto rozdiely su
spojené so zmenenym metabolizmom tryptofinu a redoxnym = stavom
charakterizovanym pomerom NADH/FAD, ¢o naznacuje ich potencidlne vyuZitie ako
biomarkery pre skort diagnostiku EC. Fluorescen¢né pomery R300/330 a R360/490
Statisticky vyznamne rozliSili medzi skupinami. Vys$Sie hodnoty tychto pomerov
u zdravych kontrol oproti pacientkam s EC, ako aj publikované daje z podobnych Studii
pri inych onkologickych ochoreniach [7], poukazuju na ich robustnost’ a diagnosticky
potencial. Vysoka hodnota AUC pre tieto pomery potvrdzuje ich diagnosticki hodnotu.
Modely ako LR a RF poskytli vynikajice vysledky pri klasifikacii onkologickych
a kontrolnych vzoriek, s vysokou citlivostou a Specifickostou. Vysoké hodnoty
pozitivnych a negativnych prediktivnych hodnét (PPV a NPV) u tychto modelov
podporuju ich pouzitie v klinickom prostredi. Na druhej strane, modely SVM a SGD, aj
ked’ su efektivne, vyzaduju dalSiu optimalizaciu pre lepSie vysledky v klinickom
prostredi. V porovnani s tradicnou metabolomickou Studiou, ktord vyuzivala
hmotnostnu spektrometriu, nase vysledky ziskané strojovym ucenim fluorescenénych
dat ukazuju lepsi diagnosticky vykon [8].

Zaverom, Stidia potvrdila, ze kombinacia 3D fluorescentnej analyzy
a pokroCilych matematicko-statistickych metod moéze poskytnut nové, spolahlivé
a minimalne invazivne moznosti pre diagnostiku EC. Tento pristup ma potencial tak pre
skortl detekciu ochorenia, ako aj pre lepSi manazment a progndzu pacientov, ¢im sa
moze zlepsit’ kvalita ich Zivota.
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Uvod

Zhubny nador mocového mechtra je najcastejSim nadorovym ochorenim mocovych
ciest. Vac¢sina pripadov (90%) su karcinomy z prechodnych buniek [1]. Lipidy st
kl'icové zlozky bunkovych membran, nevyhnutné pre stabilizaciu membran a bunkovi
2-nonenal, akrolein a najméd malondialdehyd (MDA), m6Ze sposobit’ poskodenie buniek
vytvorenim vizieb DNA-DNA alebo DNA-protein. Tieto viazby mozu viest' k chybam
pri replikacii, mutadciam a genomickej nestabilite. MDA, sluzi ako spol'ahlivy indikéator
peroxidacie lipidov v teste TBARS (reaktivne latky kyseliny tiobarbiturovej) [2].
Cielom tejto prospektivnej Studie bolo skimat’ prognosticky vyznam koncentracii
TBARS meranych pred zaciatkom prvej linie chemoterapie u pacientov s MUC.
Predpokladali sme, ze zvysené koncentracie TBARS pred zacatim systémovej lieCby
mozu reflektovat’ aktivitu choroby a sluzit’ ako prognosticky marker.

Metody

Pacienti: tato stadia bola schvalena etickou komisiou Narodného onkologického
tstavu (NOU) v Bratislave a vykonana v stlade s Helsinskou deklaraciou. Od méja 2010
do aprila 2014 bolo do tejto Stadie po podpisani informovaného sthlasu prospektivne
zaradenych 72 pacientov s MUC. Patologické, klinické a radiologické udaje zbierali
lekari do elektronickych datovych suborov a ich presnost’ bola validovana pre kazdého
pacienta nezavislym skuSajucim. Pred zaradenim do Stidie museli mat’ pacienti vhodné
rendlne, hepatalne funkcie ako aj funkciu kostnej drene. NajcastejSim typom
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chemoterapie bola cisplatina (70 mg na m2 den 1) a gemcitabin (1000 mgnam?2 1. a 8.
deni, novy cyklus v dent 22) u 65 pacientov (90 %) a AUC 5 karboplatiny (deni 1)
a gemcitabin (1000 mg na m? defi 1. a 8., novy cyklus na 22 defi) u 6 pacientov (8 %).
Upravy davky boli vykonané podla toxicity. Charakteristicky pacientov a nadoru st
sumarizované v Tabulke ¢. 1.

Tabul’ka ¢. 1: Charakteristiky pacientov a ndadoru.

Parameter pocet (%)
Pacienti 72 (100%)
Vek 66 (39-84) %
Muzi 57 (79)
Progresia 65 (90)
Umrtie 64 (89)
Lokalizécia priméarneho nadoru:
mocovy mechtr 58 (80)
oblickova panvicka 9 (12,5)
Histologicky podtyp:
urotelovy karcinom 72 (100)
Chemoterapia:
Gemcitabin/Cisplatina 65 (90)
Gemcitabin/Karboplatina 6 (8)
davkovo-denzny MVAC 1(2)
Vykonnostny stav:
ECOG >2 11 (15)
Pritomnost’ visceralnych metastaz:
pluca 25 (35)
peceint 18 (25)
PreZivanie bez progresie (mesiace) | 5.42 (0.26-114.54) *
Celkové prezivanie (mesiace) 9.6 (0.26-114.54)%

*Median (rozsah)

Izolacia plazmy: periférne vzorky krvi (12 ml) boli odobrané od vsetkych
ucastnikov zaradenych do tejto Stadie, pouzitim Vacutainer® EDTA odberovych
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skimaviek na krv. Vzorky boli odobrané¢ v den 0 alebo 1 pred prvou davkou
chemoterapie a nésledne boli centrifugované, pri¢om ziskana plazma bola zmrazena pri
teplote -80 °C. Skladované boli maximalne 28 dni. Vzorky plazmy boli d’alej spracované
v Farmakobiochemickom laboratériu kliniky internej kliniky LF UK v Bratislave.

Meranie TBARS: na hodnotenie peroxidacie lipidov sa pouzil test TBARS
(testovacia suprava OxiSelect TBARS). TBARS boli stanovené z plazmy. Stru¢ne, 100
ul plazmy sa zmieSalo s 1 ml 0,67% TBA, 1 ml 20% kyseliny trichléroctovej a 1,5 ml
0,04% BHT v skimavkach. Zmesi sa inkubovali vo vriacom vodnom kupeli pocas 20
minut. Po ochladeni na izbovu teplotu sa reakéna zmes odstredila pri 4000 g pocas 10
minat a absorbancia supernatantu sa merala pri 532 nm UV viditeI'ného spektra.
Koncentracie TBARS boli vypocitané vyuzitim MDA ako referen¢ného $tandardu [3].

Statistick4 analyza: na zaklade priemeru koncentracii TBARS 6,06 pmol.L-1
boli pacienti rozdeleni do skupin s nizkymi < 6,06 umol.L-1 (N=35) a vysokymi TBARS
(> 6,06 umol.L-1, N=37). Prezivanie bez progresie (PFS) a celkové prezivanie (OS) boli
pocitané od zaciatku podavania chemoterapie do progresie alebo smrti a nasledne boli
vypocitane 95% intervaly spol'ahlivosti (CI) Kaplanovou-Meierovou metdédou
a porovnané log-rank testom. Na zhodnotenie nezavislej prognostickej hodnoty
parametrov sa pouzila multivariana Coxova analyza proporciondlnych rizik. Na
Statistické vyhodnotenie bol pouzity softvér NCSS 2019 [4].

Vysledky

Asociacie medzi TBARS a charakteristikami pacientov/nadoru: pacienti, ktori
rozvinuli tazka neutropéniu (stupeii 4) po chemoterapii mali signifikantne nizsie hladiny
TBARS v plazme pred zacatim liecby (4,70 vs. 6,16 umol.L-1, P= 0,02). Pacienti
S metastdzami v peceni mali signifikantne vysSie koncentracie TBARS v porovnani
S pacientmi bez metastdz v peceni (6,60 vs. 5,88 umol.L-1, P= 0,03). Dalej sme tiez
pozorovali asocidciu medzi vysokym TBARS a vysokym BMI (7,07 vs. 5,0 umol.L-1,
P=0,02).

Prognosticka hodnota TBARS na PFS a OS: priemerna dizka sledovania
pacientov bola 9,6 mesiacov. Median PFS bol 5,42 mesiaca a OS 9,6 mesiacov. Pacienti
s koncentraciami TBARS <6,06 pmol.L-1 mali signifikantne dlhSie PFS (7,7 mesiacov)
v porovnani so 4,3 mesiacmi u pacientov s koncentraciami TBARS nad 6,06 pmol.L-1
(HR 0,51; 95 % CI 0,31-0,84; P = 0,006) (Obr. 1).

Statisticky signifikantne dlhsie OS bolo pozorované u pacientov so znizenymi
koncentraciami TBARS (HR 0,44, 95 % CI 0,27-0,74; P = 0,0009). Konkrétne, median
OS u pacientov s nizkym TBARS bol 13,1 mesiacov oproti 6,9 mesiacov u pacientov s
vysokym TBARS (Obr. 2).
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Progression-Free Survival
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Obrazok 1. Vplyv koncentrdcii TBARS na preZivanie bez progresie. Legenda HR: Hazard
ratio, TBARS: reaktivne ldtky kyseliny tiobarbiturovej

Overall Survival
HR: 0.44, 95%CIl: 0.27 - 0.74, P= 0.0009
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Obrazok 2. Vplyv koncentracii TBARS na celkové preZivanie. Legenda HR: Hazard ratio,
TBARS: reaktivne latky kyseliny tiobarbiturovej

Multivariacna analyza

TBARS a ECOG boli preukazané ako nezavislé prognostické faktory pre OS a PFS. Pre
TBARS predstavovalo HR 1.70, (CI 1.00-2.90; 2.00, P=0.04) pre PFS a HR 2.00 (ClI
1.16-3.46; P=0.01) pre OS. Pri ECOG holo HR: 4.42, (Cl 2.05-9.52; P=0.0001) pre PFS
a HR: 5.78, (Cl 2.42-13.84; P=0.0001) pre OS.
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Diskusia

Oxidac¢ny stres je spdsobeny nerovnovdhou medzi pro-oxidacnymi a anti-
oxida¢nymi systémami. Reaktivne kyslikové formy (ROS) moézu narusit bunkové
membrany a sposobit’ peroxidaciu lipidov polynenasytenych mastnych kyselin, o vedie
k tvorbe toxickych molekul, ako st MDA, akorlein a 4-hydroxynonenal [5]. Mierne
zvysené urovne oxidacného stresu mozu podporovat’ rast a Sirenie nddorov, avSak
vyrazne zvySené koncentracie ROS dokazu usmrtit’ nadorové bunky feroptozou [6].
Cisplatina, okrem tvorbou krizovych vizieb dokéze zvySovat’ koncentracie ROS a tym
dopomahat’ k usmrcovaniu nadorovych buniek [7]. V tejto $tadii nepredlieCeni pacienti
s MUC, ktori mali vysoké koncentracie TBARS mali kratSie PFS a OS. Tento vysledok
naznacuje, ze zvysené koncentracie TBARS odrdzaju agresivnejsiu povahu ochorenia.
Predchadzajuce vyskumy potvrdili negativny prognosticky vyznam pritomnosti
visceralnych metastaz pecene a pl'ic. Hoci tato Stidia pozorovala trend smerom k horse;j
prognodze pacientov s metastazami v plicach a peceni, visceralne metastdzy neboli
identifikované ako nezavisly prognosticky faktor. Toto moze byt spdsobené¢ malym
poctom ucastnikov Studie. Pacienti s tazkou neutropéniou po chemoterapii mali nizSie
urovne TBARS v plazme pred zahajenim systémovej lieCby, €o si vysvetlujeme
znizenym poctom neutrofilov, ktoré patria medzi hlavnych producentov oxida¢ného
stresu. Dalej sme zistili vyznamnu savislost medzi troviiami TBARS a metastdzami
pecene. Podla naSich informacii je toto prva stadia, ktord spojila tirovne TBARS
S metastdzami v peceni, o zdoOraziluje ich prognosticky vyznam. Metdoda merania
TBARS v plazme méa vsak svoje limitacie, najmé kvoli nedostatku Specificity. Faktory
ako zvySeny index telesnej hmotnosti (BMI) mozu vysledky skreslit’ [8]. Hoci sme v
tejto praci zaznamenali asociaciu medzi vysSim BMI a zvySenymi uroviiami TBARS
multivariacnd analyza nepotvrdila efekt BMI na prognosticktt hodnotu TBARS.

Zaver

Na zaklade dat ziskanych v tejto stadii, nepredlieCeni pacienti s MUC so
zvySenymi koncentraciami TBARS mali signifikantne kratSie PFS aj OS. Stanovenie
koncentracii TBARS pred zahajenim prvo-liniovej liecby moéze dopomoct’ k lepsej
prognostickej stratifikacii pacientov s MUC. Dalej, do ivahy prichddza aj moznost
terapeutického ovplyvnenia oxidacného stresu u pacientov s MUC a tym zlepSeniu
ucinnosti/zniZeniu toxicity liecby na baze platiny.
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Uvod

Hepatocelularny karcindm je naddorové ochorenie so vzrastajucou incidenciou. Podl'a
udajov z GLOBOCAN 2020 predstavuju nadory pecene 6. najcastejSie diagnostikované
nadorové ochorenie a 3. najéastejSiu pri¢inu Gmrtia na nadorové ochorenie u oboch
pohlavi  [1]. Hepatocelularny  karcindm  predstavuje  75-85%  vSetkych
diagnostikovanych nadorov pecene. Etiologia HCC stvisi s chronickym ochorenim
pecene, ktoré vznika najméd na podklade infekcie hepatitidy B a C (HBV, HCV),
chronického uzivania alkoholu (ALD) alebo nealkoholovej choroby pe¢ene (NAFLD)
[2]. Subklinicky zapal zohrava klIi¢ovu tlohu v patogenéze tohto ochorenia. Kym
V 35% pripadov, definovanych ako tzv. ,,imunitny podtyp* je HCC priamym dosledkom
chronického zapalového procesu, v pripade tzv. ,,proliferativneho podtypu* predstavuje
vyznamnu Ulohu v progresii nddorového ochorenia. KI'i€¢ovym mechanizmom je zmena
pomeru imunitnych buniek v nddorovom mikrosprostredi za tzv. ,,vyhasnuty fenotyp*,
charakterizovany vy$$im poctom imunosupresivnych buniek (MSDC, Trg, M2
makrofagov) a poklesom efektorovych buniek imunitnej odpovede (CD8+
cytotoxickych lymfocytov). Tieto zmeny v nadorovom mikroprostredi sa odrzkadl'uja
aj v zapalovych indexoch z periférnej krvi: NLR (neutrophil to lymphocyte ratio), PLR
(platelet to lymphocyte ratio) a Sl (systemic immune-inflammation index) [3].

Material a metody

Realizovali sme multicentrickl (8 Specializovanych centier: Banskd Bystrica,
Bratislava (2), Kosice (2), Michalovce, Nitra, a Poprad), retrospektivnu analyzu na
Slovensku u pacientov s hepatocelularnym karcindmom diagnostikovanych v rokoch
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2010-2016. Inkliznym kritériom bola diagnostika HCC podla EASL-EORTC
odporuc¢ani (HCC potvrdeny histopatologickym vySetrenim alebo magnetickou
rezonanciou [4]. Exklazne kritéria boli nasledovné: nejednozna¢na histologia, zmieSana
histoldgia s cholangiocelularnym karcindmom. Celkovy pocet subjektov spiiiajticich
inklazne kritéria bol 483. Zozbierané data obsahovali zakladné krvné testy realizované
v Case diagnostiky (krvny obraz a diferencidl, zdkladnéd biochémia a hemokoagulacné
parametre), etiolégiu ochorenia pecene, charakteristiky tumoru, metabolicka funkciu
pecene, vykonnostny stav pacienta, komorbidity, lieCebny manazment a jeho efekt.
Cirh6za pecene bola diagnostikovana histopatologicky alebo kombinaciou
zobrazovacich metdd (ultrasonografia, CT, magnetickd rezonancia) a laboratéornych
parametrov. Na hodnotenie odhadovanej zdvaznosti cirhdzy pecene sme pouzili Child—
Pugh skore. Vykonnostny stav pacienta bol hodnoteny podla Eastern Cooperative
Oncology Group (ECOG) skaly. Na urcenie pritomnosti vzdialenej diseminacie
ochorenia sme dohl'adali vysledok celotelového CT vysetrenia (hrdunik, brucho a mala
panva). Na urcenie prognozy sme vyuzili Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC) staging
system. Podl'a zozbieranych laboratornych parametrov sme vypocitali pomer
neutrofilov a lymfocytov (NLR), pomer trombocytov a lymfocytov (PLR), pomer
sérovej aspratat aminotransferazy a trombocytov (serum aspartate aminotransferase to
platelet ratio index - APRI) a albumin-bilirubin grade (ALBI). Populacia bola
stratifikovana podl'a etioldgie, pohlavia, veku a BCLC klasifikacie. V Statistickej
analyze su data prezentované ako absolitne hodnoty, frekvencie, mediany
a interkvartilové rozsahy (IQR). Na porovnanie odlisnosti kontinualnych premennych
sme vyuzili T-test alebo Mann—Whitney test. K zakladnému porovnaniu kategorickych
premennych nam posluzil Pearsonov chi-kvadrat test, Fischerov exaktny test a log-rank
test. Grafické zobrazenie preZivania je vyjadrené na Kaplan-Meierovych krivkach.
Upravené pomery prezivania (HR) boli vytvorené pomocou Coxovej regresnej analyzy.
Na znazornenie vztahu Specificity a senzitivity sme pouzili ROC analyzu.

Vysledky

V retrospektivnej analyze 8 centier U pacientov diagnostikovanych v rokoch
2010-2016 vyplynulo, ze NLR je efektivnym prognostickym faktorom celkového
prezivania u pacientov s HCC vo vSetkych §tadiach BCLC, priom NLR index je
najsenzitivnejSi a najSpecifickej$i pri porovnani cestou ROC analyzy (Obr.1l). Pri
sledovani jednotlivych podskupin je mozné konstatovat, ze u pacientov s HCC na
podklade alkoholovej choroby pecene predstavuju NLR >4, PLR >150 a SII >300
vyznamne prognostické faktory celkového prezivania (vSetky p< 0,0001) (Obr. 2). Pri
analyze pacientov s HCC na podklade NAFLD bol PLR >150 efektivnym
prognostickym faktorom celkového prezivania (p=0,0028) (Obr. 3). Pri hodnoteni
geriatrickej populacie pacientov s HCC (vek >75 rokov) predstavoval NLR index jediny
signifikantny prognosticky faktor 3-ro¢ného preZivania pri pouziti multivariantnej
analyzy (OR =5,32, 95% CI: 1,43—-28,85).
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Obrdzok 1. Prefivanie pacientov s NLR < 1,5 vs NLR >= 1,5 v roznych $tadiach podl'a
BCLC- porovnanie cestou ROC analyzy.
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Obrdzok 3. Celkové preZivanie pacientov s NAFLD asociovanym HCC stratifikovanych
podla PLR indexu (cut off 150).

Diskusia

Chronicky zapal hra kI'i¢ovu ulohu pri vzniku HCC, jeho progresii a metastdzovani [3].
Nadorové mikroprostredie HCC sa javi byt prevazne imunosupresivne, t.j. cytotoxické
lymfocyty v nddorovom mikroprostredi st inhibované. Na druhej strane,
prostrednictvom portalnej vény dochadza ku konStantnému influxu zépalovych molekul
(a neutrofilov), ktoré sa zucastiuji na modulacii aktivity efektorovych lymfocytov, ¢im
znacne prispievaju k progresii chronického ochorenia pecene a HCC [5]. Progresiu HCC
podporuji niekol’kymi mechanizmami ako napr.: supresia imunitnej protinadorovej
odpovede (inhibi¢ny efekt na T lymfocyty), priama podpora rastu nadorovych buniek
a podpora remodelacie extracelularnej matrix [3, 6]. Zo sucasnych poznatkov vyplyva,
7ze zvySeny pocet cirkulujucich neutrofilov a najmd vysokd hodnota NLR indexu
predstavuji marker zlej prognoézy u HCC [7]. Napriklad analyza zo Spojeného
kralovstva z roku 2018, ktora pozostavala z dvoch kohort pacientov s HCC (celkovy
pocet pacientov 1168) skimajica nezavisli prognosticki hodnotu cirkulujticich
zépalovych buniek, ukazala, Ze NLR >3,15 bol asociovany s horSou prognédzou (hazard
ratio (HR) 0,71; 0,62—0,81; p<0,001) [8]. Rovnako metaanalyza 15 stadii (celkovy pocet
pacientov 3094) ukazala, Ze vysoké hodnoty NLR (cut-off hodnoty NLR >3; NLR> 4;
NLR> 5) boli asociované so zlym celkovym preZivanim a preZivanim bez choroby
U pacientov s HCC po transplantacii (HR=3,42, 95% CI:2,41-4,85, p=0,0001;
HR =5,90, 95% CI:3,99-8,70; p=0,0001), po resekcii (HR =3,33, 95% CI:2,23-4,98,
p=0.0001; HR=2,10, 95% CI: 2,06-2,14), po radiofrekvencnej ablacii (HR =1,28,
95%CI: 1,10-1,48; p=0,0001), TACE (HR=2,52, 95% CI: 1,64-3,86; p=0,0001)
a kombinovanej liecbe (HR = 1,85, 95% CI: 1,40-2,44; p=0.0001) [9]. Analyza nasSho
suboru pacientov potvrdzuje teoriu, ze zvysené hodnoty NLR indexu s asociované
S horSou prognozou pacientov s HCC nezavisle na BCLC a to najmé u pacientov s ALD
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(NLR cut-off >4; p<0,0001) a v geriatrickej populacii (OR =5,32, 95% CI: 1,43-28,85).
Pre jednoznac¢né potvrdenie tohto tvrdenia st potrebné dalSie dita a to najméi
Z prospektivnych $tadii, ktoré nam umoznia zaradenie nového prognostického faktora
pre HCC v klinickej praxi.
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Uvod

Skyrin (SKR) je prirodny bisantrachindn s malo znamou biologickou aktivitou.
Pribudaja vSak dokazy o jeho protinddorovych ucinkoch, medzi ktoré patri aj nedavna
praca nasho pracoviska, v ktorej SKR vykazoval urcité antiproliferacné a cytotoxické
posobenie v bunkach l'udského kolorektalneho karcindomu HCT 116 a HT-29. Pri
naslednej proteomickej analyze bolo zistené, ze v bunkach HCT 116 SKR indukoval
expresiu receptora smrti 5 (DRS) [1], zndmeho aktivatora apoptdzy nddorovych buniek
[2]. Napriek tomu vSak nie je jasné, akym spésobom SKR ovplyviiuje nadorové bunky
na molekularno-biologickej tirovni.

Ciel'om naSej prace bolo teda ziskat nové poznatky o mechanizme uU¢inku
samotného SKR V nddorovych bunkich a zhodnotit’ jeho potencial v protinadorovej
terapii, ¢1 uZz vo forme monoterapie alebo v kombinacii s vybranymi
chemoterapeutikami.

Material a metody

Reagencie. Skyrin (HPLC grade), Kol43 (inhibitor transportného proteinu
BCRP), cisplatina (CDDP), 5-fluorouracil (5-FU), mitoxantron (MTX), doxorubicin
(DOX).

Bunkové linie. V experimentoch boli pouzit¢é bunkové linie T'udského
kolorektalneho karcinomu HT-29, HCT 116 a od nej odvodena bunkova linia HCT 116
p537. Dalej bola pouzita T'udska leukemicka bunkova linia HL-60 a od nej odvodena
bunkova linia cBCRP. Tiez boli vyuzité bunky l'udskej fibroblastovej linie CCD-18Co
odvodenej od zdravého tkaniva hrubého &reva. Bunky HCT 116 a HCT 116 p53” boli
kultivované v kompletnom médiu McCoy's obohatenom o 10 % FBS, bunky HT-29,
HL-60 a cBCRP boli kultivované v kompletnom médiu RPMI 1640 s pridavkom 15 %
alebo 20 % FBS abunky CCD-18Co boli kultivované v kompletnom médiu MEM
obohatenom 0 10 % FBS v inkubatore pri teplote 37°C, vlhkosti 95 % a5 % CO>
v atmosfére. VsSetky kultivacné médid obsahovali komeréni zmes antibiotik
a antimykotik a gentamicin (50 pg/ml).

Western blot. Bunky boli inkubované so SKR (10 puM) alebo DMSO
(s koncentraciou zodpovedajucou DMSO v skupinach ovplyvnenych SKR). Bunky boli
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zozbierané po 1, 6 a 24 h s vyuzitim lyza¢ného roztoku obohateného o komeréna zmes
inhibitorov proteaz a fosfatdz. Po 40 ug proteinov z kazdej vzorky bolo separovanych
pomocou 10 % alebo 15 % SDS-PAGE gélu a prenesenych na PVDF membrany. Po
vyblokovani boli membrany inkubované s prislusnou primarnou protilatkou cez noc pri
4°C anasledne knim boli pridané prislusné sekundarne protilatky konjugované
S chrenovou peroxidazou. Imunodetekcia reaktivity protildtok bola uskutonena
pomocou komer¢ného chemiluminiscenéného kitu na RTG film. Denzitometria
detegovanych proteinov bola vyhodnotena pomocou programu ImagelJ, pricom relativna
hladina proteinov bola normalizovand k relativnej hladine [-aktinu prislusnej
experimentalnej skupiny.

Test metabolickej aktivity buniek (MTT test). Bunky HT-29 boli vystavené
posobeniu Ko143 (1, 20 alebo 50 uM) po dobu 30 min a nasledne k nim bol pridany
SKR (10 uM). V dalsich experimentoch boli bunky HCT 116, HCT 116 p537, HT-29
a CCD-18Co predinkubované so SKR (10 uM) po dobu 24 h a nasledne k nim boli
pridané chemoterapeutikd (10 uM CDDP; 10 uM 5-FU; 0,1 uM MTX; 0,05 uM DOX).
Kombinovany uc¢inok bol analyzovany v dvoch Casovych intervaloch (24 h a 48 h)
pridanim MTT (0,5 mg/ml), ktoré je zivymi, resp. metabolicky aktivnymi bunkami
metabolizované na krystaly formazanu. Metabolizacia MTT bola zastavena po 4 h
pridanim 10 % SDS a absorbancia formazanu bola odmerana nasledujtci den pri vinovej
dizke A = 584 nm.

Intracelularna akumuldacia SKR. Bunky boli predinkubované s Ko143 (20 uM)
30 min a nasledne k nim bol pridany SKR (10 uM). Po 24 h boli bunky premyté v PBS
a resuspendované v HBSS. Intenzita fluorescencie SKR bola detegovana prietokovym
cytometrom BD FACSAria Il SORP v kanali PE-Cy7 (750LP — 780/60). Intracelularny
obsah SKR bol vyjadreny ako pomer relativnej fluorescencie (RF) buniek ovplyvnenych
kombinovanym zdsahom (Ko143 + SKR) vynasobenej RF neovplyvnenych buniek voci
nasobku RF samotného Ko143 a SKR.

Analyza tvorby reaktivnych foriem kyslika (ROS). Bunky boli po 24 h a48 h
inkubacii so SKR (10 uM) premyté v PBS, resuspendované v HBSS a nasledne k nim
bol pridany DHR-123 (0,1 uM). Po 15 min inkubacii pri 37°C a5 % CO bola
fluorescencia detegovana prostrednictvom prietokového cytometra v kanali FITC (505
nm LP DM, 525/50 BP) po excitacii modrym laserom (488 nm). Ako pozitivna kontrola
boli vyuzité bunky ovplyvnené peroxidom vodika (0,05 %).

Statistickd analyza. Statistickd vyznamnost’ bola stanovena pomocou analyzy
variancie (ANOVA) doplnenej o Tukey post-test. VSetky experimenty boli realizované
V minimalne troch nezavislych opakovaniach.

Vysledky a diskusia

S cielom objasnit’ mechanizmy tG¢inku SKR sme v prvom rade upriamili nasu
pozornost na nadorovy supresorovy protein p53, pretoze v naSich predoslych
experimentoch bolo posobenie SKR (indukcia apoptézy a DRS) vyraznejSie v bunkach
S normalnym p53 (wt p53) [1]. Zamerali sme sa na identifikaciu transkripcného faktora
(TF) zodpovedného za indukciu DRS sprostredkovanit SKR, a to analyzou vplyvu SKR
na hladinu DRS5 a jeho troch znamych transkripénych aktivatorov (p53, Spl a CHOP)
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V bunkovych linidch s roznym p53 statusom. V bunkdch HT-29 s nefunkénym p53
nedoslo k ziadnym zmendm v hladinach proteinov. Zistili sme vSak, Ze k urcitému
narastu hladiny DR5 doSlo v oboch bunkovych liniach HCT 116, no prekvapivo,
Statisticky vyznamny bol len v bunkach bez p53 (Obr. 1A). Navyse v bunkach s wt p53
nedoslo k zmenam v hladine jeho celkovej ani fosforylovanej formy. Z tychto vysledkov
vyplyva, ze p53 nie je zodpovedny za SKR indukovanu expresiu DR5. Na druhej strane
sme Vv jednom pripade detegovali narast hladiny Sp1 a v oboch spomenutych bunkovych
liniach aj zvysenie expresie CHOP (Obr. 1B), pricom prave CHOP sa v tomto pripade
javi byt hlavnym reguldtorom expresie DRS. Tento predpoklad podporuju aj vysledky
jednej prace, v ktorej emodin, latka Struktirne podobna SKR, indukoval DRS
prostrednictvom tohto TF [3]. Zapojenie CHOP, pripadne Spl, do indukcie DR5 SKR
bude potrebné potvrdit’ d’al§imi experimentami.

A HCT 116 HCT 116 p53” B

24 hod 24 hod sk
2

- - . HCT 116 HCT 116 p53--
48 kDa 24hod gy 24 hod  4ux
DR5 *
| kpa  CHOP - e s @ 0

frakiin —-—  — o 2, [l —_——— > D
- + -

DMSO -+ - DMsO - * - - *
kyrfin - -+ -+ skyrin - - + - - +

Obrazok 1. Vplyv skyrinu na mieru expresie receptora DR5 (A) a jeho transkripéného
faktora CHOP (B) v bunkdach HCT 116 a HCT 116 p53-/-. Reprezentativne obrdzky
z minimdlne troch nezavisljch experimentov. Statistickd signifikancia je vyjadrend
ako p < 0,001.

Alternativnym vysvetlenim odlisSného posobenia SKR v bunkach HCT 116
a HT-29 moze byt rozdielna miera expresie transportného proteinu BCRP. V bunkéach
HT-29, ktoré sa vyznacuji vysokou mierou bazalnej expresie BCRP, by tento protein
mohol byt zodpovedny za ,,eflux*“ SKR von z buniek, ¢im by doslo k potlaceniu jeho
ucinku. Tento predpoklad je zalozeny aj na Strukturnej podobnosti SKR a hypericinu,
znameho substratu BCRP [4].

V prvom rade sme analyzovali moZnost’ modulécie celkovej hladiny BCRP
SKR, av§ak Ziadne zmeny sme nezaznamenali. Nasledne sme teda Studovali aktivitu
BCRP s vyuzitim jeho Specifického inhibitora Ko143. Na MTT testoch sa ukazalo, Ze
inhibitor skuto¢ne zvysoval citlivost’ buniek HT-29 vo¢i pdsobeniu SKR, ale pri analyze
intracelularnej akumuldcie SKR sme vplyv inhibitora nezaznamenali. To by mohlo byt
vysvetlené vysokou mierou autofluorescencie samotného inhibitora, ktora skreslila
vysledok. S cielom maximalne zredukovat tento efekt inhibitora sme teda vyuzili iny
experimentalny model, konkrétne leukemické bunky HL-60 s prirodzene nizkou
hladinou BCRP a od nich odvodent bunkovu liniu cBCRP, ktord nadmerne exprimuje
tento transportér. V bunkdch ¢cBCRP doslo vplyvom inhibitora BCRP k zna¢nému
narastu intracelularnej hladiny SKR, zatial’ ¢o schopnost’ akumulovat SKR bunkami
HL-60 nebola inhibitorom ovplyvnena (Obr. 2). Na zaklade tychto vysledkov teda
mozeme SKR zaradit’ medzi nové potencidlne substraty BCRP.
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Obrdzok 2. Vplyv inhibitora BCRP Ko143 na mieru intraceluldrnej akumuldcie skyrinu
V bunkdch HL-60 a cBCRP. Udaje su prezentované ako priemer £ SD 7 minimdlne
troch nezavislych opakovani. Statisticka signifikancia je vyjadrend ako p < 0,001.

Ako jeden z moznych mechanizmov ucinku SKR sa uvadza tvorba reaktivnych
foriem kyslika (ROS) [5], ktora je okrem iného spajana aj s indukciou expresie CHOP
[3]. Stanovenie intraceluldrnej hladiny ROS vo vSetkych troch kolorektalnych
bunkovych linidch v§ak odhalilo zna¢nu antioxida¢nt aktivitu SKR, ktord by mohla mat’
vyznam najma v chemoprevencii nadorovych ochoreni.

Uvedené vysledky nas napokon viedli k tivahe, ¢i by SKR mohol vykazovat
pozitivny alebo negativny vplyv na Géinnost’ konvenénych protinadorovych lieciv.
Studovali sme teda efekt kombinovaného zasahu SKR so $tyrmi vybranymi
chemoterapeutikami (CDDP, 5-FU, MTX, DOX) v nadorovych, ale aj v zdravych
P'udskych bunkach. Zistili sme, ze SKR mal odlisny vplyv na u¢innost’ chemoterapeutik
v zavislosti od pouzitého lieciva, typu nadorovych buniek aj ich p53 statusu. Za
najvyznamnejsi vysledok mdézeme povazovat’ zvysenie u¢innosti 5-FU v bunkach HCT
116, pricom SKR vykazoval uréity pozitivny efekt aj v pripade buniek HT-29 (CDDP,
5-FU, DOX). Zaznamenali sme viak aj opaény u¢inok SKR. Uginnost’ CDDP potlagil
v oboch bunkovych liniach HCT 116, pri¢om v bunkach bez p53 negativne vplyval aj
na efektivitu MTX aDOX. Vel'mi zaujimavé vSak bolo, ze SKR dokazal vel'mi
efektivne chranit’ zdravé bunky pred toxickym uc¢inkom vsetkych pouzitych
chemoterapeutik. Tieto vysledky vSak bude potrebné potvrdit’ analyzami zameranymi
na detekciu bunkovej smrti ¢i prolifera¢nu aktivitu buniek. Nase vysledky poukazuju na
to, z2 SKR by mohol patrit medzi relativne bezpeéné latky s protinadorovym
potencialom. V kombinovanej terapii by mohol zvySovat’ citlivost’ nadorovych buniek
voc¢i niektorym typom lieCiv a stcasne zabranit' neSpecifickej toxicite lie¢iva voci
zdravym bunkam.
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Uvod

Nervovy systém moZe ovplyviiovat progresiu nadorov pomocou sympatikovych,
parasympatikovych a senzitivnych nervov inervujucich nadory [1]. Z nervovych
zakonceni v nadoroch si uvoliované neurotransmitery, ktoré po védzbe na receptory
nadorovych buniek, aktivuja signalne drahy podporujuce rast nadoru [2]. Na vyznam
nervovych vlakien pri nadoroch poukazuju aj zistenia, Ze nadorové bunky moézu
produkovat’ a vyluCovat’ neurotrofné faktory (napr. nervovy rastovy faktor — NGF,
mozgovy neurotrofny faktor — BDNF) a molekuly navigujice axony, nasledkom ¢oho
je stimulované vrastanie nervovych vlakien do nadorov — neoaxogenéza [3]. V suvislosti
s nadorovou inervaciou je za vyznamny diagnosticky a prognosticky faktor povaZzovana
hustota inervacie nadorového tkaniva, ktorej vysSia hodnota je spajana s horSou
prognozou onkologickych pacientov [1, 2]. Tento predpoklad podporuju zistenia, Ze
pristupy redukujuce vplyv nervov na nadory (napr. denervacia, podavanie antagonistov
receptorov, podavanie lokalnych anestetik ¢i protilatok proti neurotrofnym faktorom)
vedu k spomaleniu rastu nadorov.

Preto sme sledovali: a) vplyv topickej aplikacie lokalneho anestetika Pliaglis
(7% lidokain, 7% tetrakain) na rast experimentalneho melanému; b) génovu expresiu
B-adrenergickych receptorov (B-AR), NGF a BDNF v mySacich nadoroch prsnika
a kolorekta; c) hustotu, fenotyp inervacie a proliferaéna aktivitu nervov v l'udskom
nadore prostaty.

Material a metody

Vphv podavania lokdlneho anestetika Pliaglis na rast experimentalneho
melanomu. Pouzili sme 56 samcov mysi C57/BL/6J (Charles River, Nemecko), ktorym
bola intradermalne podand B16F0 melanémova linia v mnozstve 3x10° buniek v 30 pl
PBS. Lokalne anestetikum Pliaglis, obsahujuce 7% lidokain a 7% tetrakain (Crescita
Therapeutics, Kanada), bolo podavané 2x denne priamo na povrch melanomov
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U nelieCenych mysi (mysi bez liecby, mysi s nddormi potieranymi vehikulom) a mysi
stCasne lieCenych RMP1-14 (Rat 1gG2a) anti-PD-1 protilatkou (BioXCell, USA)
(podanou intraperitonealne 8., 11. a 14. denl experimentu v mnozstve 250 pg/injekciu).
Experiment prebichal 18 dni, podavanie terapeutik zacalo 8. den a bol ukonceny
usmrtenim zvierat dekapitdciou. Nasledne sa odobrali a zvazili melanomy pomocou
elektronickych vah a vyhodnotili rozdiely v hmotnosti melanomov.

Génova expresia B-AR (f1-3), NGF a BDNF v mysacich nadoroch prsnika
a kolorekta. Pouzili sme subkutanne indukované nadory prsnika (4T1 mamarna linia
v mnozstve 2x10%) a kolorekta (HT-29 kolorektalna linia v mnozstve 2,5x10°) u samic
mysi kmena BALB/c (Charles River, Nemecko). Zo vzoriek nadorov a kontrolnych
tkaniv (prsné Zl'aza, hrubé ¢revo) bola vyizolovana RNA pomocou TRI Reagentu RT
(Molecular Research Center, Inc., USA) podla protokolu vyrobcu. Celkova RNA (1000
ng) bola nasledne reverzne transkribovana do cDNA pomocou oligo (dT)18 primeru
a RevertAid H minus Firts Strand cDNA synthesis kitu (Thermo Fisher Scientific, USA)
podrla protokolu vyrobcu. Génové expresie boli stanovené pomocou Real-Time PCR na
96-jamkovej platnicke v termocykléri QuantStudioTM 5 (Applied Biosystems, USA)
s reakénym objemom 25 pl. Referencnym génom bol gén pre GAPDH a pomerné zmeny
v expresii sa hodnotili Livakovou metodou 244,

Hustota inervacie, fenotyp nervovych vidkien a proliferacna aktivita nervov.
Pouzili sme l'udské tkaniva prostaty — CON (n=36), benigne hyperplazie prostaty — BH
(n=28) a nadory prostaty — PCa (n=44) z Ustavu patologickej anatomie LF UK. Tkaniva
sa fixovali v 10% formaline (Merck, Nemecko) a zaliali do parafinu. Z parafinovych
bloc¢kov sa pripravili rezy s hribkou 4 pum. Pre imunohistochémie boli rezy tkaniv
zbavené parafinu, anasledne boli antigénové epitopy demaskované v 10 mmol/l
citratového pufru (pH 6) pri teplote 96°C po dobu 30 min v Dako PT-Link (Dako,
Dénsko). Hustota nervov sa hodnotila histomorfometrickym meranim nervovej plochy
(S100 expresie) v 4 mikroskopickych poliach kazdej vzorky pri zvaéseni 10x pomocou
programu ImageJ 2.14.0. Pomocou H&E DAB vektora sa vyselektovala ¢ervena farba
a vypocitala celkova nervova plocha (%) podielom cervenej farby (S100 expresie)
a celkovej plochy obrazka vynasobend 100. Fenotyp nervovych vidkien bol uréeny
pomocou kombinacie primarnych protilatok proti neurondlnym markerom — PGP9.5
(1:500; Abcam, Spojené kralovstvo), S100 (1:800), a proti Specifickym markerom
nervov — TH (1:1000; Merck, Nemecko) pre detekciu sympatikovych nervov, VAChT
(1:1000; Synaptic Systems, Nemecko) pre detekciu parasympatikovych nervov, a tiez
SP (1:1000; Abcam, Nemecko) alebo CGRP (1:1000; Abcam, Nemecko) pre detekciu
senzitivnych nervov. Pritomnost’ konkrétneho typu nervov bola stanovena na zaklade
prekryvu anti-rabbit (Cervena) a anti-mouse (zelend) fluorescenénych protilatok
(prekryvu vSeobecného so Specifickym markerom inervacie), ktoré sa prejavilo Zlto-
hnedym zafarbenim. Proliferacna aktivita sa hodnotila na zéklade spocitania PCNA
pozitivnych jadier (hneda farba) v S100 ofarbenych nervovych vlaknach (€ervena farba)
na ploche 1 cm?.

Statistickd analyza. Vysledky sa hodnotili v programe GraphPad Prism 8.0.1.
Rozdiely v hmotnosti melanomov a génovej expresii boli hodnotené pomocou
neparového t-testu s Welchovou korekciou. Rozdiely v denzite inervacie boli hodnotené
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pomocou jednofaktorovej ANOVA s Tukey post hoc testom. Vztah medzi hustotou
inervacie a Gleasonovym skore bol hodnoteny pomocou jednoduchej linedrnej regresie
a Pearsonovej korelacie. Zmeny sa povazovali za Statisticky vyznamné, ked’ P < 0,05.
Hodnoty v grafoch — priemer + SEM.

Vysledky a diskusia

Aplikacia lokalneho anestetika Pliaglis priamo na povrch melanému viedla
k signifikantnej inhibicii jeho rastu, ¢o sa prejavilo nizSou hmotnostou nadorov
V porovnani so zvieratami s nelieCenymi melandémami a melanomami potieranymi
vehikulom gélom. Tento ucinok bol eSte vyraznejsi u zvierat, ktorym bola stcasne
intraperitonealne podavana aj anti-PD-1 protilatka (Obr. 1). Nase vysledky naznacuju,
ze podavanie lokalnych anestetik, a teda preruSenie prenosu signalov z periférnych
nervov na tkanivo melanomu mdéze byt vyuzité pri lieCbe melandému, avSak délezitu
ulohu pri aplikacii takejto terapie zohrava pravdepodobne koncentracia pouzitych latok
a obdobie kedy sa terapeutické latky za¢na podavat’ [4]. Preto bude potrebny dalsi
vyskum pred aplikaciou tychto pristupov do klinickej praxe.

Hmotnost nadorov
(9)
N

Obrazok 1. Zmeny v hmotnosti melanomov vplyvom poddvania lokdlneho anestetika
Pliaglis. Hodnoty su vyjadrené ako priemer £ SEM. MEL — melanomy bez lie¢by
(n=6), MEL+VEH — melanomy potierané vehikulom — 4% metylcelulézou (n=12),

MEL+ANE — melanomy potierané lokdalnym anestetikom Pliaglis (n=14),
MEL+IMM — melanomy lie¢ené imunoterapiou — anti-PD-1 protildatkou (n=8),
MEL+ANE+IMM — melanomy potierané lokalnym anestetikom Pliaglis, a suicasne
lieCené imunoterapiou (n=16). Signifikantné zmeny medzi MEL a ostatnymi
skupinami: *p<0.05; ***p<0.001. Signifikantné zmeny medzi MEL+VEH
a ostatnymi skupinami: *p<0.01. Signifikantné zmeny medzi MEL+ANE
a ostatnymi skupinami: *p<0.01. Signifikantné zmeny medzi MEL+IMM and
MEL+ANE+IMM: *p<0.05.

Preukazali sme signifikantne nizsiu génova expresiu vsetkych typov B-AR
v mySacich nadoroch prsnika (n=8) v porovnani so zdravym tkanivom prsnej zl'azy
(n=6). Tieto vysledky sa odliSuji od prac inych autorov, ktori naopak zaznamenali
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zvySenu expresiu B-AR. Napriklad [5] preukazali u mysi vystavenych chronickému
stresu zvysenu expresiu f2-AR v nadoroch prsnika, ¢o bolo spojené s tvorbou metastaz.
Predpokladame, Zze dévodom nizkej trovne génovej expresic B-AR mohla byt
downregulacia vyvolana vysokymi koncentraciami neurotransmiterov v tkanive nadoru
a pouzitie iného experimentalneho modelu nadoru. Okrem toho, sme zaznamenali niz§iu
génovu expresiu NGF a vyssiu expresiu BDNF v tkanivach nadorov oproti zdravym
tkanivam (Obr. 2A). Na rozdiel od toho, [6] preukazali zvySenti génova expresiu NGF
vo vzorkach nadorov prsnika, pricom podavanie anti-NGF protilatky viedlo
k spomaleniu rastu nadoru a inhibicii tvorby metastaz. V stavislosti s BDNF [7] zistili,
ze moze podporovat’ prezivanie mamarnych nadorovych buniek. V mySacom néadore
kolorekta (n=5) sme nezaznamenali signifikantny rozdiel v génovej expresii B-AR
oproti zdravej sliznici hrubého ¢reva (n=5). V stvislosti s nadorom kolorekta [8]
preukazali, ze génova expresia B2-AR sa zvySuje so zvySujucim sa histopatologickym
stuptiom nadoru a suvisi s tvorbou metastaz. Uloha sympatikovych nervov pri nadore
kolorekta nie je Gplne jednoznacnd, nakolko len limitované mnozstvo prac popisuje
vplyv tychto nervov, ktory nemusi byt vzdy stimula¢ny. V pripade NGF a BDNF sme
zaznamenali vy$§iu génovu expresiu v tkanive nadoru oproti kontrole (Obr. 2B). Tieto
vysledky su v stlade s pracami inych autorov. Napriklad [9] preukazali stivislost’ medzi
zvySenou expresiou NGF a tvorbou metastaz pri nadore kolorekta. V suvislosti s BDNF
[10] preukazali jeho stimula¢ny vplyv na proliferaciu a migraciu nadorovych buniek
kolorekta. Hoci nami ziskané vysledky sa scasti odliSovali od vysledkov inych autorov,
nase zistenia naznacuju, ze P-adrenergickd signalizacia a neurotrofné faktory NGF
a BDNF zohravaji vyznamnu tlohu pri progresii nadorov prsnika a kolorekta. AvSak
pre jednoznaéné vyhodnotenie vplyvu uvedenych faktorov bude potrebny d’alsi vyskum.

A B

I Kontrola *kk
Il Nador prsnika

I Kontrola
Bl Nador kolorekta

Relativha zmena génovej expresie
Relativnha zmena génovej expresie

Obrazok 2. Génova expresia f1-, f--, fz-adrenergickych receptorov — B1-AR, B2-AR, B3-AR,
nervového rastového faktora — NGF a mozgového neurotrofného faktora — BDNF
vV mySacich subkutinne indukovanych nddoroch prsnika (n=8) a tkanivdch zdravych
prsnych Zliaz (n=6) (A) a nadoroch kolorekta (n=5) a zdravych tkanivdch sliznice
hrubého céreva (n=5) (B). Hodnoty su vyjadrené ako relativna pomernd zmena oproti
kontrole a graficky vyjadrené ako priemer + SEM.
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Vo vzorkach PCa sme preukazali signifikantne menSie mnozstvo nervov (S100
expresie) v porovnani s CON a BH. Rovnaké vysledky sme zaznamenali aj po rozdeleni
vzoriek nadorov prostaty podl'a Gleasonovho skére na nadory nizkeho a vysokého
stupna, pricom sa ukéazalo, Ze najmenej nervovych vlakien bolo vo vzorkach nadorov
prostaty vysokého stupna (Obr. 3A-B). Okrem toho, sme preukazali pritomnost
mnozstva periférne lokalizovanych sympatikovych nervov (TH'), malé mnoZstvo
centralne i periférne lokalizovanych parasympatikovych nervov (VAChT™) a priblizne
10% senzitivnych nervovych vlakien v ramci vacsich nervov (CGRP™) vo vzorkach
CON aBH. VPCa sme zaznamenali vyrazne menSie mnozstvo vsetkych typov
nervovych vldkien, najmd v nadoroch vysokého stupnia. Hoci nebol zaznamenany
signifikantny vzt'ah medzi hustotou inervacie a Gleasonovym skore, urcity trend poklesu
mnozstva nervovych vlakien so zvySujicim sa Gleasonovym skoére PCa sme
zaznamenali (Obr. 3C). Nizka hustota inervacie vo vzorkach nadorov prostaty bola
pravdepodobne dosledkom nizkej proliferacnej aktivity (PCNA  expresie)
v intratumoralnych nervoch. Podobne aj ini autori preukéazali, ze mnozstvo PGP9.5"
a TH" nervovych vlakien je signifikantne mensie v PCa v porovnani s BH [2].
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Gleasonove skére

Obrazok 3. Denzita inervdcie v zdravom tkanive prostaty, benignej hyperplazii a ndadore
prostaty (A, B) a vz£’ah medzi mnoZstvom nervovych vidkien a prognostickym
Gleasonovym skore. CON — zdravé tkanivo prostaty (n=36); BH — benigna
hyperplazia prostaty (n=28); PCa — nddor prostaty (n=44); LG PCa — nddor prostaty
nizkeho stupiia (n=25); HG PCa — nddor prostaty vysokého stupiia (n=13). Hodnoty
sit vyjadrené ako priemer + SEM. Statistickd vyznamnost’ medzi vzorkami CON
a PCa, CON a LG PCa, CON a HG PCa: *p<0.05, **p<0.01. Statistickd
vyznamnost’ medzi vzorkami BH a PCa, BH and LG PCa, BH and HG PCa:
#%<0.001, **p<0.0001.

Naopak, v praci [1] preukazali vysokd hustotu TH* sympatikovych nervovych
vlakien v PCa, ktora bola spojena s tvorbou metastdz a progresiou nadoru. VSeobecnym
predpokladom pri PCa je, Ze nervové vlakna zohravaji vyznamnu ulohu najmé v jeho
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pociatocnych stadiach. Hoci st nami ziskané vysledky v sulade s idajmi z viacerych
experimentalnych a klinickych s§tadii, st dostupné aj prace popisujuce vysoku denzitu
inervacie ako negativny prognosticky faktor pri PCa. Tieto skutocnosti poukazuju na
mimoriadnu komplexnost’ neurdlneho vplyvu na procesy spojené so vznikom
a progresiou nadoru prostaty a vyzdvihuja potrebu d’alsieho vyskumu.

Zaver

Nase vysledky ukazali, ze aplikacia lokalneho anestetika Pliaglis spomal’uje rast
melandbmu a posiliiuje ucinok anti-PD-1 terapie, P-adrenergicka signalizacia
a neurotrofné faktory (NGF, BDNF) zohravaji vyznamnu tlohu pri progresii nadorov
prsnika i kolorekta, atiez ze v 'udskom nadore prostaty je pritomna nizka hustota
sympatikovej, parasympatikovej a senzitivnej inervacie. Tieto vysledky poukazuju na
vyznam neuro-nadorovych interakcii pri progresii nddorov ana potencial aplikacie
poznatkov o vplyve nervového systému na nadorové tkaniva do protinddorovej liecby.
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PROTEINY RODINY ERM AKO NASTROJ REGULACIE
EFLUXNEJ AKTIVITY ABC TRANSPORTNEHO PROTEINU
BCRP

Gabriela Blaskovd, Ivana Bar¢dkova, Martin Majernik,
Rastislav Jendzelovsky, Peter Fedorocko

Univerzita Pavla Jozefa Safarika v Kosiciach, Prirodovedeckd fakulta,
Ustav biologickych a ekologickych vied, KoSice, Slovenska republika

Uvod

Jednym z najzésadnejSich problémov ovplyviiujicich ucinnost chemoterapeutickej
liecby je nadobudnutie rezistentného fenotypu nadorovych buniek. K mnohopocetnej
liekovej rezistencii (MDR) vyrazne prispievaji zmeny regulacie ABC transportnych
proteinov, ktorych tloha spociva v prenose lieCiv, ako aj zivin a metabolitov.
Pochopenim doleZitosti fyziologickej funkcie tychto proteinov nielen v zdravych, ale
taktieZ v nddorovych bunkéch, sa prvotna snaha o ich uplnu inhibiciu transformovala na
sucasny vedecky ciel' zaoberajuci sa alternativnou cestou reguldcie funkcnosti
proteinov. K rozvoju skimania prispieva aj charakteristickd crta transportérov
v podobe prekryvajicej sa Specificity voCi prenaSanym substratom a neziaducich
ucinkov doposial’ vyvinutych inhibitorov [1]. V ddsledku toho sa v stcasnosti velka
pozornost’ zacala orientovat’ smerom k proteinom rodiny ERM, kam patri ezrin (EZR),
radixin (RDX) a moezin (MSN), ktoré ovplyviluji membranovu lokalizaciu a z nej
vyplyvajicu funkénost ABC transportnych proteinov [2]. Vyhodou tychto molekul
V porovnani so samotnymi transportérmi je, zZe su tkanivovo Specifickejsie, o zvySuje
potencial ich vyuzitia pri liecbe konkrétnych typov nadorovych ochoreni. Okrem toho
je tieZ znama ich interakcia s adhezivnymi molekulami [3], vd’aka comu proteiny ERM
predstavuju potencidlny ciel’ aplikovatelny v lieCbe metastatickych nadorov so
suc¢asnym potlacéenim MDR.

Ciel'om predkladanej prace bolo preskumat’, vplyv utiSenia expresie proteinov
rodiny ERM s siRNA na celkovi expresiu ABC transportnych proteinov MDR1, BCRP,
MRP1 aMRP2 v doposial neprestudovanych nadorovych bunkovych liniach.
Vychadzajuc z vysledkov proteinovej expresie BCRP, bola predmetom prace taktiez
analyza vplyvu experimentalneho zasahu na jeho efluxni aktivitu a expresiu
zodpovedajuceho génu ABCG2. Dalsim cielom bolo overit’ predpoklad o existencii
interakcie medzi proteinom BCRP a E-kadherinom (CDH1) s ti€astou proteinov rodiny
ERM. Uvedenu hypotézu sme sformulovali na zaklade pozorovania tvorby bunkovych
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zhlukov pri praci so suspenznymi liniami, ktoré sa vyznacuju zvySenou expresiou
BCRP.

Material a metody

Kultivacia buniek. V experimentoch boli pouzité 'udské nadorové bunkové linie
adenokarcinomu pl'uc (A549; ATCC), adenokarcinomu hrubého ¢reva (HT-29; ATCC)
a bunkové linie Tudského myelomu (RPMI-8226, RPMI-8226/MR20; poskytla
J. Jakubikova, UEO, BMC SAV, v.v.i.). Kultivacia buniek prebiehala v kompletnom
médiu RPMI 1640 s pridavkom 10 % fetalneho hovédzieho séra (FBS) a komer¢ne;j
zmesi antimykotik a antibiotik. Kultivacia buniek podrobenych transfekcii bola
uskutoénena v kompletnom médiu RPMI 1640 obohatenom 0 10 % FBS bez pridania
antibiotik. Bunky boli kultivované v inkubétore s 5 % CO2 atmosférou, vlhkost'ou 95 %
a teplotou 37°C.

Transfekcia bunkovych linii s SIRNA a pridavanie hypericinu. Bunky boli
nasadené do 6-jamkovych platni (132 500 buniek/jamku) 24 hod. pred transfekciou
s siRNA. Pre utiSenie expresie proteinov ERM bola pouzita siRNA s koncentraciou 25
nM vo forme kombinécie Styroch oligonukleotidov cielenych vo¢i EZR, RDX a MSN
(Dharmacon Inc.). Ako negativna kontrola bola vyuzita ,non-targeting siRNA.
Koncentréacia siRNA pri transfekcii suspenznych bunkovych linii bola v druhom pokuse
zvySena na uroven 75 nM. Bunky boli transfekované transfekénym cinidlom
DharmaFECT1 (Dharmacon) podl'a pokynov vyrobcu. Po 48 hod. od transfekcie bol
k bunkam pridany hypericin (HYP; Sigma-Aldrich) v 100 nM koncentracii. Inkubacia
buniek s HYP prebiehala 16 hod.

Western blot analyza. Bunkové linie boli zozbierané Skrabanim na l'ade, premyté
v chladenom PBS a lyzované pridanim chladeného lyzacného roztoku obohateného
0 inhibitory proteaz a fosfataz. Proteiny boli kvantifikované prostrednictvom Lowryho
metddy a vzorky nariedené na rovnaké koncentracie. Proteiny (30 pg/vzorka) boli
separované metddou SDS-PAGE prostrednictvom 10 % SDS-polyakrylamidového gélu
a prenesené na PVDF membranu (Bio-Rad). Blokované membrany boli inkubované cez
noc pri 4°C s primarnymi protilatkami. Po premyti boli k membranam pridané
sekundarne protilatky konjugované s HRP. Detekcia expresie proteinov bola
zabezpecend pridanim chemiluminiscenéného substratu (Pierce ECL, Thermo
Scientific) a vizualizaciou na RTG film (Agfa). Denzitometria proteinov bola
vyhodnotena v programe Imagel, priCom relativna hladina analyzovanych proteinov
bola normalizovana k proteinu p-aktin.

RT-gPCR analyza. Celkovd RNA bola zbuniek izolovand pomocou TRI
Reagentu™ a reverznou transkripciou prepisana do cDNA. Analyza expresie génu
ABCG2 bola uskuto¢nena kvantitativnou RT-PCR s vyuzitim kitu Xceed qPCR SG 2x
Mix Lo-ROX (Institute of Applied Biotechnologies, a.s.). Specificita detegovanych
produktov bola overend analyzou topenia a separaciou produktov v 2 % agar6zovom
géli farbenom EtBr (Sigma-Aldrich). Expresia génu ABCG2 bola vypocitana pomocou
kalibra¢nej krivky a normalizovana k expresii referenéné¢ho génu GAPDH.

Intracelularny obsah HYP. Bunky boli zozbierané trypsinom, premyté v PBS,
resuspendované v HBSS a ulozené do 'adu. Analyza intenzity fluorescencie HYP bola
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uskutocnena prietokovym cytometrom BD FACSAria IT SORP. Bunky boli excitované
argéonovym laserom s vinovou dizkou 488 nm. Emisia svetla bola zachytend v kanali
PE-Texas Red (DM600LP-610/20). Vysledky boli vyhodnotené v programe FlowJo.
Obsah HYP v bunkach bol vypocitany na zaklade pomeru relativnej fluorescencie
bunieck (RFU) ovplyvnenych kombinovanym zisahom vynasobenym RFU
neovplyvnenej kontroly, vo¢i RFU siRNA vynasobenej RFU HYP.

Statistickaé  analyza. Miera $tatistickej vyznamnosti bola  vyratana
prostrednictvom analyzy variancie (ANOVA) doplnenej Tukey post-testom. Hladina
Statistickej vyznamnosti bola zvolend nasledovne: p < 0,05.

Vysledky a diskusia

Vysledky proteinovej expresie ukazali, ze hoci transfekcia adherentnych buniek
HT-29 a A549 s 25 nM koncentraciou siRNA bola ucinn4, jej vplyv na celkové hladiny
proteinov CDH1, MDR1, BCRP, MRP1 a MRP2 nebol preukazany. U¢inok siRNA
vV bunkach HT-29 a A549 sa nepreukazal ani na zmendch v expresii génu ABCG2.
Zaujimavym vysledkom vsak je, ze u¢inkom samotného HYP doslo v bunkach A549
k poklesu v celkovych hladinach fosforylovanych proteinov EZR, RDX a MSN
a stucasnému narastu celkovej hladiny proteinu BCRP. Zvysena hladina expresie BCRP
je sice v sulade s ufinkom HYP, ktory spdsobuje zvySenu expresiu transportéra
Vv bunkach A549 [4], ale zaroven naznacuje, ze do regulacie BCRP moézu okrem
proteinov ERM zasahovat’ aj iné regulaéné mechanizmy. Tie by mohli v pripade
vyradenia proteinov ERM posiliiovat’ efluxni aktivitu proteinu BCRP s cielom
zabezpecenia ochrany buniek voci pritomnosti xenobiotik.

Transfekcia suspenznych buniek RPMI-8226 a RPMI-8226/MR20 s 25 nM, ako
aj 75 nM koncentraciou siRNA nebola dostatone uc¢innou pre Statisticky vyznamny
pokles expresie proteinov rodiny ERM. Potvrdili sme, ze uvedené bunkové linie su
tazko transfekovatelné a optimalizacia ich transfekcie ostava cielom pre buduce
experimenty. V pripade uvedenych experimentdlnych modelov sme na zaklade toho
nepreukdzali vplyv transfekcie na regulaciu CDH1, MDR1, BCRP, MRP1 a MRP2.
Rovnako nevieme povedat’ ¢i za tvorbu pozorovanych bunkovych zhlukov zodpoveda
interakcia medzi proteinmi BCRP a CDHI1 s tcastou regulacie sprostredkovanej
proteinovou rodinou ERM.

Ked'Ze ucinok transfekcie bol analyzovany na trovni celkovych bunkovych
lyzatov a nie v membréanovej frakcii proteinov, vysledky relativnych hladin proteinove;j
expresie nehovoria ni¢ o vplyve experimentalneho zdsahu na expresiu proteinov vylu¢ne
v ramci bunkovej membrany. Stanovenie efluxnej aktivity BCRP vSak odzrkadl'uje
celkovtl funkénost’ proteinu na urovni celej bunky, a preto predstavuje dolezity dokaz
existencie prepojenia medzi proteinmi rodiny ERM a BCRP. Pre tento ti¢el bola merana
vnutrobunkova hladina fluorescencného HYP, ktory je substratom BCRP [4, 5]. Zistili
sme, ze po utiSeni expresie EZR, RDX aj MSN v bunkach A549 doslo k Statisticky
vyznamnému nérastu obsahu HYP (Obr. 1A). Na zaklade tohto vysledku konStatujeme,
ze efluxna aktivita proteinu BCRP je v bunkach A549 regulovana vSetkymi troma
¢lenmi proteinovej rodiny ERM. V bunkdch HT-29 Statisticky vyznamné zmeny
intracelularneho obsahu HYP po utiSeni proteinov ERM pozorované neboli (Obr. 1B).
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Obrdzok 1. Obsah HYP v bunkdch A549 a HT-29 ovplyvnenych ucinkom transfekcie s 25
nM siRNA. Obsah HYP bol analyzovany 16 hod. po pridani k transfekovanym
bunkam. Vysledky su vyjadrené ako nasobky skupiny ovplyvnenej HYP.
Experimentdlne skupiny ovplyvnené kombinovanym zasahom (HYPE+, HYPR+,
HYPMH+) boli statisticky porovnané so skupinami ovplyvnenymi samotnym HYP (o p
<0,05).

Vzhladom k tomu, Ze sa uc¢inok siRNA nepreukazal na celkovych hladinach
expresie proteinov CDHI1, BCRP, MDR1, MRP1, MRP2 ani na génovej expresii
ABCG2 predpokladdme, ze proteiny ERM reguluju vylu¢ne membranovu lokalizaciu
ABC transportného proteinu, comu nasvedcuje zvySend akumuldcia HYP v bunkach
AS549. Tieto vysledky suhlasia s viacerymi predoSlymi pracami, ktoré vyuzili odlisné
bunkové linie. Viaceri autori zistili, Ze po utiSeni expresie proteinov ERM nedochadza
k poklesu v celkovych hladinach proteinu BCRP, ale iba k redukcii membranovych
hladin zapri¢inenych presunom proteinu do cytoplazmy. To sa odzrkadl'uje na redukcii
transportnej aktivity, ktort dokazuje zvySena intracelularna hladina pouZitého substratu
[2, 6]. Zmeny v expresii proteinov ovplyvnenych uc¢inkom siRNA bude preto potrebné
overit’ detekciou vyluéne v ramci membranovej frakcie.

Vysledky ziskané z celkovych bunkovych lyzatov poskytuji rozSirenie
vedeckych poznatkov o expresii proteinov rodiny ERM a ich vplyve na ABC transportné
proteiny a CDH1 v doposial’ neprestudovanych bunkovych modeloch. Praca sti¢asne
preukazuje, Ze modulacia expresie proteinov ERM moéze pri niektorych nadoroch
predstavovat’ tkanivovo Specifické rieSenie problému s MDR zapri¢inenou zvySenou
aktivitou ABC transportnych proteinov.
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REKONSTRUKCNA CHIRURGIA AKO FAKTOR
OVPLYVNUJUCI PREZIVANIE PACIENTOV S SCC HLAVY
A KRKU
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Uvod

Oralny skvamocelularny karcindom (OSCC) predstavuje celosvetovo narastajucu
problematiku pre zdravie nasej populdcie. Skvamoceluldrny karcindm je najcastejSou
malignitou v dutine Ustnej a celkovo ho radime medzi 10 najcastejSich karcindémov.
Navyse, podiel lokoregionalnej recidivy sa medziro¢ne pohybuje medzi 3-7%, ¢o je
neporovnatel'ne vyssie, oproti ostatnym malignitdm. Pre GispeSny manazment pacientov
S OSCC je klucovym faktorom potreba vcasnej detekcie nddorového ochorenia
a individualny liecebny plan.

Za optimalny spdsob terapie u pacientov s OSCC povazujeme chirurgicku
modalitu. Napriek pozoruhodnému pokroku v lieCebnych modalitach sa 5-ro¢nad miera
preZivania za poslednych niekol’ko desatroci vyrazne nezlepsila. Jednym z dolezitych
aspektov chirurgickej lie€by nddorov hlavy a krku je snaha o ich kompletnu (RO)
resekciu. Jej vyraznou limitaciou je najma velkost’ tumoru a jeho lokalizacia. Prave
V tomto smere nastala za posledné roky vyraznd zmena, a to so zvySujlicou miernou
vyuzivania rekonstruk¢nej chirurgie po inicialnej resekcii tumoru. Vyuzivanie moZnosti
volnych mikrovaskularnych tkanivovych lalokov ndm dovoluji radikélnejSiu
resekabilitu tumorov, a to aj u pacientov s lokalne pokroc¢ilym nadorovym ochorenim.
Stucasne maju za ciel’ priniest’ lepSiu funkéna a esteticktl rehabilitaciu pacientov. So
zdokonalenym chirurgickej techniky, s va¢$im poctom operacii a technologickymi
pokrokmi miera Gspesnosti lalokovych transferov celosvetovo presahuje 95 % [1].

Material a metody

Zatial’ o existuje viacero stadii, ktoré potvrdzuji vynikajtice funkéné vysledky
pri chirurgickych vykonoch s vyuzitim volnych tkanivovych transferov pre OSCC,
mame k dispozicii obmedzené tdaje tykajlice sa prezivania tychto pacientov. NaSa
Stiidia bola navrhnuta tak, aby zobrazila skuto¢ny panoramaticky pohl'ad na operaciu
volnych lalokov pre OSCC realizovanych na naSom pracovisku. Z analyzy prezivania
boli vylucené maligne diagnézy slinnych zliaz a extraoralne karcinomy, rovnako boli
vylucené duplexné malignity alebo recidivy ochorenia. Retrospektivne sme analyzovali
zdravotné zaznamy pacientov, ktory podstupili chirurgickll terapiu pre onkologické
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ochorenie na Klinike maxilofacialnej chirurgie v rokoch 2017-2019. Do decembra 2019
sa hodnotil typ intervencie, Stddium ochorenia, pocet umrti a miera prezivania (1-ro¢né,
3-rocné a S5-rocné prezivanie). K zobrazeniu kriviek miery prezivania bola pouzita
Kaplan-Meier metoda. Vyznamné variacie medzi skupinami boli analzované Log-Rank
testom.

Vysledky

Analyza 1-ro¢ného prezivania bola vykonana u 339 pacientov (248 podstupilo
konvenénu resekciu, 91 mikrovaskularnu rekonstrukciu). Podl'a AJCC Kklasifikacie (the
American Joint Committee on Cancer) stadium 1 predstavovalo 38 pacientov, v §tadiu
IT 54 pacientov, v §tadiu III 59 a v $tadiu IV 188 pacientov. Celkova miera prezivania
bola 75,5%. Prezivanie v §tadiu I v skupine pacientov s konven¢nou resekciou (prva
skupina) bol 86,5 %, v skupine s rekonstrukciou (druha skupina) 100%. PreZivanie
v stadiu II v prvej skupine bol 89,1 % v druhej skupine opéat’ 100%. V stadiu III bolo
celkové prezivanie Vv prvej skupine 85 %, v druhej skupine 100 %. V §tadiu IV bola
miera prezivania v prvej skupine 55,2%, v druhej skupine 82,5%.

3-ro¢nd analyza prezivania bola vykonand pre 223 pacientov, Stddium I 29
pacientov, Stadium II 33 pacientov, Stadium III 43, Stddium IV 116 pacientov. 42
podstipilo mikrovaskularnu rekonstrukciu, 181 konvencnu resekciu) Celkova miera
prezivania 55,2%. PreZivanie v §tadiu I v skupine pacientov s konvenénou resekciou bol
71,4 %, v skupine s rekonstrukciou 100%. Prezivanie v $tadiu II v prvej skupine bol
71,9% v druhej skupine opét’ 100%. V stadiu III bolo celkové prezivanie v prvej skupine
58,8%, v druhej skupine 88,9%. V stadiu IV bola miera preZivania v prvej skupine
33,3%, v druhej skupine 65,5%.

Analyza 5-rocného prezivania bola vykonana u 122 pacientov, v §tadiu I 19,
v §tadiu II 18 pacientov, v Stadiu III 24 a S§tadiu IV 64 pacientov. 12 postipilo
mikrovaskularnu rekonstrukciu, 110 konvenénu resekciu. Prezivanie v Stadiu
| v skupine pacientov s konvencnou resekciou bol 50 %, v skupine s rekonstrukciou
100%. Prezivanie v stadiu II v prvej skupine bol 82,4 % v druhej skupine opét’ 100%.
V stadiu III bolo celkové prezivanie v prvej skupine 56,5%, v druhej skupine bola
realizovana iba jedna rekon$trukéna operacia s umrtim pacienta v priebehu piatich
rokov, teda miera prezivania je 0%. V §tadiu IV bola miera prezivania v prvej skupine
26,9%, v druhej skupine 33,3 %. Celkova miera preZivania bola 45,1%.

Celkovo v tomto ¢asovom tseku podstupilo mikrovaskularnu rekonstrukciu 145
pacientov.

49



Tabulka 1. Zavislost’ stagingu ochorenia a preZivania pacientov rieSenych mikrovaskuldrnou
rekonstrukciou. (N of Events= pocet umrti v skupine, Censored= preZivajuci pacienti po
3-ro¢nom sledovani)

Case Processing Summar

Censored

stage Microvascular reconstruction Total N N of Events N Percent
stage 1 no _ microvascular28 8 20 71,4%

reconstruction

microvascular reconstruction 1 0 1 100,0%

Overall 29 8 21 72,4%
stage2 no _ microvascular32 9 23 71,9%

reconstruction

microvascular reconstruction 3 0 8 100,0%

Overall 35 9 26 74,3%
stage 3 no ' microvascular34 14 20 58,8%

reconstruction

microvascular reconstruction 9 1 8 88,9%

Overall 43 15 28 65,1%
stage 4 no ' microvascular87 58 29 33,3%

reconstruction

microvascular reconstruction 29 10 19 65,5%

Overall 116 68 48 41,4%
Overall Overall 223 100 123 55,2%

Tabul’ka 2. Celkové porovnanie preZivania medzi skupinou liecenou konvencnou metodou
a skupinou lie¢enou mikrovaskulirnou metédou vyslo ako Statisticky vyznamné (p-value
< 0.001). Median preZivania bol 3 roky.

Overall Comparisons?

Chi-Square df Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 12,900 1 000

Po stratifikacii podl'a §tadia ochorenia bol vyznamny kaZdy interval prezivania
1, 3 a 5 rokov medzi pacientmi, ktori podstipili mikrochirurgickt rekonstrukciu aj bez
operacie vol'nym lalokom. Signifikantne lepSie vysledky boli 3-ro¢ného preZivania, kde
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porovnanie prezivania medzi skupinou lieCenou konvencnou metédou a skupinou
liecenou mikrovaskularnou metodou vysSlo ako Statisticky vyznamné (p-value
<0.001). Nase vysledky podporuju superiérne postavenie mikrovaskularnej chirurgie
Vv lie¢be pacientov s OSCC. Vicsina operovanych pacientov ma vsak lokéalne pokrocilé
Stddium nadorového procesu (52% Stadium IV), ktoré si vyZaduje multimodélny pristup.

Diskusia

Mikrochirurgickd operacia si vyzaduje odborné znalosti, je naro¢na na cas
a zdroje a ako celok je zna¢ne finan¢né nakladna [2]. Tieto faktory predstavuju uréité
obavy zo $irSieho vyuzivania tejto techniky. Miicke a kol. uvadzaju, ze niektori autori
zastavaji nazor, ze rekonstrukcia vol'nym lalokom by mala byt vyhradena vybranym
pacientom, ktori majua lepSiu prognédzu [3]. Pacienti postihnuti lokalnymi nadormi
V pokrocilom S$tddiu maju horSiu progndzu, ale na druhej strane pomerne ¢asto su to
pacienti, ktori vyzaduji adekvatnu rekonstrukciu po rozsiahlej ablacii nadorového
procesu [4]. Podl'a naSej Stadie preZivania pacientov z tejto chirurgickej techniky
jednoznacne profituju aj pacienti s pokrocilym stddiom nadorového ochorenia (Stadium
[l alv).

Napriek nedostatku s$tadii plne porovnatel'nych s naSou realizovanou, existuju
niektoré publikované tidaje tykajlice sa prezivania pacientov po operaciach s volnym
lalokom pre OSCC [5]. Lidman a Niklasson sledovali 79 pacientov, vdc§ina bola
v stadiu I (42 %) s primarnym intraordlnym SCC, ktori podstipili rekonstrukénti
operaciu vol'nym lalokom; zistili celkové 5-roéné preZivanie suvisiace s nadorom 58 %
[6].

Spominany Miicke a spol. Vo svojej stadii zhodnotili svoje skusenosti s 274
pacientmi s SCC tUstnej dutiny operovanymi s vol'nymi lalokmi, pricom ich porovnavali
s0 499 pacientmi lieCenych bez rekonstrukcie. 5- roéné celkové prezivanie bolo 66,2 %
v podskupine s rekonstrukciou volnym lalokom a 58,8 % v podskupine bez
rekonStrukcie. Porovnavacia analyza ukézala lepSie prezivanie v skupine s volnym

lalokom. Lepsie prezivanie bolo obmedzené na pacientov v Stadiu T3-4 (zZiadny rozdiel
pre T1-2).

Zaver

Miera prezivania je porovnatel'na s tymi, ktoré uvadzaju ro6zni autori na celom
svete. NajdolezitejSim aspektom sa zda byt moznost’ radikalnej resekability tumorov
Snaslednym potencialom komplexnej trojrozmernej rekonStrukcie defektov.
Mikrochirurgia poskytuje moznost’ resekcie aj predtym inoperabilnych tumorov
s dubidznou progndzou. Na spresnenie analyzy prezivania pacientov je ale nutny d’alsi
vyskum, ktory by pomohol optimalizovat’ chirurgické indikécie a porovnat’ vysledky
s vysledkami ziskanymi z inych terapii.

Dalsou otazkou ostiva zhodnotenie kvality Zivota (QoL) pacientov po
rekonstrukénom vykone, comu by sme sa chceli venovat’ v d’alSom vyskume. Treba si
uvedomit’, Ze aj pri tomto type operacného postupu je nutné individualne posudit’ risk
vs. benefit pre pacienta s prihliadnutim na jeho bezpeénti a €o najrychlejSiu
rekonvalescenciu a minimalizaciu morbidity.
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Uvod

Nadorové ochorenie prsnika je najcastejSie diagnostikovanym nadorovym ochorenim na
svete. Uspesnost’ lie¢by je do znagnej miery zavisla od typu nadoru. Organkovové
zlGc¢eniny ako cisplatina a oxaliplatina st v liecbe nadorov prsnika pouzivané uz celé
desat’rocia. Ich pouzitie je vSak limitované toxicitou. Z tohto dovodu je potrebné hl'adat’
nové uéinné latky. Organkovové neplatinové zluceniny ukazali sl'ubny protinddorovy
ucinok. U tri-organocini¢itych zlu€enin bola pozorovana indukcia apoptdzy na réznych
nadorovych bunkovych liniach [1]. V naSej praci sme sledovali cytotoxicky uc¢inok troch
tri-organocini¢itych  zlG¢enin: tributylcin trichloroacetat (CI3CO), tributylcin
trifluormetan sulfonat (F3SO3) a N, N-dimetylditiokarbamat trifenylcin (PhS2) na
paneli nadorovych buniek prsnika aporovnali sme ich sucinkom konvenéne
pouzivaného lie¢iva - cisplatinou.

Material a Metodika

Bunkové linie. Pouzili sme panel bunkovych linii odvodenych od karcinému
prsnika (MDA-MB-231, JIMT-1, T47D, 4T1) a nenadorovi bunkovu liniu MCF10A.
Bunkové linie boli komeréne zakipené (ATCC® zangl. American Type Culture
Collection). MDA-MB-231 a JIMT-1 boli kultivované v DMEM s vysokym obsahom
glukozy (4,5 g/l) (PAN Biotech, Nemecko) doplnenom o 10 % fetalneho hovidzieho
séra (FHS; PAN Biotech, Nemecko), 10 ug/ml gentamicinu. Bunky 4T1 a T47D sme
kultivovali v RPMI s vysokym obsahom glukézy (4,5 g/1) (PAN Biotech, Nemecko)
doplnenom s 10 % FHS, 10 ug/ml gentamicinu (Sandoz, Nemecko). MCF10A sa
udrziavali v médiu DMEM/F12 s vysokym obsahom glukézy (4,5 g/l1) (PAN Biotech,
Nemecko) doplnenom 5 % FHS, 10 pg/ml gentamicinu, 20 ng/ml EGF (Milteney Biotec,
USA), 100 ng/ml choleratoxinu (Sigma-Aldrich, USA), 0,5 pl/ml hydrokortizoénu
(Sigma-Aldrich, USA), 10 ul/ml inzulinu (Sigma-Aldrich, USA). Vsetky linie sme
kultivovali pri 37 °C vo vlhkej atmosfére a 5 % C02.

Stanovenie relativnej viability. Na 96-jankovli platiiu sme vysiali 1,1 x 103
MDA-MB-231, 3 x 10° JIMT-1, 3 x 10° T47D, 0,8 x 10° 4T1, 0,8 x 10° MCF10A.
Nasledujiici denn sme pridali testované latky V koncentracii 0,0625-1 pM
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alebo cisplatinou v rozmedzi 0,8-105 pM. Viabilitu sme stanovili 2 a 5 dni po pridani
latok. Luminiscencia bola stanovena na pristroji- GloMax Discover pomocou CellTiter-
Glo® Luminescent Cell Viability Assay (Promega Corporation). Na vypocet
polovi¢nej(ICsp) a 20% (IC20) inhibi¢nej koncentracie sme pouzili programy Calcusyn
(version 1.1, Biosoft) a GraphPad
(https://www.graphpad.com/quickcalcs/Ecanythingl.cfm).

Detekcia aktivacie kaspdaz 3/7. Na detekciu indukcie apoptdézy sme pouzili
luminiscen¢ny test Caspase-Glo® 3/7 Assay System (Promega, USA). Bunkové linie
boli zalozené na 96-jamkov platni¢ku s bielymi stenami a po 24 hodinach sme pridali
testované zluceniny a cisplatinu v koncentracii ICso. Po 24 sme test vyhodnotili. Meranie
luminiscencie sa uskuto¢nilo medzi 0,5 -4 hodinou po pridani substratu pomocou
protokolu Caspase-Glo na zariadeni GloMax Discover.

Stanovenie bunkového cyklu. Na kvantifikovanie buniek v réznych stadiach
bunkového cyklu, sme bunky zalozili na 12-jamkovi platni¢ku (75 x 10° buniek/jamku).
Po 24 hodinéch sme bunky ovplyvnili zli¢eninami v koncentracii 1Cso pocas 48 hodin.
Bunky sme premyli studenym PBS a inkubovali 25 mintt pri 37 °C v PBS s 0,05 %
Tritonom x-100 a 100 pg/ml ribonukleazou A (Sigma Aldrich, USA). Vzorky sme
inkubovali poc¢as 1 mintty na l'ade a nasledne pridali propidium jodid (40 pg/ml).
Vzorky sa analyzovali pomocou prietokového cytometra BD FACSCanto™ Il
vybaveného programom FacsDiva.

Stanovenie miery poskodenia DNA pomocou kométového testu. Na detekciu
poskodeni DNA sme uskutocnili konvenény alkalicky kométovy test areverzny
alkalicky kométovy test. 24 hodin po zalozeni buniek na 24-jamkové platne (100 000
buniek) sme pridali zIuc¢eniny alebo cisplatinu v koncentraciach ICsg a IC20 na 48 hodin.
Pre konvenény kométovy test sme pouzili 1 X 10° buniek, ktoré sme premyli PBS
a vlozili do 0,75 % LMP agarozy rozprestretej v tenkych vrstvach na mikroskopické
sklicko. Bunky sme potom lyzovali 1 hodinu pri 4 °C v roztoku chloridu sodného (2,5
M), Na2EDTA (0,1 M), Tris-HCI (10 mM) a Triton x-100 (1 %), inkubovali 40 mintt
v elektroforetickom roztoku na odvijanie (300 mM NaOH, 1 mM NaEDTA).
Elektroforéza prebichala 30 minut elektroforézu (25 V/300mA). Nasledne sme skli¢ka
neutralizovali, vysusSili, zafarbili etidium bromidom (5 pg/ml) a prikryli krycimi
sklickami. Vzorky sme vyhodnocovali fluorescenénym mikroskopom Carl Zeiss
Axiolmager.Z2 s pouzitim pocitacovej analyzy obrazu Metafer 5 (MetaSystems GmbH,
Nemecko). Na detekciu krizovych vdzieb sme bunky na platni¢kach inkubovali 30 mintt
s 900 uM styrénoxidom, nasledne lyzovali a oSetrili postupom ako v konvenénom
alkalickom kométovom teste opisanom vyssie. Statistickd vyznamnost' sme hodnotili
Studentovym t-testom.

Diskusia a vysledky

Vysledky naSej Stadie ukazali variabilnt citlivost’ nadorovych bunkovych linii
na triorganocinicité zluc¢eniny. Rozdiely v citlivosti boli pozorované pri kratkodobom
(48-hodinovom) a dlhodobom (120-hodinovom) posobenti testovanych latok. Uginnost
zluCenin  triorganocinu  prekonala ucinnost’ cisplatiny, Siroko pouzivaného
chemoterapeutika, s niz§imi hodnotami ICsp, najma pri 120-hodinovom rezime, ktoré
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koreluje s predchadzajicimi $tudiami na baze organocinu [2]. Testované bunkové linie
vykazovali ICso pre organcinicité zlu¢eniny v rozsahu 0,07-0,27 puM, zatial’ ¢o cisplatina
potrebuje vyssie koncentracie v rozsahu 0,6-4,7 uM. Hodnoty ICso pri 48-hodinovom
ovplyvneni boli vysSie ako pri 120-hodinovom ovplyviiovani. Pre triorganocinicité
zlt€eniny zltéeniny boli v rozsahu 0,09-0,33 uM a cisplatinu 2,4-52,3 uM.

Bunkovu smrt’ mozno klasifikovat’ do niekol’kych réznych foriem, ktorymi st
nekroza, autofagia, apoptéza a entdza. V tejto Stadii sme sa vSak zamerali na
mechanizmus bunkovej smrti — apoptézu ato testom aktivacie kaspaz. Zatial' ¢o
cisplatina indukovala aktivaciu kaspaz vo vSetkych bunkovych liniach, triorganocinové
zliCeniny vykézali mierne zvySenie v aktivacii kaspaz avSak bez vyznamnejSiecho
uc¢inku v porovnani s kontrolnymi podmienkami v testovanych bunkovych liniach. Tieto
zistenia, su rozpore so Studiou, v ktorej boli aplikované organocinicité zluceniny [3],
u ktorych boli zaznamenané vyznamné zvysenie aktivity u nadorovych bunkovych linii.
Rozdiel mohol byt zapri¢ineny indukciou odlisnej formy bunkovej smrti Studovanymi
triorganocini¢itymi latokami.

Zistili sme, ze skimané latky maji vplyv na bunkovy cyklus. Konkrétne
zla¢enina PhS2 indukovala zvySenie zastipenia buniek v G2 faze u viacerych
bunkovych linii, pricom najvyraznejSie ucinky boli pozorované v bunkach JIMT-1
a MCF10A (Obr. 1). Zli¢eniny C13CO a FSO3 vyznamne bunkovy cyklus neovplyvnili.
Vplyv zltcenin organocinu na zastavenie bunkového cyklu v zévislosti od koncentracie
latky [4]. ZluCeniny organocinu preukazali efekt na rozne fazy cyklu pri koncentracii
ICs0[5]. Avsak ani tu sa neprejavil u¢inok vSetkych testovanych latok.
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Obrazok 1. Stanovenie bunkového cyklu po ovplyvneni testovanymi latkami u bunkovej
linie MCF10.

Hodnotenie poskodenia DNA pomocou konven¢ného kométového testu odhalilo
zaujimaveé vysledky tykajice sa genotoxickych tcinkov zlicenin triorganocinu. Zatial’
¢o narast poSkodenia DNA bolo pozorovany v bunkach JIMT-1 kultivovanych so
zlt¢eninami F3SO3 a PhS2 v koncentracii ICsg, v linii MCF10A sme zaznamenali narast
poskodenia v oboch koncentracidch u zluceniny PhS2 a u dalSich dvoch zlucenin
v koncentracii ICso. Naopak, u buniek 4T1 sme nepozorovali vyznamné genotoxické
ucinky pri 1Cso ani IC2. V linii MDA-MB-231 sme sledovali zvysenie poSkodenia
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U koncentracie IC2o u zlacenin CI3CO a F3SO3 a u latky PHs2 pri koncentracii ICso
(Obr. 2). Tieto vysledky vyssieho poSkodenia nizSou koncentraciou mozu byt spdsobené
rozdielnym mechanizmom oprav poskodenia DNA alebo aj rozdielnym stupnom
citlivosti bunkovej linie na poskodenie DNA [6]. Analyzou krizovych vazieb DNA sme
odhalili vyznamné zvySenie krizovych vézieb v bunkach JIMT-1 kultivovanych v ICso
vSetkych triorganocinovych zla¢enin ako aj v bunkach MCF10As PhS2 v oboch
koncentraciach. Avsak, u linii MDA-MB-231 a4T1 sme nezaznamenali zvySenie
pomeru krizovych vézieb. Stupeii poskodenia DNA je zavisly od koncentracie pouzitych
latok, ako bolo ukazané na liniach MDA-MB-231 a MCF7 [7].

Klasicky kometovy test Reverzny kométovy test

*
*

159 1209 g
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60
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Obrazok 2. Stanovenie miery poskodenia DNA U linie MDA-MB-231.

Zaver

Ukazali sme, Ze organociniité zIi¢eniny maji cytotoxicky efekt na nadorové
bunky uz pri nizkych davkach, pricom najucinnejSou zluceninou bola PhS2. Tato
zlucenina indukovala zastavenie bunkového cyklu v G2 faze. Nase vysledky naznacuju,
ze organocini¢it¢ zla¢eniny maju slubny potencidl na vyvoj novych latok
S protinddorovym U¢inkom. V dalSich experimentoch sa zameriame na Stadium
mechanizmu ich G¢inku.
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VPLYV INHIBICIE E3 UBIKVITIN LIGAZY HRD1 NA
PREZIVANIE A ODPOVED BUNKOVYCH LINIi NADOROV
MOZGU

Jaroslava Guzikova, Monika LiSkova, Lubo$S Hudak,
Peter RacCay

Ustav lekdrskej biochémie, Jesseniova lekdrska fakulta v Martine,
Univerzita Komenského v Bratislave

Uvod

Endoplazmatické retikulum (ER) je doélezita organela pritomna vo vSetkych
eukaryotickych bunkach okrem erytrocytov. Vykonava mnozstvo zakladnych
bunkovych funkcii - syntézu a transport proteinov, glykozylaciu a skladanie proteinov,
syntézu lipidov a steroidov, ukladanie vapnika [1]. Jedna tretina vSetkych proteinov
prechadza cez ER anasledne sa dostavaju do ich finalnej intracelularnej alebo
extracelularnej polohy. Po translokacii proteinov do lumenu ER su polypeptidy aktivne
poskladané a modifikované pomocou $aperonov, glykolyzaénych enzymov a oxido-
reduktaz. Cast’ proteinov sa poskladd nespravne. Nespravne poskladané proteiny su
Z lumenu ER presuvané do cytosolu a oznacené ubikvitinom [1]. E3 ubikvitin ligdza
synoviolin (SYVNI1), ktora sa oznacuje aj ako HRD1 (HMG-CoA reductase degradation
protein 1), spolu s jej kofaktorom SEL1L (suppressor/enhancer of lin-12- like protein
1) katalyzuje pridavanie ubikvitinu na proteiny pri prechode cez membranu ER. Tieto
proteiny st potom degradované v 26S proteazéme [2]. Tento proces sa nazyva
degradacia proteinov asociovana s ER (ERAD, endoplasmic reticulum-associated
degradation), pricom komplex SELIL — HRDI1 predstavuje najkonzervovane;jsi
mechanizmus ERAD u cicavcov [3]. Stres ER je spdsobeny akumulaciou nespravne
zloZenych proteinov v ER alebo vznika ako odpoved’ na rézne podmienky (hypoxia,
oxidacny stres, nedostatok rastovych signdlov, nedostatok glukozy a laktatova acidoza).
Eukaryotické bunky reaguju na stres ER prostrednictvom dynamickej signaliza¢nej siete
- odpovede nezbalenych bielkovin (UPR — Unfolded Protein Response) [4]. UPR riadi
obnovenie homeostazy zastavenim translacie a zvySenim expresie ER-$pecifickych
Saperonov. UPR je riadend pomocou aktivacie troch hlavnych receptorov (senzorov)
v membrane ER. Tieto receptory su : inozitol-vyzadujuci enzym 1 — IRE1 (inositol-
requiring enzyme 1); PKR-podobna ER kinaza — PERK (PKR-like ER kinase) a ATF6
(activating transcription factor 6) [5].

V nadorovych bunkach je v ddsledku zvySenej proliferacie zvySena syntéza
bielkovin, ¢im dochadza k pretazeniu ER. Predpoklada sa aktivacia najmi osi IRE1-
XBP1. IRE1 sa vyskytuje v bunke v dvoch izoforméach — IREla a IRE1p. Patri medzi
transmembranové proteiny a jeho cytoplazmaticka doména mé dve odli$né molekularne

Autorské prava © 2024 Autori
o 58



aktivity: kinazova a ribonukledzovu. Pri strese ER IREla dimerizuje a jeho trans-
autofosforylacia vyvolava konforma¢nu zmenu, ktora vedie k aktivécii ribonukleazovej
aktivity. Prvym substratom pre IREla RNazu je mRNA X-box viazuceho proteinu 1
(XBP1 - X-box binding protein-1), ktora je procesovana spolo¢ne s t-RNA ligazou
RTCB, ¢o vedie k alternativnemu zostrihu mRNA. Vysledny otvoreny ¢itaci ramec je
posunuty a vedie k prekladu stabilného a aktivneho transkripéného faktora XBP1s [6].

Ciel'om projektu bolo stadium vplyvu inhibicie enzymovej aktivity HRD1 na
prezivanie a molekulovi odozvu bunkovych linii nddorov mozgu.

Material a metody

V nasej stadii sme pouzili tri rézne bunkové linie SH-SY5Y , T98G a U87. Tieto
P'udské bunkové linie sme kultivovali v kultivaénom médiu (15% FBS a 10% FBS) na
zéklade $pecifickych podmienok (37 °C a 5% COz). Pouzili sme chemicky inhibitor LS-
102, ktory selektivne inhibuje enzymaticku aktivitu HRD1.

MTT test. Na sledovanie kvantitativnych zmien v preZivani a proliferacii buniek
sme pouzili metdédu MTT testu, ktory vyuziva schopnost’ zivych metabolizujicich
buniek enzymatickou reakciou redukovat’ 3-(4,5-dimetyltiazol-2,5-difenyl) tetrazolium
bromid (MTT) na nerozpustny formazan. Kontrolné a oSetrené bunky pomocou LS-102
boli inkubované 24h, 48h a 72h. Po kultivacii sme k bunkam pridali roztok MTT
a nasledne po 4h pridali SDS. Po 24h sme merali absorbanciu pri 540 nm a namerané
hodnoty Statisticky vyhodnotili.

Praca s proteinmi. Ovplyvnené a kontrolné neovplyvnené bunky sme izolovali
centrifugdciou a lyzovali lyza¢nym roztokom. Lyzaty sme inkubovali pri 4°C
a centrifugovali pri 16 000 g a 4°C pocas 25 min. Koncentraciu proteinov sme stanovili
pomocou DC™ Protein Assay. Nasledne sme vzorky prezrazali s acetonom. Tto zmes
sme inkubovali pri -25°C cez noc a centrifugovali pri 13 000 g a 4°C pocas 10 min. Pelet
sme oplachli acetobnom a centrifugovali. Po vysuSeni sme pelety rozsuspendovali
Vv roztoku SBF a proteiny denaturovali ohriatim na 96°C 4 min a schladili na T'ade.

Western blot. Proteinovy Standard a vzorky sme nanasali na 10%
polyakrylamidovy gél a separovali pri konstantnom prude. Proteiny sme preniesli na
nitrocelul6zovii membranu pomocou Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad,
DE). Membranu sme inkubovali cez noc pri 4°C v roztoku primarnej protilatky HRD1
(1:1000) a nasledne B-aktinu (1:1000). Po premyti sme membranu inkubovali v roztoku
Clarity™ Western ECL. Signaly zodpovedajtce sledovanym proteinom sme detegovali
na pristroji Molecular Imager Gel Doc XR System (Bio-Rad, DE).

Izolacia RNA. K ovplyvnenym bunkam sme pridali TRI reagent (MRC, USA).
Izolovani RNA sme rozsuspendovali vo vode bez nukleaz.. Jej kvalitu a kvantitu sme
stanovili pouzitim NanoPhotometer (Implen, DE).

Syntéza komplementarnej DNA a polymerazova retazova reakcia. Z izolovanej
RNA sme pomocou RT2 First Strand Kit syntetizovali komplementarnu DNA podl'a
odportcani vyrobcu. Nasledne sme pripravili PCR reakciu v objeme 20 pL s pouzitim
primerov Specifickych pre XBP1. Teplotny program sme nastavili na pristroji
Profesional TRIO Thermocycler (Biometra, DE).
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Separacia nukleovych kyselin v agar6zovom géli. PCR produkty sme separovali
pri konstantnom napiti 90 V v agar6zovom géli (3%) a vysledok sme vyhodnotili na
pristroji Pharos FX™ Plus Molecular Imager (Bio-Rad, DE).

Vysledky

Vplyv LS-102 na relativne prezivanie buniek SH-SY5Y, U87 a T98G je znazorneny na
Obr. 1.
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Obrdzok 1. Bunkové linie boli oSetrené roznymi koncentrdaciami LS-102 pocas ¢asového
intervalu, relativne prefivanie buniek sa stanovilo MTT testom. Udaje sit
prezentované ako priemer £ S.D. (4 nezavislé experimenty pre kaZdu koncentrdciu).

Testovanim prezivania buniek pomocou MTT testu sme zistili zniZenie
relativneho prezivania buniek vSetkych bunkovych linii, ktoré je zavislé od koncentracie
LS-102 v bunke. Bunky T98G boli najodolnejsie vo¢i LS-102 a bunky U87 vykazuju
najvyssiu citlivost’ na LS-102.

Vplyv LS-102 na expresiu HRD1. Bunkové linie sme oSetrili LS-102 v r6znych
koncentraciach pocas 24 hodin a potom sme hladinu HRD1 analyzovali Western blotom.
Bola pozorovana zvysena hladina proteinu HRDI1.

Relativna expresia HRD1 v bunkovych liniach oSetrenych LS-102. Inkubécia
glioblastomovych buniek s LS-102 v koncentracii 10 pM po dobu 24 h viedla
k statisticky vyznamnému zvySeniu hladiny HRD1 (242% oproti kontrole). Hladina
HRD1 bola zvySena aj u neuroblastomov. Toto zvySenie nebolo Statisticky vyznamné.
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Efekt LS-102 na zostrih XBP1. Po inhibicii HRD1 sme pozorovali aktivaciu
IRE1la ribonukleazovej aktivity spojenej so zostrihom XBP1 na XBP1s u buniek T98G.

Diskusia so zavermi

Maligne ochorenia patria medzi vazne problémy humannej mediciny, ktoré
ovplyviiuju kvalitu a dizku Zivota. Jednou z najbeznejsich vlastnosti rakovinovych
buniek je ich schopnost’ lokéalne sa Sirit’ alebo metastazovat’ do inych tkaniv, kde su
Specifické podmienky prostredia - hypoxia, nizka hladina glukdzy, nedostatok rastového
faktora, oxidacny stres, ktoré ovplyviuja skladanie proteinov v ER. ERAD a UPR st
dva kI"ai€ové mechanizmy kontroly kvality bielkovin v bunke. ERAD systém je ddlezity
determinant normalovej fyziologie buniek a je dolezitym mechanizmom patogenézy.
Nedavne Studie poukazali na to, ze ERAD je dodlezity pri udrziavani fyziologickej
homeostazy [7]. V nddorovych bunkéch je v dosledku zvySenej proliferacie zvySena
syntéza bielkovin, ¢im dochadza k pretazeniu ER. Predpokladd sa aktivacia najmi osi
IRE1- XBP1. Aktivita IREla je dolezita pri tumorigenéze a agresivite u vac¢siny druhov
rakoviny ako je napr. leukémia, glioblastom, myelom, rakovina obli¢iek, prsnika a spaja
sa so zlou prognozou. Jednym z vysledkov zvySenej aktivity drahy IRE1-XBP1 je
zvySena expresia HRDI1, ktora je nevyhnutna pre proces ERAD [8].

Ciel'om projektu bolo preskumat’ vplyv inhibicie enzymovej aktivity HRD1 na
prezivanie a odpoved’ buniek bunkovych linii SH-SY5Y , T98G a U87. Pouzili sme
Specificky inhibitor HRD1 (LS-102). Zistili sme, Ze inhibicia HRD1 vedie k znizeniu
prezivania vSetkych skimanych bunkovych linii. Glioblastomové bunky U87 vykazuju
najvyssiu citlivost’ na LS-102, zatial’ ¢o glioblastomové bunky T98G boli najodolnejsie
vo¢i LS-102. Pozorovali sme vyznamné zvySenie expresie HRD1 v bunkach T98G
a U87. Osetrenie buniek T98G pomocou LS-102 vedie k aktivacii drahy IREla-XBP1
a naslednej aktivacii ribonukledzovej aktivity IREla, ¢o vedie k zostrihu XBP1 na
XBP1s. Tymto mozno vysvetlit' zvySent expresiu HRD1 po oSetreni buniek inhibitorom
HRDI1, pretoze XBP1s indukuje expresiu HRD1 [9]. NaSe vysledky naznacuju, Ze
glioblastomové bunky T98G a U87 odpovedaju na inhibiciu HRD1 prostrednictvom
zvySenej expresie HRD1. Nakol’ko ERAD predstavuje esencidlny mechanizmus
umoziujuci prezivanie buniek predpokladdme, ze zvySenie expresie HRD1 ako
esencidlneho proteinu procesu ERAD predstavuje urcity kompenzaény mechanizmus,
ktorym sa bunky snaZia vyrovnat’ s inhibiciou aktivity HRD1.
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Uvod

Roémovia predstavuju na Slovensku druhti najpocetnejSiu narodnostni mensinu
s odhadovanym poc¢tom okolo 440 000 obyvatel'ov, €o tvori priblizne 8 % populacie [1].
Napriek ich pocetnosti chybaji systematické tidaje o prevalencii roznych ochoreni,
vratane onkologickych, v tejto narodnostnej skupine. Ziskanie komplexného obrazu
0 chorobnosti romskej populacie je vSak kI'icové pre efektivnu prevenciu, diagnostiku
a lie¢bu ochoreni [2].

Rozvoj onkologickych ochoreni je komplexny proces, na ktorom sa podiel’aju
rozne faktory, ako su fajCenie, nezdrava strava, expozicia karcinogénom a geneticka
predispozicia. Genetické faktory zohravaju doleZita ulohu pri vzniku rakoviny, a to bud’
priamo, v podobe dedi¢nych génovych mutacii, alebo nepriamo, v podobe
polymorfizmov, ktoré¢ ovplyviiuji individudlnu susceptibilitu vo€i rdéznym
karcinogénom [3].

Mismatch repair gény (MMR) su klucové pre udrzanie stability genému
a zabranuju vzniku, resp. hromadeniu mutécii. Patogénne mutacie v génoch MMR vedu
k dysfunkcii reparacnych mechanizmov a kumulécii mutacii v bunkach, ¢o moze
nasledne viest’ k rozvoju roznych typov malignych ochoreni [4].

Jednym z najvyznamnejsich syndromov suvisiacich s dysfunkciou génov MMR
je Lynchov syndrom, dedicné ochorenie, ktoré zvySuje riziko vzniku rdéznych typov
onkologickych ochoreni, vratane kolorektdlneho karcindému, endometrialneho
karcindmu, karcindomu zaludka, mocovodov, tenkého Creva ¢i ovarialneho karcindému
[5]. Pri Lynchovom syndrome st kauzalnymi dedi¢né mutacie v génoch MMR - MLH1,
MSH2, MSH6 a PMS2 [6].

Roémovia predstavuju geneticky odlisSna subpopuléciu s vlastnym genetickym
profilom, ktory sa liSi od majoritnej slovenskej populacie. Tato genetickd odliSnost’
moze viest’ k odlisSnym frekvenciam genetickych mutécii, vratane mutacii v génoch
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MMR. Existuje predpoklad, ze Romovia by mohli mat zvySeni prevalenciu
patogénnych mutacii v génoch MMR a s tym suvisiace vyssie riziko vzniku Lynchovho
syndromu [7].

Cielom tejto stadie je identifikovat’ sibor muticii suvisiacich s rakovinou
V slovenskej romskej populacii. Ocakavame, Ze tato stidia identifikuje aj sibor mutacii
v génoch MMR u slovenskej rémskej populacie a poskytne cenné informacie
0 prevalencii a type tychto mutacii. Ziskané poznatky by mali prispiet k lepSiemu
pochopeniu genetickych faktorov ovplyviiujicich rozvoj onkologickych ochoreni
u Romov a K rozvoju cielenej prevencie a personalizovanej mediciny pre tato etnicku
skupinu.

Material a metody

Do stadie boli zahrnuté vzorky 43 onkologickych pacientov vo veku 37-77 rokov
rémskeho etnika bez znamych pribuzenskych vztahov s rozlicnymi diagnostikovanymi
typmi nadorovych ochoreni, a to: karcinom pl'ic a priedusiek, kolorektalny karcindém,
karcindém vajec¢nikov, maternice, krcka maternice, prostaty, mékkych a spojivovych
tkaniv, mandli (Obr. 1). Z periférnej krvi bola pomocou komeréne dostupnej stpravy
DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen) izolovana genomicka DNA, z ktorej boli d’alej
pripravené NGS kniznice pre cielené resekvenovanie pomocou nami dizajnované¢ho
génového panelu pokryvajuceho kodujice oblasti 108 vybranych génov. Pri priprave
kniznic sme pouzili komeréne dostupny kit a protokol SureSelect XT HS2 DNA System
(Agilent Technologies). Ziskané sekvena¢né data boli nasledne bioinformaticky
spracované a zanalyzované. Na filtrovanie aanotaciu variantov s cielom detekcie
patogénnych/ pravdepodobne patogénnych variantov so zameranim sa na zarodocné
mutacie suvisiace s nadorovymi ochoreniami bola vyuZita komer¢ne pristupna plaforma
Qiagen Clinical Insigh (Qiagen).

Zastupenie typov karcindmov

B karcindm pltc a priedusiek

M kolorektélny karcindm
karcindm vajecnikov
karcinom maternice

m karciném kr¢ka maternice

M karcinédm prostaty

M karcindm makkych a

spojivovych tkaniv
B karcindm mandli

Obrazok 1. Typy a pocet pripadov jednotlivych karcinémov pritomnych u pacientov
zahrnutych do Studie.
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Vysledky

V suvislosti s typom pritomného nadoru a frekvenciou identifikovanych
variantov/ mutacii boli patogénne, resp. pravdepodobne patogénne varianty/ mutacie
detegované v 16 z 22 pripadov karcindbmu pltc a priedusiek, 4 z 10 pripadov
kolorektalnych karcindmu, 3 z 5 pripadov karcindmov vaje¢nikov, 2 z 2 pripadov
karcinomov maternice a 1 z 1 pripadu karcindomu krcka maternice (Obr. 2).

Najpocetnejsie patogénne, resp. pravdepodobne patogénne génové varianty boli
obsiahnuté v géne MSH6 — 3-krat v pripadoch karcindému vaje¢nikov, 1-krat v pripade
karcindmu kréka maternice a 6-krat v pripadoch karcinémov pltc & priedusiek. Dalej
sme identifikovali patogénne, resp. pravdepodobne patogénne varianty v géne MLH1
v troch pripadoch — 2-krat pripad karcinomu pl'tc ¢i priedusiek, 1-krat pripad karcinomu
maternice; v géne ATM v dvoch pripadoch — 2-krat pripady kolorektalnych karcinémov,
v géne CHEK?2 v dvoch pripadoch — 1-krat pripad karcinomu pltc ¢i priedusiek, 1-krat
pripad karcinomu maternice; v géne NF1 v dvoch pripadoch — 1-krat pripad karcinomu
pluc ¢ipriedusiek, 1-krat pripad kolorektalneho karcindmu; v géne MSH2 v dvoch
pripadoch — 2-krat pripad karcindmu pltc ¢i priedusiek. V génoch NTHL1, SOS1,
FANCM, CDH7B, BRCA2 boli detegované patogénne, resp. pravdepodobne patogénne
mutacie po jednom pripade — takmer vSetky pripady predstavovali karcindmy plac ¢i
priedusiek, pri géne NTHL1 islo o pripad kolorektalneho karcinomu (Tab. 1).

V 21 % vySetrovanych vzoriek (9 vzoriek) sme nedetegovali Ziadnu suspektna
mutéaciu — patogénnu, pravdepodobne patogénnu ani variant neznamej signifikancie.

Karcindmy s najvyssim zastupenim
patogénnych mutacii

M karcindm pltc a priedusiek

M kolorektalny karciném
karcindm vajecnikov
karcindm maternice

m karcindm krcka maternice

Obrazok 2. Pocet patogénnych, resp. pravdepodobne patogénnych mutdcii v nich
detegovanych pri jednotlivych diagnostikovanych typoch karcinémov.
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Tabulka 1. Patogénne, resp. pravdepodobne patogénne varianty detegované v jednotlivych
génoch a typoch karcinomov. Prot. variant — proteinovy variant; Het — heterozygozita; Hom —
homozygozita; Pr. patogénny — pravdepodobne patogénny variant.

Klasifikacia

Nukleotidovy variant Prot. variant Zygozita

Gén Transkript ID

MSH6 |NM_000179.3 €.2764C>T p.R922*
MLH1 | NM_000249.4 .2135G>A p.W712*

CHEK2 |NM_001005735.2 | c.599T>C p.1200T
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Diskusia

Nasa Stidia prindSa cenné informadcie o prevalencii a type genetickych variantov
génov suvisiacich s nadorovymi ochoreniami, vratane MMR génov u slovenskych
rémskych pacientov s onkologickym ochorenim. Po zamerani sa na patogénne, resp.
pravdepodobne patogénne varianty sme detegovali 26 r6znych variantov. V géne MSH6
sme detegovali najviac takychto variantov (10), nasledovali MLH1 (3), ATM (2),
CHEK?2 (2), MSH2 (2), NF1 (2), BRCA2 (1), CDH7 (1), FANCM (1), SOS1 (1), NTHL1
(1). Tieto varianty pravdepodobne zohrali tlohu pri rozvoji onkologického ochorenia.
Zvlast dolezita je identifikdcia patogénnych, resp. pravdepodobne patogénnych
variantov v MMR génoch suvisiacich s Lynchovym syndromom (MLH1, MSH2, MSHG,
PMS2). Ako uz bolo spomenuté, Lynchov syndrom je dedi¢na forma ochorenia, ktora
vyznamne zvySuje riziko vzniku roznych typov onkologickych ochoreni, vratane
kolorektadlneho karcindbmu — v naSej kohorte pacientov sme mali 10 pripadov
kolorektalnych karcinomov. Ide o najéastejsi typ rakoviny asociovany s Lynchovym
syndromom. Pacienti s Lynchovym syndromom maji az 80 % riziko vzniku
kolorektalneho karcinomu v priebehu zivota [8].

Romovia predstavuji najpocetnejSiu geneticky odlisnt subpopulaciu Slovenska.
Této geneticka odlisnost’, v kombindcii s reprodukénou izolaciou niektorych rémskych
komunit [9], moéze viest k vysSej prevalencii uréitych genetickych mutacii
a biologickych rozdielov v porovnani s majoritnou populéciou. Nasa Stiidia sa zamerala
na rémskych pacientov bez vzdjomnych pribuzenskych vizieb, avSak doteraz sme
neanalyzovali asocidciu vysledkov s demografickymi a klinickymi charakteristikami
pacientov. Medzi limity naSej prace patri chybajica kontrolna skupina neromskych
pacientov a relativne mala vzorka pacientov. V buducnosti planujeme tieto limity
odstranit, ¢o nam pomdze komplexnejSie pochopit’ vplyv genetickych variantov,
vratane variantov MMR génov, na rozvoj onkologickych ochoreni u slovenskych
rémskych pacientov a k zlepSeniu personalizovanej mediciny pre tuto etnickd skupinu.

Samostatna kategorizacia romskeho etnika v genetickych vyskumoch vyvolava
etické otazky a moze byt vnimana ako forma diskriminécie. Je dolezité zdoraznit,, Ze
cielom takychto vyskumov nie je stigmatizdcia Romov, ale snaha o lepSie pochopenie
ich genetického profilu a identifik4cia rizikovych faktorov pre rozvoj onkologickych
a inych ochoreni [10]. Ziskané poznatky by mali nasledne sluzit’ na zlepSenie prevencie,
diagnostiky a liecby u romskych pacientov.
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Uvod

Testikularne nadory zo zarodoc¢nych buniek (TGCT) st pomerne zriedkavé zhubné
ochorenie, ide vSak o naj€astejSiu solidnu malignitu mladych muzov vo veku od 14 az
44 rokov [1]. Aj napriek zapojeniu niektorych genetickych faktorov, TGCT zjavne nie
st ochorenim charakterizovanym vyznamnym poctom nahromadenych mutacii ako
pozorujeme vo vic¢sine solidnych naddorov a zda sa, ze doteraz zname genetické zmeny
dostato¢ne nevysvetl'uju iniciaciu a jedine¢nu liecitelnost TGCT [2]. Terapeuticka
rezistencia malignych buniek byva Casto spojend aj s chybami v ich apoptotickom
programe. Uspe$na eliminacia nadorovych buniek preto vo velkej miere zavisi od
schopnosti liecby stimulovat’ potlacené apoptotické drahy a mitochondrie st sI'ubnym
cielom takéhoto pristupu [3]. Je zname, Ze CDDP sa hromadi v mitochondriach a tiez
tvori adukty s mitochondridlnou DNA a proteinmi, ¢o spésobuje deregulaciu niekol’kych
ich klI'aicovych funkcii. V. mnohych pripadoch vsak poskodené mitochondrie nevedu
k apoptdze, prezivaju a moézu akumulovat’ vela mutacii. Pri rakovine boli zistené
pocetné mutacie v mtDNA, ktoré neinaktivuji mitochondridlne funkcie, ale prave
naopak menia energeticky metabolizmus v prospech rastu rakovinovych buniek [4].
Mitochondrie taktieZ predstavuji energeticku zdsobaren bunky, zabezpecuju produkciu
ATP prostrednictvom oxidacnej fosforylacie (OXPHOS). Regulacia dychania je vysoko
koordinovany proces, ktory musi zabezpecit produkciu, zostavovanie a funkciu
mitochondrii, aby uspokojil energetické potreby organizmu [5]. Enzymy zahrnuté
Vv OXPHOS st multipodjednotkové komplexy kodované jadrovou aj mitochondridlnou
DNA. Pre odhalenie pri¢in chemorezistencie je preto dolezité identifikovat’ genetické
zmeny v jadre i mitochondriach a pochopit’ principy ich vzajomnej komunikacie.

Material a metody

V naSich analyzach sme pouzili TGCT bunkové linie s réznym stupiiom
endogénnej a ziskanej rezistencie voc¢i CDDP: senzitivnu 2102EP a rezistentné -
bunkové linie 1411HP, 1777NRpmet. Bunkové linie boli kultivovavané v RPMI-1640
médiu s 10% fetdlnym hovddzim sérom (FBS), penicilinom (100 wunits/mL)
a streptomycinom (10 pL/mL) pri 37 °C v 5 % CO02.
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Sekvenovanie Novej Generdcie (NGS): Na extrakciu celkovej RNA z bunkovych
kultar sa pouzil roztok TRI reagent ¢inidla. Celkova kvantifikdcia RNA a ¢istota boli
hodnotené v spektrofotometri NanoDropTM Lite a fluorometri Qubit. Integrita RNA
bola hodnotena pomocou bioanalyzatora Agilent 2100. Pomocou stipravy Twist Library
Preparation Kit a sapravy Twist Enrichment Panel Kit bola z extrahovanej celkovej
RNA pripravena kniznica, ktord bola nésledne sekvenovana pomocou Illumina iSeq.
Mutacie mitochondrialneho gendému jednotlivych TGCT bunkovych linii boli
identifikované a analyzované pomocou softvéru Illumina, validované pomocou IGV
a MITOMAP a bioinformaticky a statisticky vyhodnotené.

Mitochondridlne dychanie: Mitochondridlne dychanie bolo stanovené pomocou
oxygrafu OROBOROS. Analyza respiracného retazca je zalozena na titracii substratov
v oxygrafickej komore, zatial’ ¢o spotreba O> sa zobrazovala na oxygrafe. Bunky boli
pred meranim trypsinizované a resuspendované v PBS. Nasledne boli bunky
napipetované do oxygrafickej komory spolu s jednotlivymi substratmi. Vysledky boli
normalizované na aktivitu citratsyntazy.

Vysledky a Diskusia

V praci sme stanovili muta¢ny profil mitochondrialneho genomu rezistentnych/
senzitivnych TGCT bunkovych linii.

Tab.l sumarizuje identifikované zmeny v Specifickych poziciach, ktoré sa
nachadzaju najmi v sekvenciach respiracnych génov. Niektoré mutécie (polymorfizmy,
SNP) uz boli popisané, ale nasa analyza odhalila aj nové doteraz nepopisané¢ mutacie
v tychto bunkovych linidch. V metastatickej bunkovej linii 1777NRpmet sme
identifikovali najvyssi pocet mutdcii v porovnani s citlivou liniou 2102 EP. Novo
identifikované varianty boli lokalizované v génoch RNR1, RNR2, COX1 a COX3.
V metastatickej linii 1411HP sme identifikovali nové, doteraz nepopisané mutacie
lokalizované v génoch ND1, ND3 a ND5. Obe metastatické linie TGCT su vel'mi
zaujimavé, pretoze ako jediné vykazuji mutacie v géne ATP6, komplexe V dychacieho
retazca, ktory je dolezity pre produkciu ATP.

Ked’ze vicsina identifikovanych mutacii sa nachadzala v génoch dychacieho
retazca, porovnali sme respiracnll aktivitu vybranych bunkovych linii TGCTs pomocou
OROBOROS oxygrafu. Analyza funkcie dychacieho retazca odhalila medzi liniami
vyznamné rozdiely, a to aj medzi rezistentnymi bunkovymi liniami navzajom. Z grafov
modzeme vidiet, Ze najvicsie spotreby Oz, pocas pridavku jednotlivych substratov,
vykazovala 1777NRpmet rezistentnd TGCT bunkova linia. Najvédcsie rozdiely
pozorujeme V substratoch ADP, Cyt C, Glutamat a Sukcinat. ADP je substratom
komplexu V, délezity pre kontrolu aktivity tohto komplexu. Délezita je ale taktiez aj
aktivita komplexu I, nakol’ko produkcia ATP zavisi aj od aktivity komplexu I, a teda ¢i
je OXPHOS aktivna. Cyt C je substrat na kontrolu funkcie komplexu IV, priddvany na
overenie aktivity OXPHOS, ale taktiez aj na test integrity vonkaj$ej mitochondrialnej
membrany (MOM). Cyt C vstupuje do oxidacnej Casti dychacieho retazca ako substrat
pre COX (cytochréom c oxidazu) jedno z hlavnych regulaénych miest pre oxidacnu
fosforylaciu. Glutamat je substratom komplexu I, pridavany pre jeho aktivaciu a funkciu
tohto komplexu. Sukcinat, substrat pre sukcinat dehydrogenatu (komplex II), je dolezity
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pre dychanie zavislé od aktivneho komplexu II. Regulacia dychania je teda vysoko
koordinovany proces, ktory musi zabezpecit' produkciu, zostavovanie a funkciu
mitochondrii, aby uspokojil energetické potreby organizmu.

Tabulka 1. Variabilita identifikovana porovnanim rezistentnych TGCT bunkovych linii
s citlivou TGCT bunkovou liniou.

SENSITIVE RESISTANT ANNO
CELLLINE CELLLINE  POSITION REF ALT RS_ID GENE
1411 HP 8856 G A  rs878853078 ATP6
10211 cC T ND3

10389 T C ND3

12360 cC T ND5

12417 - A ND5

16519 T C  rs3937033  TRNP

2102EP 1777 73 A G 1869183622 RNRI1
NRpmet 195 T C 52857291 RNR1
709 G A  rs2853517 RNR1

1542 T C . RNR1

1888 G A rs2897260 RNR2

2706 A G 52854128 RNR2

3086 T C . RNR2

4216 T C  rs1599988 ND1

4917 A G  rs28357980 ND2

6931 G A . COX1

7028 C T  rs2015062 COX1

8697 G A rs879233543 ATP6

0812 c T . COX3

10463 T C  rs28358279 TRNR

11251 A G  rs869096886 ND4

11719 G A rs2853495  ND4

12633 C A  rs3926883 ND5

13368 G A  rs3899498  ND5

14766 C T  rs193302980 CYTB

14905 G A rs193302983 CYTB

15452 C A rs193302994 CYTB

15607 A G rs193302996 CYTB

15928 G A rs527236198 TRNT

16519 T C  rs3937033  TRNP

(REF- referen¢na alela, ALT- zistend alternativna alela, rs_id- ID znameho polymorfizmu, bodka/ ,,.*-
neznamy polymorfizmus, anno GENE- anotacia génu, kde bol polymorfizmus zisteny)
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Obrdzok 1. Porovnanie toku 02 mitochondridlnej respirdcie v TGCT rezistentnych
a citlivych bunkovych linidch. Udaje sii prezentované ako priemerny tok 02/CS
CDDP-rezistentnych 1777NRpmet a 1411HP bunkovych linii verzus citlivej 2102EP
TGCT bunkovej linie zo Styroch az Siestich biologickych replikdtov.
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V metastatickej 1777NRpmet TGCT bunkovej linii sme identifikovali najvacsi
pocet mutacii, ktory mézeme asociovat’ s aktivitou dychacieho retazca a pozorovanym
najvac¢sim narastom spotreby Oz (Obr. 1). Novo identifikované mutacie boli
identifikované v COX | a COX Il génoch (komplex IV- cytochrom C) a mohli by byt’
asociované aj s tymto narastom spotreby Oz. Zaujimavé je, ze druha metastatickda TGCT
bunkova linia 1411HP vykazovala opacny trend v porovnani s 1777NRpmet. V tejto
linii sme identifikovali 4 nové mutacie nachadzajiuce sa v ND3 a ND5 (komplex I-
Glutamat). Komplex Ispolu s komplexom Il a IV predstavuju elektronové pumpy,
a preto mutacie nachadzajiuce sa v komplexe I by mohli byt zodpovedné za vyznamny
pokles spotreby O (Obr.1). Odlisné spravanie TGCT bunkovych linii nas vedie
k dalsim analyzam, v ktorych sa chceme zamerat’ na charakterizaciu funkénosti
jednotlivych komplexov dychacieho retazca. LepSie pochopenie komplexnej tlohy
mitochondrii v progresii rakoviny a terapeutickej odpovedi by mohlo poskytnut’ Siroké
portfélio novych potencidlnych biomarkerov a terapeutickych cielov, pre TGCT
pacientov rezistentnych na CDDP.
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SLAMF3 RECEPTOR AKO POTENCIALNY TERAPEUTICKY
CIEL U VYBRANYCH HEMATOLOGICKYCH MALIGNIT
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Safarika v Kosiciach, Kosice

Uvod

Napriek stale sa rozSirujlicim moznostiam terapie zostavaju hematologické malignity
ako CLL (chronicka lymfocytova leukémia) a MM (mnohopocetny myelom)
nevylieCiteI'né. Aj z tohto dovodu je hl'adanie novych terapeutickych ciel'ov a lie¢ebnych
stratégii predmetom vyskumu mnohych vedeckych timov. Hl'adanie a identifikacia
novych S$pecifickych antigénov exprimovanych patologickymi bunkami moéze mat
diagnosticky, diferencidlne diagnosticky, prognosticky a potencidlny terapeuticky
vyznam. Jednymi z takychto antigénov mo6zu byt aj SLAMF (Signaling lymphocytic
activation molecules family) receptory.

SLAMF receptory

SLAMF receptory su sticastou superrodiny imunoglobulinov (Ig) a pozostavaju
z deviatich transmembranovych glykoproteinov SLAMF1 (CD150), SLAMF2 (CD48),
SLAMF3 (CD229), SLAMF4 (CD244), SLAMF5 (CD84), SLAMF6 (CD352),
SLAMF7 (CD319), SLAMF8 (CD353) a SLAMF9 (CD84HI). Su zloZené
z extracelularnych domeén IgV a IgC2 s vysokou samoafinitou (selfligand)
prostrednictvom vizby IgV-IgV. Narozdiel od ostatnych SLAMF receptorov, SLAMF2
a SLAMF4 nie su selfligandy, ale viazu sa medzi sebou navzajom [vid’ prehlad 1].
SLAMF receptory st exprimované na vicSine hematopoetickych buniek a zohravaju
dolezita ulohu v pociatocnych aj v neskorSich fazach hematopoézy. Sluzia ako adhézne
molekuly na povrchu hematopoetickych buniek a ¢iasto¢ne kontroluju urcité vrodené
a adaptivne imunitné mechanizmy. Vazbové pary receptor-ligand ovplyviiuji nielen
reguléaciu proliferacie, cytotoxicitu, produkciu cytokinov T lymfocytmi, ale taktieZ maj
vplyv na cytotoxickt aktivitu NK (natural killer) buniek, aktivaciu B lymfocytov
a generovanie imunitnej pamite. Okrem toho maji vplyv aj na regulaciu prezivania
neutrofilov, makrofagov a agregaciu krvnych dosticiek [2,3].

Vicsina z tychto receptorov vykazuje rozdiely v expresii medzi normalnymi
zdravymi a patologickymi bunkami U viacerych hematologickych malignit vratane CLL
aMM. UCLL si SLAMF1, SLAMF2 a SLAMF7 na patologickych bunkach
downregulované, zatial co SLAMF3, SLAMF5 a SLAMF6 st upregulované [5].
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U pacientov s MM maligne plazmatické bunky silne exprimuju SLAMF2, SLAMF3,
SLAMF6 a SLAMF7. Naproti tomu expresia SLAMF1, SLAMF4 a SLAMF5 je
obmedzena a SLAMF8 a SLAMF9 nie st pri tomto ochoreni zatial’ popisané [6].
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Obrazok 1. Funkcie SLAMEF receptorov, Zdroj: Vlastny obrdzok podla [4].

Receptory, ktoré su v zvySene] miere exprimované, by sa mohli stat’
potencidlnym cielom pre vyvoj novych terapii CLL a MM. To, ze SLAMF receptory
mdzu byt uzitocné terapeutické ciele dokazuje aj uz registrovand anti-SLAMF7
monoklonova protilatka elotuzumab, ktora je uréena na pouzitie v kombinovanej lie¢be
relabovaného/refraktérneho MM. Vizba elotuzumabu na SLAMF7 receptor na
patologickej bunke a NK bunke vedie k vyvolaniu ADCC (antibody-dependent cellular
cytotoxicity) a zvyseniu cytolytickej funkcie NK bunky [7]. V predklinickych $tudiach
boli ako potencialne terapeutické ciele skimané aj receptory SLAMF2 a SLAMFG.
Mysacia anti-humanna SLAMF2 monoklonova protilatka vyznamne inhibovala rast
nadorovych buniek u SCID (severe combined immunodeficiency disease) mysi, ktorym
boli nao¢kované MM bunky. Zaroven lie¢ba anti-SLAMF2 inhibovala aj rast MM
buniek transplantovanych priamo do mysacej Kkostnej drene. Anti-SLAMF2
monoklonové protilatka indukovala miernu ADCC, ale zato vyrazna CDC
(Complement-dependent cytotoxicity) [8]. Anti-SLAMF6 protilatky boli skimané na
mySacich modeloch po transplantdcii agresivneho bunkového klonu mysSacej CLL
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(TCL1-192), mysacicho B bunkového lymfomu LMP2A/AMyc, a humannych MEC-1
a OSU-CLL bunkovych linii. V §tudii zistili, ze po jednej injekcii monoklonovej
protilatky proti SLAMF6 receptoru doslo k spomaleniu progresie CLL buniek v slezine,
kostnej dreni a krvi, ale nie v peritonealnej dutine a omente. Kombinacia anti-SLAMF6
protilatky a inhibitora Brutonovej tyrozinkinazy, ibrutinibu posobila synergicky
a tginne eliminovala nadorové bunky aj v peritonealnej dutine. Udaje z tejto $tadie
naznacuju, Ze¢ odstranenie patologickych buniek zavisi od ADCC vyvolanej anti-
SLAMF6 a kostimulacie BCR (B-cell receptor) signalizacie, ktora je dolezita pre
progresiu CLL [9].

SLAMF3

Jednym z potencialnych terapuetickych cielov moze byt aj SLAMF3 receptor,
ktory je exprimovany na patologickych bunkich hematologickych malignit ako s
bunky CLL, DLBCL (diffuse large B cell lymphoma), MCL (mantle cell lymphoma),
folikulového lymfému, lymfému margindlnej zony, vlasatobunkovej leukémie a MM
[1]. Nase vysledky zpredchadzajucich stadii preukazali, ze SLAMF3 je
overexprimovany pri CLL v porovnani so zdravymi B lymfocytmi [5]. SLAMF3 moze
fungovat’ ako jedinecny TAA (tumor associated antigen), a prezentdcia SLAMF3
bunkami hlavného histokompatibilného komplexu moéze umoznovat expanziu nadorovo
Specifickych T buniek [11]. Zaroven nadmerna expresia SLAMF3 receptora predstavuje
negativny prognosticky marker a je spojend s kratSim prezivanim pacientov [10].
V nedévnej $tadii bolo zistené, ze SLAMF3 a SLAMF4 receptory st imunitné kontrolné
body, ktoré inhibuji fagocytéozu makrofagov. Delécia tychto SLAMF receptorov
vyznamne zvysila fagocytozu CD19-pozitivnych hematopoetickych cielov [12]. Aj na
zaklade tychto poznatkov je mozné tvrdit, Ze SLAMF3 moéZe predstavovat’ sl'ubny
terapeuticky ciel’ lieCby pacientov s CLL.

TaktieZ u MM bola pozorovana zvysena expresia SLAMF3 u myelémovych
buniek v porovnani s normalnymi plazmatickymi bunkami. Expresia SLAMF3 je
stabilnd, bez ohladu na Stadium/progresiu ochorenia alebo fenotyp myelémovych
buniek. Cize SLAMF3 moze sluzit’ ako $pecificky marker MM buniek a tak umoziiovat
identifikaciu myelémovych buniek prietokovou cytometriou. Downregulacia SLAMF3
u myelomovych buniek pomocou siRNA viedla k zniZeniu poctu zivotaschopnych
myelémovych buniek a zvysilo to protinadorovi aktivitu konven¢nych chemoterapeutik
[13,14]. Tieto zistenia naznacuji, ze SLAMF3 mozno povazovat za potencialny
terapeuticky ciel’ pre liecbu MM.

Zaver

Dalsi vyskum je potrebny na objasnenie ulohy SLAMF3 receptora v patogenéze
CLL, MM ainych B bunkovych hematologickych malignit. Vyskum a vyvoj anti-
SLAME3 protilatok a ich schopnosti vyvolat’ od protilatok zavislu cytotoxicitu (ADCC),
od protilatok zavislu bunkova fagocytozu (ADCP) alebo cytotoxicitu zavisla od
komplementu (CDC) by mohli priniest’ nové terapeutické moznosti pre pacientov SO
SLAMF3-pozitivnymi B bunkovymi hematologickymi malignitami.
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Uvod

Karcinom prostaty (KP) je heterogénne ochorenie, na ktorého patogenéze sa podiel’a
zvySujuci sa vek, etnicita, environmentalne faktory a genetické pri¢iny. Incidencia
ochorenia neustale rastie, ¢o zneho robi druhé najcastejSie onkologické ochorenie
U muzov na Slovensku. Karcindbm prostaty postihuje hlavne muzov starSich ako 50
rokov, kde najvyssi po€et zaznamenanych pripadov je okolo veku 66 rokov. Okrem
asocidcie so zvySujucim sa vekom bolo ochorenie spojené aj s etnicitou, Zivotnym
Stylom aj genetickymi pri¢inami. Zapojenie génov vyrazne ovplyviiuje aj globalnu
frekvenciu ochorenia, pricom sa uz mnohé gény vyuzivaju v diagnostike ako
biomarkery [1]. Genetické zmeny v nadorovych bunkach su cCastokrat spajané
S defektmi bunkového cyklu a zapri€ituji jeho nespravnu reguldciu. Nespravna
reguldcia bunkového cyklu ovplyviiuje bunkovu proliferdciu a tym aj samotny vyvoj
nadoru.

Abnormalny rast buniek aich transforméaciu na nadorové mozu zapricinit
mutacie v onkogénoch alebo tumor-supresorovych génoch, ktoré tak stratia schopnost’
kontroly proliferacie. Do tychto skupin génov patria aj jednotlivé regulatory kontrolnych
bodov bunkového cyklu, ktorych hlavnou tlohou je zabranit' prenosu genetickych
defektov do d’alSej generacie [2]. Pokial' poSkodenie DNA nie je v€as opravené
dochadza k nekontrolovatelnému deleniu buniek atak vzniku mnohych ochoreni.
Kontrolné body bunkového cyklu st Gi, G2 aM a navziajom sa liSia v zapojeni
Specifickych proteinov. Medzi zékladné reguldtory bunkového cyklu patria cyklin-
dependentné kinazy (CDK), cykliny a inhibitory CDK. Progresiu bunkovym cyklom
zabezpecuje aktivita komplexu CDK/cyklin, ktora modZe byt regulovana
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postranskripénymi modifikaciami alebo aj interakciou s inhibitorom CDK [3]. Jednym
z univerzalnych inhibitorov CDK/cyklin je p21WAFYCIPL ktory inhibuje prechod pri
kontrolnych bodoch G a Ga. Protein p21WATYCIP je kddovany génom CDKN1A (cyclin-
dependent kinase inhibitor 1A). Okrem inhibicie komplexu CDK/cyklin, ktory
zabezpecuje prechod do dalSej fazy bunkového cyklu, interaguje aj s proliferujucim
jadrovym antigénom PCNA, ktory zas inhibuje DNA replikiciu. P21WAFYCIPL yxak
dokaze posobit’ ako dvojstranny regulator, kedy jeho regulécia je zavisla od bunkove;j
lokalizacie, ¢i tumor-supersorového proteinu p53. Ak je v bunkovom prostredi dostatok
proteinu p53, tak p21WAFYCIPL bude vykazovat tumor-supresivne uéinky, kedy po
aktivacii p53 dojde aj k prechodnej expresii p21WAFYCIPL &6 pri poskodeni DNA umozni
inhibiciu komplexu CDK/cyklin alebo PCNA. Ak je v prostredi nedostatok proteinu
p53, tak p21WAFYCIPL bude posobit’ ako onkogén, pretoze bude nadmerne exprimovany
a bunky sa moze stat’ rezistentnymi na chemoterapiu a uniknat’ aj bunkovému starnutiu
[4]. Ked dojde k strate alebo nadobudnutiu novej funkcie p21WAFYCPL p5s0benim
mutécie, nastava strata kontroly bunkového cyklu. Protein p53 je jednym z hlavnych
synergistov p21WAFYCIPL kiory je kddovany génom TP53. Hlavnou ulohou p53 je prave
transaktivovat’ cielové gény ako je aj gén CDKNI1A (p21WAFYCIPL) Vyber cielovych
génov vsak zalezi aj od rozsahu poskodenia DNA, aby mohlo dojst’ o oprave DNA. Ak
je poskodenie nezvratné, tak p53 prejde modifikaciou a vznikne jeho apopticky aktivna
forma. V ramci génu TP53 st mutacie detekovatel'né u 50% l'udskych karcinomov, ¢o
inhibuje celé¢ drahu zastavenia bunkového cyklu [5].

Material a metody

Cielom nasej stadie bolo sledovat’ asociaciu polymorfizmov génu CDKNI1A
(rs730506, G>C) a TP53 (rs12947788, G>A; rs17878362, Ins16bp) s rizikom vzniku
karcinomu prostaty a s klinicko-patologickymi charakteristikami (sérové PSA,
Gleasonovo skore a patologické T stadium). Analyzovali sme 486 vzoriek pacientov
s KP a 443 vzoriek zdravych jedincov. Najskor sme izolovali jadrovi DNA s vyuZitim
komeréného kitu Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, USA). Nasledne
sme stanovili koncentraciu a Cistotu spektrofotometricky a DNA uskladnili pri teplote -
80°C. Takto pripravené vzorky sa pouZzili na analyzu vybranych polymorfizmov
pomocou genotypiza¢nych metod PCR, HRM a PCR-RFLP.

Vysledky

Pri porovnavani frekvencii genotypov medzi pacientami s KP azdravymi
jedincami, sme zistili signifikantne zvySené riziko vzniku KP pri polymorfizme
rs730506 (Tab. 1), G/C u jedincov s jednou mutantnou C alelou génu CDKNI1A
(p<0,001), ako aj pri mutantnom genotype CC (p=0,005).

U pacientov nesucich genotyp CC sme pozorovali signifikantni asocidciu
s agresivnejSim typom nadoru (GS >7; p=0,005).
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Tabul’ka 1. Vysledky genetickej analyzy polymorfizmu CDKNIA génu (rs730506, G/C).

P Kontrolna 52:);;: ::'.:I;;acienti s KP P_hodnota
GG 1,0 (ref.)
GC 1,4(1,1-1,8) 0,01
cc 2,2(1,2-3,7) 0,008
GC+CC 1,5(1,1-1,9) 0,001
ALELY
G 1,0 (ref.)
C 1,5(1,2-1,8) 0,0004

Potvrdili sme tiez signifikantni asociaciu TP53 Insl6bp SNP genotyp I
(p=0,04) arizikom vzniku KP (Tab. 2). Analyza polymorfizmu TP53 (rs12947788,
G>A) nepreukazala asociaciu srozvojom vzniku KP, ani korelaciu s klinicko-
patologickymi charakteristikami.

Tabulka 2. Vysledky genetickej analyzy polymorfizmu Ins16bp (rs17878362)

— Kontrolna SI;LII‘p(i;I: ;s.c:;acienti s KP » hodnota
DD 1,0 (ref))
DI 1,01(0,7-1,3) 0,9
1l 2,4(1,0-5,6) 0,04
DD+l 1,0(0,8-1,4) 0,5
ALELY
D 1,0 (ref.)
I 1,1(0,9-1,4) 0,2

Kombinovanou genotypovou analyzou polymorfizmov CDKN1A (G>C) a TP53
(Ins16bp) (Tab. 3) sme pozorovali signifikantne zvySené riziko vzniku KP u pacientov
nesucich kombinaciu genotypov CDKN1A GC a TP53 Ins16bp SNP DI (p=0,04).

Tabul’ka 3. Vzdjomnd koreldacia polymorfizmov CDKNIA génu a TP53 génu ; * p<0,05.

p21 (rs730506)
GG GC cC
p53 (dup) OR {95% Cl)
oD 1,00 (ref.) 1,42 (1,0-2,03)* 2,04 (0,9-4,5)
DI 1,14 (0,8-1,6) 0,98 (0,6-1,6) 1,89 (0,7-5,3)
Il 1,81 (0,6-5,6) 3,02 (0,8-11) X
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Diskusia

Karcindbm prostaty sa vo vicSine pripadov vyvija velmi nendpadne,
asymptomaticky. Prave bezpriznakovy priebeh ho radi medzi najCastejSiu malignitu
U muzov s vysokou globdlnou incidenciou. Pochopenie molekuldrnych mechanizmov
vzniku nddorovych ochoreni by mohlo zohravat’ v buducnosti kIi¢ova tlohu. Jednym
Z takychto mechanizmov je reguldcia kontrolnych bodov, ktord zabrani, aby sa
poskodend DNA dostala do dcérskych buniek [6]. Jednym z regulatorov bunkového
cyklu je aj inhibitor komplexu CDK/cyklin protein p21WAFYCIPL Protein p21WAFHCIPL je
dvojstranny regulator, ktory dokéaze rast nadorovych buniek stimulovat’ aj inhibovat.
U mnohych typov karcindémov bola potvrdend zvysena alebo znizena hladina expresie,
ktord by mohla byt spdsobena pritomnostou muticie. Karcindm prostaty je vSak
komplexné ochorenie, ktoré nemusi byt vyvolané len jednou mutéaciou v kandidatnom
géne, ale aj interakciou nizkofrekvenénych polymorfizmov v réznych génoch spolu
s vplyvom prostredia na fenotyp. Predpokladd sa, Ze rozne genetické variacie
v CDKN1A géne (p21WAFYCPL) by mohli zohravat’ podstatnii ulohu pri modifikécii rizika
vzniku KP [7]. Prikladom je prave substiticia G/C (polymorfizmus rs730506), pri ktorej
bolo preukazané, Ze ovplyviiuje drahu medzi p21WAFYCIPL g p53 v suvislosti so vznikom
karcinému plac. Stidia sa zamerala na viacero SNP, aby preukazala genetickl
diferenciaciu v distribicii podl'a geografickej polohy. Podobné vysledky boli
preukazané aj pri stadii kaukazskej populacie, kde bol tento SNP pridany kvoli jeho
potencialnej regulacnej funkcii v proteine spolu s polymorfizmami v TP53, kde sa
potvrdila aj ich zniZzena expresia [8]. Nam sa podarilo preukazat’ zvySenu frekvenciu
rizika vzniku KP sjedincov s mutantnou alelou C, aj genotypom CC. Dal§im
regulatorom je p53, ktory dokéZe rozoznat” poSkodenie DNA a nasledne tak spustit’
transkripciu CDKN1A génu, ¢im dojde k zastaveniu bunkového cyklu. Gén TP53 je
jednym z najmutovanej$im génov pri nadorovych ochoreniach, pricom jednym z najviac
Studovanych polymorfizmov je Inslébp, pri ktorom bolo preukdzané, Ze je
predisponujuci faktor rozvoju karcindmu prsnika [9]. Pri analyze tohto polymorfizmu
sme tiez preukazali zvySené riziko vzniku KP u jedincov s genotypom II. Ked'Ze je
karcindom prostaty velmi komplexné ochorenie, je potrebné¢ podrobne pochopit’
mechanizmus a nasledny vyvoj nadoru. Zaverom mdzeme konstatovat’, Ze kombindcia
uvedenych genotypov by mohla jednym z genetickych markerov KP.
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Uvod

Pri zhubnych nadoroch tela maternice je pozorovany narast incidencie a mortality,
pri¢om v sucasnosti s najéastejSou gynekologickou malignitou v rozvinutych krajinach
sveta. Spomedzi tychto nadorov je najcastejSim typom endometridlny karcinom (EC)
(1). V priebehu rokov sa testovalo mnozstvo pristupov, ktoré si davali za ciel
zefektivnenie personalizécie diagnostiky a naslednej terapie a v poslednych rokoch sa
ukazuje vyuzitelnou tzv. molekuldarna klasifikacia. T4 je oproti predchadzajicim
pristupom objektivnejSia a kategorizuje nadory na zdklade biomarkerov typu
zmien/mutacii pritomnych v nukleovych kyselinach (DNA/RNA) nédorového tkaniva
(2). Tekuta biopsia z krvnej plazmy, ako neinvazivny spOsob ziskavania relevantného
biologického materidlu reprezentujic aj ,nadorové tkanivo™ uz preukazala svoj
potencial pri detekcii nddorovych zmien pri roznych typoch nadorov. Pri EC vSak
doposial’ nebola dostatocne prestudovand, no svojou minimalnou invazivnostou by
mohla predstavovat’ alternativny skriningovy pristup, ktorym by bolo mozZné
U pacientiek detegovat’ spominané molekularne markery karcinogenézy (3).

Material a metody

V pilotnej stadii sme porovnavali detekciu vybranych biomarkerov
(onkomutacii, mikrosatelitovi nestabilitu — Microsatellite Instability MSI, nadorova
mutacnu zataz — Tumour Mutational Burden TMB) ato analyzou cirkulujucej
tumorovej DNA z krvnej plazmy (ctDNA) a DNA z nadorového tkaniva fixovaného
formalinom v parafinovom blocku (FFPE-DNA). Nadorové tkaniva a krvna plazma
pochadzali z 21 slovenskych pacientieck s EC vo veku od 34 do 84 rokov (Tab. 1)
s priemernym vekom 64,77 roku. U vSetkych pripadov v $tudii sa jednalo o nadory
endometrioidnej histologie. Karcinomy boli rozneho Stadia (G1 — 4, G2 — 12, G3 - 5)
astupna (IA—11,7/21 1B -7, 11 -1, 1A —2) (Tab. 1). Na izolaciu ctDNA sme vyuzili
QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit a platformu QIASymphony (QIAGEN) na
izolaciu DNA z krvnej plazmy, pricom na izolaciu FFPE-DNA sme vyuZili lonic®
Purification System a lonic® FFPE To Pure DNA Kit (Purigen) podla prislusnych
origindlnych protokolov od vyrobcov. Na pripravu genomickych sekvenacnych kniznic
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sme vyuzili prislusné TruSight Oncology 500 a TruSight Oncology 500 ctDNA
(Mumina) kity podla prislusnych originalnych protokolov od vyrobcov. Nasledne boli
kniznice sekvenované na NovaSeq 6000 (Illumina) a po primarnej analyze anotované
vyuzitim nastroja Qiagen Clinical Insight (QIAGEN).

Stadia bola schvalena Etickou komisiou Bratislavského samospravneho kraja
(06196/2020/HF). Pacientky poskytli informovany stihlas so zaradenim do Studie.

Vysledky

U vsetkych 21 pacientiek sme tuspeSne identifikovali potencialne klinicky
relevantné mutécie asociované s EC aspon na urovni ctDNA. V 3 FFPE-DNA vzorkéach
sme onkomutécie neodhalili. Dokopy sme identifikovali mutacie vo viac ako 70 génoch.
U dvoch tretin pacientiek (14/21) sme identifikovali aspon jednu spolo¢nti potencialne
klinicky signifikantni mutdciu pritomnu aj na urovni ctDNA, aj na trovni FFPE-DNA.
Z 5 vzoriek vysokého stupna (G3) nebola u 2 parov (CtDNA spolu s FFPE-DNA)
najdena Ziadna potencialne klinicky relevantna mutacia na urovni FFPE-DNA, ale len
na urovni ctDNA. Identickt mutaciu u G3 vzoriek sme identifikovali tiez len v 2 paroch.
Zhodne sme vysoku tumorovu zat'az identifikovali medzi ctDNA a FFPE-DNA len
u 1 pacientky, pricom na urovni FFPE-DNA bola identifikovand u 4 vzoriek, kym na
urovni ctDNA u3 (Tab. 1). Mikrosatelitova nestabilita bola identifikovana
u 2 pacientok, v oboch pripadoch len na urovni FFPE-DNA (Tab. 1).

Tabul’ka 1. Charakteristiky kohorty a idaje o tumorovej mutacénej zdat'azi a mikrosatelitovej
nestabilite v nddorovych vzorkach a vzorkdch cirkulujicej tumorovej DNA. Vysoké
urovne tumorovej mutacnej zat'aZe a vysoké % mikrosatelitovej nestability farebne

zvyraznené. Tabul’ka prevzatd 7 povodnej publikdcie (4).

Cisl_o Vek pri :tgg(i?um TMB hodnota | TMB hodnota | MSI (%) MSI (%)
pacientky | hysterektomii nédoru FFPE-DNA CtDNA FEPE-DNA ctDNA
1 64 G3IA 0,80 2,50 0,00 0,00

2 63 G2 1A 3,90 9,80 3,39 0,00

3 70 G3 1A 0,80 5,10 1,68 0,05

4 75 G2 1A 1,60 4,20 0,00 0,09

5 58 G2 1A 1,60 3,10 5,22 0,00

6 60 G2 1A 1,60 4,20 0,85 0,50

7 68 G2 1A 1,60 0,00 1,64 0,00

8 76 G2 1B 16,40 3,30 13,54 0,05

9 84 G2 1B 32,10 26,30 25,20 0,46
10 61 G211 9,40 6,00 2,46 0,14
11 60 GlIA 0,00 5,20 1,69 0,00
12 60 GlIA 6,30 0,00 3,45 0,00
13 34 GlIA 1,60 2,50 1,64 0,00
14 63 G2 1B 28,20 3,30 0,84 0,09
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15 57 G2 1A 0,00 1,70 0,00 0,05
16 63 G31B 7,10 0,80 2,32 0,00
17 84 G21B 8,60 11,60 0,83 0,00
18 64 G31B 0,00 37,20 1,68 0,23
19 73 GlIA 41,50 2,40 42,28 0,14
20 68 G3 IlIA 0,00 50,20 0,80 0,81
21 64 G21B 89,60 9,10 0,04 0,04

Z muticii detegovanych z 21 FFPE-DNA boli najcastejSie mutdcie v génoch
PTEN (48 %), ARID1A (29 %), PIK3CA (29 %), PIK3R1 (24 %), CTCF (24 %), BRCA2
(24 %), ZFHX3 (19 %), CTNNBL1 (14 %), FGFR2 (14 %), SOX17 (14 %), CHEK2 (14
%), TP53 (14 %). Na urovni ctDNA boli nezvycajne Casté mutacie v génoch DNMT3A
(52 %) a TET2 (14 %), ktoré¢ sme na urovni FFPE-DNA neidentifikovali ani v jedinom
pripade (Tab. 2). Vyskytovali sa ale u 4 z 5 vzoriek vysokého stupna a $tadia. Ostatné
najcastejsie mutované gény CHEK2 (24 %), PTEN (19 %), ZFHX3 (19 %), PIK3CA (14
%), TP53 (14 %) sme identifikovali uz v podobnejsich frekvenciach (Tab. 2).

Tabulka 2. Zoznam najfrekventovanejSie mutovanych génov (zoradenie podl’a zostupnej
frekvencie v FFPE-DNA). Tabul’ka prevzata 7 pévodnej publikdcie [4].

Nazov génu frekvencia mutacii (%)
FFPE-DNA CtDNA

PTEN 48 19
PIK3CA 29 14
ARID1A 29 10
PIK3R1 24 14
CTCF 24 10
BRCA2 24 10
ZFHX3 19 19
CHEK2 14 24
TP53 14 14
FGFR2 14 5
CTNNB1 14 5
SOX17 14 0
FAT 10 0
KRAS 5 5
DNMT3A 0 52
TET2 0 14
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Diskusia

Napriek obmedzenému poctu vzoriek analyzovanych v naSej studii sme mohli
pozorovat’ niekol’ko ukazovatel'ov podobnych s rozsiahlejSimi Stidiami (priemerny vek
pacientiek, podiel nddorov podla stupnia a Stadia, najcastejSie mutované gény
v nadoroch EC) (5 ,6). Vsulade snasim predpokladom sme viac onkomutécii
identifikovali vo vzorkach samotnych naddorov ako v krvnej plazme (Tab. 2). Pocetnost’
mutacii na zaklade Stadia a stupna nadoru neukazovala jednoznac¢ny trend a z dovodu
rozmeru kohorty je naro¢ne interpretovatelnd. Zaujimavym moéze byt ale narast poctu
identifikovanych onkomutacii na arovni ctDNA medzi pacientkami s nadormi nizkeho
stupiia a vysokého stupiia (4). NajcastejSie identifikované onkomutacie, rovnako na
urovni FFPE-DNA aj ctDNA, boli v géne PTEN (Tab. 2). Tie st pritomné u takmer
polovice pripadov nadorov EC (5), pricom st naj¢astejsie asociované s endometrioidnou
histologiou a skorym Stadiom EC a teda s lepSou prognozou pre pacientky. Gén PTEN
je tumor supresor a v prirodzenom stave negativne reguluje PI3K-AKT signalnu drahu
(5). Gén ARID1A, jeden z troch najéastejSie mutovany gén u nadorov v nasej $tidii (Tab.
2), je podobne tumor supresorom a koéduje podjednotkou chromatin remodelujuceho
proteinového (SWI/SNF) komplexu. Jeho mutidcie nie su vyhradne asociované so
ziadnou konkrétnou histologiou (6).

Mutacie, ktoré maji podla sti¢asnej molekularne;j klasifik4cie najvacsi klinicky
vyznam su v géne POLE, v génoch, ktorych produkty sa zacastnuji mismatch opravy
(MMR) DNA, v géne CTNNB1 a v géne TP53 (7). Mutacie v géne POLE st typické pre
nadory S nizkou zavaznost'ou (7). V nasej Studii sme ich identifikovali u 2 vzoriek ale
len na Grovni FFPE-DNA. Stredne zadvazné st nadory s mutadciami v MMR génoch alebo
v géne CTNNBL1 (7). Z génov, ktorych produkty sa zacastiujt MMR sme identifikovali
2 mutacie v géne MLH1 a v nadore jednej pacientky 2 rézne mutacie v géne MSH6.
Mutéacie v géne MLH1, ale boli u r6znych pacientiek, pricom u jednej sa vyskytovala iba
na Grovni ctDNA a u druhej iba na Grovni ctDNA. Mutacie v géne CTNNB1 boli
pritomné u 3 pacientiek len v FFPE-DNA a u 1 pacientky len na trovni ctDNA.
NajzavaznejSie EC pripady s asociované s mutaciami v géne TP53 (7). V nasej Stadii
sme identifikovali tieto mutacie u 3 pacientiek na urovni ctDNA, avSak u 3 inych
pacientiek na tirovni FFPE-DNA. Z pozorovania, Ze ani u jednej pacientky nebola TP53
mutacia najdend na oboch urovniach sucasne az vysSie uvadzanych pozorovani
usudzujeme, Ze tekutd biopsia S vyuzitim ctDNA z krvnej plazmy ma pri molekularnej
klasifikacii nadorov a pri odvodzovani prognéz EC podla nej znacne limitovany
potencial.

Za zmienku stoji pacientka, u ktorej sme na urovni FFPE-DNA identifikovali
POLE mutéciu, 2 mutacie v géne MSH6 a aj mutacie v géne TP53. Takyto ,,multiple-
classifier* pripad by vSak mal mat’ na zaklade pozorovani menej zavaznt prognozu, skor
podobnii nadorom iba s POLE mutéiciou (8). Pri 2 muticidch MSHG6 a zaroveil
pozorovanej mikrosatelitovej nestabilite nevylu¢ujeme moznost’, Ze by sa mohlo jednat’
aJ 0 hereditirnu mutaciu u pacientky, nakolko germinalne mutacie v génoch
asociovanych s Lynchovym syndromom patria u pacientiek s EC medzi naj¢astejsie (9).

Mutéacie v génoch DNMT3A a TET2 su (okrem EC) asociované najmi
S klondlnou hematopoézou. Ta vznikd v dosledku somatickych mutacii
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Vv hematopoetickych bunkach. Prirodzene je asociovana s vysokym vekom a zvyS$enou
mortalitou na kardiovaskularne ochorenia (10). Vysoka miera ich incidencie na trovni
CtDNA moze byt asociovand s vysSim vekom pacientiek, ale na zaklade naSich
pozorovani (mutdcie pritomné uéd z5 G3 pacientick) by tieto muticie mohli
predstavovat’ potencidlny negativny prognosticky marker, ktory by bol dobre
identifikovatel'ny z ctDNA.

V naSej praci vydanej pred konanim konferencie (4) na zaklade opisanych
vysledkov uznavame, ze pilotna Stiidia naznacuje potencial vyuzitia tekutej biopsie pri
skriningu a skorej diagnostike EC. Jej potencial sa vSak ukazal byt zna¢ne limitovany
pri odvodzovani progndzy podla najcastejSich molekularnych biomarkerov EC.
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Introduction

Cancer is the second most common cause of death in Slovakia and colorectal cancer is
one of the most frequently diagnosed types [1]. Improved cancer treatment and
prevention strategies can positively impact the health and well-being of cancer survivors
and also general population.

Regular physical activity is an effective prevention of diverse pathologies such
as cardiovascular and neurodegenerative diseases, even various types of cancer -
prostate, lung, breast, or colorectal cancer [2, 3]. Exercise stimulates skeletal muscle and
other organs to release molecules - exerkines - which affect many tissues and organs
across the body. Exerkines can be released directly into the bloodstream but can also be
secreted via extracellular vesicles which may act like molecular transporters and
mediators of anticancer effects of exercise, capable of modulating the viability and
proliferative capacity of cancer cells.

Extracellular vesicles are small vesicular formations secreted by almost all cells
in the body. Based on their size, biogenesis, and type of secretion from the cell, they can
be divided into microvesicles, exosomes, and apoptotic bodies [4]. Of these, exosomes
bounded by a phospholipid bilayer, ranging in size from 30 to 150 nm, which are
secreted from the cell by exocytosis, have attracted the most interest nowadays. They
are now showing great potential in intercellular communication as they carry a mixture
of proteins, lipids or various RNAs. This mixture is transported throughout the body,
thus being able to modify both the physiological and pathological processes of recipient
cells [5].

The objectives of the presented work were to i) verify the methodology for
exosome isolation from human plasma and b) to study the effect of exercise-conditioned
human plasma on the proliferative capacity of cancer cells.
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Materials and methods

Exosome isolation: Exosomes from blood plasma were isolated on columns by
size exclusion chromatography (SEC, QEV, Izon) following the manufacturer’s
instructions.

Nanoparticle tracking analysis (NTA): By NTA, nanoparticle concentration in
the first 7 SEC eluted fractions was obtained using 10 ul from each fraction, measured
5 times.

Western blot: The presence of exosomes was confirmed by identifying their
marker, the membrane protein CD63. The three most exosome-enriched fractions were
pooled and concentrated on a 100K concentration column (Millipore). Separation of the
sample was carried out under denaturing conditions on gels containing 10% acrylamide
(Mini-PROTEAN Tetra cell, BIO-RAD). Proteins were transferred to a PVDF
membrane (Millipore). After transfer, the membrane was blocked with BSA solution
and incubated with primary anti-CD63 antibody (1:1000, Exosome-anti-CD63, Thermo
Fisher) overnight at 4 °C and then with secondary antibody (1:10000, fluorescein-
coupled anti-mouse, Thermo Fisher). The membrane was scanned using the Odyssey
infrared imaging system (Li-Cor).

Exosome internalization: Isolated and concentrated exosomes were labelled with
PKH26 fluorescent dye. As a control, we used PBS labelled by an identical procedure.
The labelled exosomes/PBS were added to cells at a concentration of 0.8% of the total
medium volume. Subsequently, the cells were incubated for 24 h in an incubator at 37
°C and 5% CO..

Fluorescent activated cell sorting (FACS): After 24h of incubation with labelled
exosomes, cells were washed with PBS and harvested by trypsinization, centrifuged, and
resuspended in PBS. The presence of labelled exosomes in cells was measured by flow
cytometry (FACS, BD Biosciences) at EX'Em 551/567 nm.

Confocal microscopy: Cells were incubated for 24h with fluorescently labelled
exosomes/PBS after seeding onto collagen-coated slides. Subsequently, cells were fixed
with 4% formaldehyde for 20 min. For visualization of the cytoskeleton, cells were
stained with phalloidin conjugated with fluorescent dye. After staining, cells were
washed 3 times with PBS, transferred to a slide with a mounting medium with DAPI
(Abcam), and observed under a confocal microscope (Nikon).

Human colorectal cancer cell line HCT 116 (ATCC) was used. Blood was
collected from 3 individuals with age 31-33, before, immediately after, and 60 minutes
after a single bout of cycling on a stationary bike for 40 minutes at 75% of their maximal
heart rate.

XCELLigence: Cell number increasing in time was determined by xCELLigence
measuring minor changes of cellular impedance that occur upon changes in cell number.
The cell number was observed in octaplicates of cells treated with 10% plasma collected
before and immediately after a single bout of exercise.

BrdU: Cell proliferation rate was measured by scanning the amount of BrdU that
was incorporated into the DNA of proliferating cells. Cells were treated with 10%
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plasma collected before, immediately after, and 60 minutes after a single bout of
exercise.

Results and discussion

The presence of exosomes isolated from human plasma was verified by two
methodologies. Indirectly, by measuring the concentration of exosomes-like sized
particles using NTA, we observed their increased concentration in the S3-S5 fractions,
in the fractions where their highest content should occur [6]. The highest concentration
of exosomes was 1,75x10° particles/ml in the S3 fraction, 1,72x10° particles/ml in the
S4 fraction, and 1,4x10° particles/ml in the S5 fraction (Fig. 1A). Direct evidence of the
presence of exosomes in human plasma was obtained by Western blot using a primary
antibody against tetraspanin CD63, an antibody standardly used as a marker of
exosomes. We observed a single band on the membrane with a molecular weight of
approximately 60 kDa, which corresponds to the molecular weight of glycosylated
CD63 present on the surface of exosomes (Fig. 1B).
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Figure 1. The presence of exosomes in the sample. (A) Nanoparticle tracking analysis
showing the concentration of nanoparticles in size exclusion chromatography eluted
fractions isolated from human blood plasma. (B) Western Blott analysis shows the
presence of one band with a molecular weight of approximately 60kDa
corresponding to exosome membrane marker CD63. S1-S7 the numbers of the
eluted fractions.

Internalization of exosomes into the colorectal cancer cells was assessed by
fluorescent-activated cell sorting. The intensity of the fluorescent signal in HCT 116
cells incubated with PBS (set as background) was 15, with PBS + PKH26 (red
fluorescent dye) the intensity was 48 (technical control), and incubated with exosomes
labelled with PKH26, the observed intensity was 3909 (Fig. 2A). Visualization of
exosome internalization under the confocal microscopy shows no PKH26 red
fluorescent signal in cells incubated with PBS + PKH26, but we can see the presence of
a red signal (exosomes) in cells incubated with labelled exosomes with PKH26 (Fig.
2B). These observations clearly show that exosomes isolated from plasma with SEC are
internalised by colorectal cancer cells in vitro.

92



PBS + PKH26 EXO + PKH26

300 350 400 450 500 550

Count

S0 100 150 200 250

PE (YG)-A_10* : 10°

Figure 2. Internalization of exosomes into the HCT 116 cells. (A) fluorescent activated cell
sorting showing the intensity of the fluorescent signal in HCT 116 cells after
incubation with PBS, PBS + PKH26, or exosomes + PKH26. (B) confocal
microscopy of HCT 116 cells after incubation with PBS + PKH26 and exosomes +
PKH26. blue- DAPI (nuclei), green- phalloidin (actin), red- PKH26 (exosomes)

The effect of exercise-conditioned human plasma on cancer cell number was
analysed by XCELLigence, which can provide quantitative real-time monitoring of cell
numbers. We observed lower HCT116 cell number after the 72h incubation with human
plasma collected right after a single bout of exercise compared to basal state- plasma
collected before the exercise (Fig. 3A). Additionally, cancer cells proliferation rate was
assessed by BrdU assay measuring the incorporation of labelled BrdU into the dividing
cells. We also observed significant inhibition of cell proliferation with plasma collected
immediately after a single bout of exercise compared to basal state plasma (Fig. 3B).
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Figure 3. HCT 116 treatment with human blood plasma (A) xCELLigence monitoring cell
number after incubation with human plasma collected before (basal) and
immediately after (run) a single bout of aerobic exercise (B) BrdU assay indicating
cell proliferation of HCT 116 after incubation with human plasma collected before
(basal), immediately after (run 0) and 60 minutes after (run 60) a single bout of
aerobic exercise.

These preliminary results revealed an inhibitory effect of exercise-conditioned
plasma collected immediately after a single bout of exercise compared to pre-exercise
plasma. Similar results were already observed by other research groups [7], which
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provide us with a stable starting point to reveal molecular mechanisms standing behind
the inhibitory effect of exercise on cancer cells. To strengthen our results, a higher
number of patients will be tested and treatment with plasma-derived exosomes will be
performed to clarify the molecular mechanism underpinning the beneficial effects of
exercise on cancer prevention and treatment.

Conclusion

Described experiments have shown both indirectly and directly that we can
efficiently isolate exosomes from human blood plasma using size-exclusion
chromatography. We also proved the ability of human colorectal cancer HCT 116 cells
to uptake SEC-isolated plasma exosomes into their cytoplasm. Finally, our preliminary
data showed that treatment with exercise-conditioned human plasma decreases cancer
cell number and proliferation rate compared to pre-exercise plasma.
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Uvod

ZvySena prevalencia obezity je spojend s rizikom vzniku rakoviny prsnika, hrubého
creva arekta [1]. Tukové tkanivo pozostdvajuce z adipocytov hra doélezitu wlohu
v mnohych fyziologickych procesoch vratane udrziavania energetickej homeostazy
a metabolizmu. TaktieZ sa podiela na endokrinnej signalizicii prostrednictvom
produkcie hormonov, cytokinov, rastovych faktorov a adipokinov. Tieto faktory su
okrem svojich fyziologickych tuloh zodpovedné aj za aktivaciu signdlnych drah
zapojenych do proliferacie, diferenciacie, adhézie a invazie nddorovych buniek [2].

V naddorovom mikroprostredi dochddza k rozvoju hypoxie, ktord sa vyznacuje
nizkou hladinou kyslika a obmedzenym prisunom zivin. Adaptivnu odpoved’ buniek na
hypoxiu zabezpeCuje hypoxiou-indukovany transkripény faktor 1 (HIF-1).
V hypoxickych podmienkach dochadza k dimerizacii podjednotiek HIF-1a a HIF-1f,
ktoré sa nasledne viaZzu na hypoxia-responzivne elementy niektorych génov, napriklad
karbonickej anhydrazy 1X (CA IX) [3]. Protein CA IX je exprimovany v pevnych
nadoroch, pricom sa podiel’a na regulécii vnitrobunkového pH a podporuje prezivanie
buniek v hypoxickom prostredi. Okrem toho sa zasadne podiela na acidifikacii
extracelularneho mikroprostredia, ¢im prispieva k zvySenej migracii a invazivnosti
nadorovych buniek [4]. Pritomnost CA IX v nadorovych bunkach je spojena s ich
agresivnejSim fenotypom, s nepriaznivou progndzou nddorového ochorenia
a s rezistenciou na chemoterapiu [5].

Cielom prace bolo skumat vplyv kondiciovaného média derivovaného
z adipocytov na expresiu CA IX a HIF-1la vbunkovych liniach derivovanych
z karcinomu prsnika a hrubého ¢reva. Okrem toho bol sledovany vplyv kondiciovaného
média na adhéziu nadorovych buniek. Objasnenie mechanizmu vplyvu adipocytmi-
produkovaného média na naddorové bunky by mohlo prispiet’ k lepSiemu pochopeniu
interakcie medzi obezitou a nadorovymi ochoreniami.
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Material a metody

Bunkové linie: Bunkové linie HCT116 (CCL-247) aBT-20 (HTB-19) boli
kultivované vo vysokogluk6zovom DMEM doplnenom 10% fetalnym telacim sérom
(FCS) a0,1% gentamicinom. Na kultivaciu 3T3-L1 buniek (CL-173) bolo pouzité
vysokogluk6zové DMEM doplnené 10% ,,newborn® telacim sérom (NCS), 1%
penicilinom a streptomycinom. Bunky boli kultivované v termostate s 5% CO> pri
37°C. Inkubacia v hypoxii bola realizovana v hypoxickom inkubatore (Ruskinn
Technologies; 1% Oz, 5% CO») pri 37°C. Bunkova linia HCT116 KO CA9 bola
vytvorena CRISPR/Cas9 technikou podla prace Kéry el al. [6].

Diferenciacia 3T3-L1 buniek: Adipogénna diferenciacia bola indukovana podla
protokolu Zebisch et al. [7] Preadipocyty diferencovali v DMEM s 10% FCS, 0,1%
gentamicinom s pridavkom 0,5 mM 3-izobutyl-1-metylxantinu, 0,25 uM
dexametazonu, 1 pg/ml inzulinu a 2 uM rosiglitazéonu poc€as dvoch dni. Nésledne bolo
diferencia¢né médium I nahradené diferenciacnym médiom II s pridavkom 1 pg/ml
inzulinu. Po 72 hodinach sa médium vymenilo (2x) a nésledne boli adipocyty pouzité na
pripravu kondiciovaného média.

Priprava kondiciovaného média z adipocytov: Po diferenciacii adipocytov sa
k bunkam pridalo cerstvé DMEM s 10 % FCS, ktoré bolo po 24 h odobraté,
centrifugované pri 1 000 rpm, 10 min, 4°C, anésledne pouzité ako kondiciované
médium (CM).

Izolacia RNA a real-time PCR (gPCR): RNA bola izolovana s pouzitim TRI
Reagent™ podla protokolu od vyrobcu a nasledne sa 1 ug RNA pouzil na reverzni
transkripciu. qPCR sa uskutoc¢nila s pouZzitim SsoAdvanced Universal SYBR® Green
Supermix. Nastavenia pristroja boli nasledovné: 10 min pri 95°C, 40 cyklov pri 95°C
pocas 15 s a 60°C pocas 1 min. Sekvencie primerov boli: CA9 sense: 5’-
ACTGCCTATGAGCAGTTGCT-3> a CA9 antisense: 5’-TAGCCGAGAG
TCACCAGGTC-3’, B-aktin sense: 5‘-TCCTCCCTGGAGAAGAGCTA-3’ a B-aktin
antisense: 5‘-ACATCTGCTGGAAGGTGGAC-3°.

SDS PAGE a Western Blot (WB): Bunkové extrakty boli pripravené v lyzacnom
roztoku (150 mM NaCl, 1% Triton X100, 0,05% deoxycholat sodny, 1 mM EDTA, 0,1%
SDS, 50 mM Tris-HCI, pH 7,4). 30 pug proteinov bolo zmieSanych s 2x Laemmliho
pufrom ananesenych na 10% SDS PAGE gél. Po elektroforetickej separacii boli
proteiny prenesené na PVDF membranu. Nésledne boli membrany blokované v 5%
odtuénenom mlieku a inkubované s primarnymi protiladtkami voci proteinom CA IX
(M75, 1:3, hybridomové médium) [8], HIF-1a (1:250; BD Biosciences, 610959) a -
aktin (1:5000; Cell Signaling, #3700). Po premyti boli membrany inkubované so
sekundarnymi protilatkami (polyklonové kozie anti-mySie IgG konjugované
s peroxidazou, P0447, DAKO) nariedenymi 1:5000 v 5% odtu¢nenom mlieku. Signal
bol vizualizovany pomocou chemiluminiscenéného (ECL) ¢inidla na réntgenovych
filmoch.

Analyza adhézie: Bunky HCT116 wild-type aHCT116 KO CA9 boli
opracované s CM alebo ¢erstvym médiom (kontrola) pocas 24 h. Nasledne boli zalozené
na 96-jamkova platnicku (50 000 buniek/jamka) apo dobu 1 h boli ponechané
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adherovat. Médium s neadherovanymi bunkami bolo odsaté a adherované bunky boli
premyté s PBS. Po 4-hodinovej inkubécii bola adhézia vyhodnotend MTT testom podla
protokolu od vyrobcu a absorbancia bola zmerana pri 570 nm.

Vysledky a diskusia

Nadorové bunky derivované z karcindbmu hrubého ¢reva a prsnika boli najskor
zalozené v pozadovanej hustote, nasledne (po 24 h) opracované s CM alebo Cerstvym
médiom a kultivované v normoxickych alebo hypoxickych podmienkach. Kym
V normoxii sme po pridani CM ziskaného z bunkovej linie 3T3-L1 pozorovali zvySenu
expresiu proteinu CA IX, tak v hypoxii doslo k poklesu hladiny CA IX (Obr. 1A). Tento
efekt bol zretelny nielen v bunkach derivovanych z karcindbmu hrubého creva
(HCT116), ale aj v bunkach derivovanych z karcindmu prsnika (BT-20). V sulade
s vysledkami ziskanymi prostrednictvom WB bola pozorovand signifikantne zvySena
hladina génu CA9 v normoxii (> 9-nasobok) a signifikantne zniZzena expresia CA9
Vv hypoxickych podmienkach (p hodnota < 0,001) (Obr. 1B). Taktiez sme po opracovani
oboch bunkovych linii s CM pozorovali ovplyvnenu hladinu a podjednotky proteinu
HIF-1 ¢o naznacuje, ze k zvySeniu hladiny CA IX v normoxii dochadza v dosledku
aktivacie hypoxiou-indukovanej signalnej drahy.

A B CA9
BT-20 HCT116 sgos ok
normoxia hypoxia normoxia hypoxia 04 M1 L
3T3-L1 CM 2 + - + 3T3-L1CM = * = g i‘s’z i
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Obrazok 1. Vplyv kondiciovaného média (CM) derivovaného z 3T3-L1 adipocytov na
expresiu CA IX Vv bunkdch odvodenych z ndarodov hrubého éreva a prsnika. A) WB
analyza proteinov CA IX a HIF-1a po opracovani buniek s CM v normoxii
a hypoxii pocas 24 h. Hladina f-aktinu sluZi ako kontrola nanesenia rovnakého
mnoZstva proteinov na gél. B) qPCR analyza génu CA9 po opracovani buniek s 3T3-
L1 CM. Data su prezentované ako priemer = SD. *** p < 0,001

Na zaklade literatury vieme, ze CM z adipocytov prispieva K invazii buniek
karcindbmu prsnika a hrubého c¢reva [2, 9], avSak presny mechanizmus nie je zatial
znamy. Preto sme sa rozhodli sledovat’ vplyv CM z adipocytov na adhézne vlastnosti
HCT116 buniek prirodzene exprimujucich gén CA9 (HCT116 wild-type) a porovnat’ ich
s bunkami s vyradenym génom CA9 (HCT116 KO CA9). Ako je znazornené na grafe
v Obrazku 2, opracovanie HCT116 wild-type buniek s 3T3-L1 CM viedlo
k vyznamnému znizeniu ich adhézie oproti kontrolnym bunkam bez CM. Naopak,
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Vv bunkach HCT116 KO CA9 nebol pozorovany ziadny rozdiel v adhéznej kapacite po
pridani CM oproti kontrole. Tento vysledok naznacuje, ze znizena adhézia buniek
HCT116 je priamo sprostredkovana proteinom CA IX ajeho zvySenou expresiou
V nddorovych bunkach po opracovani 3T3-L1 CM.

Adhézia
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Obrazok 2. Adhézia buniek opracovanych s kondiciovanym médiom (CM) ziskanym 7 3T3-
L1 adipocytov. Bunky HCT116 wild-type boli spolu s bunkami s vyradenym génom
CA9 (HCT116 KO CA9) opracované s 3T3-1.1 CM po dobu 24 h a nasledne boli
analyzované adhézne vlastnosti nadorovych buniek. Ddta su prezentované ako
priemer £ SD. n.s. p > 0,05; **** p <0,0001

Zaver

Nase vysledky dokazuji, ze faktory pritomné v sekretome adipocytov
ovplyviiuji hladinu CA IX v nddorovych bunkach. Kym v normoxickych podmienkach
je expresia CA IX vplyvom CM zvySend, tak v hypoxii dochadzalo k poklesu jej
expresie. Vzhl'adom k pozitivnej korelacii s hladinou HIF-1a predpokladame, ze
pozorovany efekt CM na CA IX je vysledkom ovplyvnenia hypoxiou-indukovanej
signalnej drahy. Po opracovani buniek s CM bola taktieZ pozorovana znizend adhézia
HCT116 wild-type buniek, avSak Ziadny efekt nebol zretelny pri HCT116 bunkach
s vyradenym génom CA9. Je zrejmé, Zze efekt CM na adhéziu nadorovych buniek je
sprostredkovany proteinom CA IX. Na zéklade spominanych vysledkov mézeme
konStatovat’, ze v pritomnosti adipocytov vedia nadorové bunky nadobudnut’ vlastnosti,
ktoré zvysia ich invazivny potencial. Daliie analyzy ndm umoznia odhalit’ vyznam
adipocytmi-indukovanej expresie CA 1X v nadorovych bunkach a tym lepsie pochopit’
molekularne mechanizmy spéjajuce obezitu a rakovinu.
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Uvod

Karcindbm prostaty patri celosvetovo medzi najcastejSie onkologické ochorenia
postihujuce muzov. Hlavnym rizikovym faktorom podmieniujicim vznik ochorenia je
vek. Karcindm prostaty postihuje najmd muzov starSich ako 50 rokov [1]. Medzi
rizikové faktory tiez patria etnicita, familidrna predispozicia, genetické
a environmentalne faktory [2].

Vznik a progresia karcinomu prostaty zavisi najmi od pohlavnych horménov
[1]. Estrogény, hoci st povazované hlavne za Zenské pohlavné hormony, zohravaji
ddlezitt tlohu pri udrZiavani zdravia muzov, ako aj pri karcinogenéze prostaty. Estradiol
sa u muZov zucastiiuje na regulacii spermatogenézy, erektilnej funkcie a udrziavani
zdravého libida [3]. Estrogény posobia prostrednictvom estrogénovych receptorov.
Klasické estrogénové receptory ERa a ERB sa nachadzaji vo vnutri bunky a po
naviazani ligandu maju priamy gendémovy efekt, ktorym moduluji transkripciu
vybranych génov. ERa zodpovedd za zvySenu proliferdciu buniek, ¢im moze
podporovat’ karcinogenézu prostaty, kym ERP vedie k aktivacii apoptdézy a ma
pravdepodobne skor protektivny t€inok. Estrogénovy receptor spriahnuty s G-proteinmi
(GPER) je lokalizovany na bunkovej membrane a Vv endoplazmatickom retikule.
Zabezpecuje rychle negenémové posobenie estrogénov nezéavislé od ovplyvnenia
transkripcie. Po naviazani estrogénov na GPER dochédza k aktivécii vnatrobunkovych
signalnych kaskad, ktoré reguluji bunkovt proliferaciu, bunkovy cyklus, apoptdzu, ako
aj d’alSie procesy. Presna uloha GPER pri karcindme prostaty nie je zatial znama,
predpokladd sa skor jeho protektivne pdsobenie [1]. Aktivacia GPER pomocou
selektivneho agonistu G-1 viedla k inhibicii rastu a k nekroze kastracne rezistentného
karcindmu prostaty, o z neho robi potencialny terapeuticky ciel4].

Ciel'om prace bolo sledovat asociaciu medzi polymorfizmami (rs3808350,
rs3808351) lokalizovanymi v promotorovej oblasti GPER1 génu kodujuceho GPER
receptor arizikom vzniku a progresie karcinomu prostaty. Zaroven sme sledovali
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expresiu GPER1 génu v tkanivach karcinomu prostaty, ako aj vplyv sledovanych
polymorfizmov na zmeny expresie tohto génu.

Materialy a metody

Studovand populdcia. Stadia zahriiovala 724 pacientov s histologickym
potvrdenim karcindmom prostaty (Vek: X = 66,5, SD = 9,6) a kontrolnti vzorku 668
zdravych muzov (Vek: X = 66,5, SD = 9,6). Vzorky tkaniva boli ziskané od 48 pacientov
s karcinomom prostaty (Vek: X = 69, SD = 7,9) a ako kontrolna vzorka bolo pouzité
rutinne odobraté tkanivo benignej hyperplazie prostaty (BHP) od 39 pacientov (Vek: X
= 68,9, SD = 7,9). Stadia bola schvalena Etickou komisiou Univerzity Komenského
v Bratislave a vsetci muzi predlozili informovany suhlas s G¢ast'ou na $tadii.

Genotypizacia. Genémova DNA bola izolovana zkrvi pomocou The
Wizard® Genomic DNA Purification kitu (Promega Corporation). Polymorfizmy boli
analyzované pomocou alelovo Specifickej PCR reakcie. Polymorfizmus rs3808350 bol
analyzovany pomocou nasledujtcich primerov: P1 (A): 5" CTATTT TTA AGT GAC
ATGTCG CA 3", P2(G): 5" TAAAAATTC AAA CCT TGA AAT ATCC 3", P3 (1):
5" CAG TAC AAG TTACTTACCCGCC3,P4(2):5 ATATGT ACCTTTTTG
TAT TTG GAT GAT A 3’. PCR mastermix obsahoval 100 ng DNA, 2,4 ul 5X HOT
FIREPol® Blend Master Mix RTL (Solis BioDyne OU), 0,5 ul kazdého primeru a 6,6
ul nuclease-free H2O. PCR program pozostaval z 15 min pociato¢nej denaturacie pri
95°C, po ktorej nasledovalo 37 cyklov - 20s pri 95°C, 45s pri 58°C, 1 min pri 72°C,
a finalna polymerizéacia 10 min pri 72°C. PCR produkty boli separované pomocou 3%
agarozovej elektroforézy. Vysledné produkty mali velkost’ 205 bp pre alelu A a 294 bp
pre alelu G. Polymorfizmus rs3808351 bol analyzovany pomocou nasledujucich
primerov: P1 (G): 5 GGC TTG GGG GGC CTC GCT ATG 3’, P2 (A): 5" CGA TGG
CCG CCCCATGAGTGT 3,P3(1): 5" CTC ATA CTC AGC GGA CAA AGG ATC
ACTCAGC3’,P4(2): 5 CTG CTC ATG GTT GCG GAT TTC ACA GTCT 3". PCR
master mix obsahoval: 100 ng DNA, 2,4 ul 5X HOT FIREPol® Blend Master Mix RTL
(Solis BioDyne OU), 0,5 ul primerov P1 a P2, 0,3 pl primerov P3 a P4 a 7 ul nuclease-
free H20. PCR program pozostaval z 15 min poc¢iato¢nej denturacie pri 95°C, po ktorej
nasledovalo 32 cyklov - 20s pri 95°C, 45s pri 67,3°C, 1 min pri 72°C, a finalna
polymerizéacia 10 min pri 72°C. Produkty boli separované pomocou 4% agardzovej
elektroforézy. Vysledna produkty mali vel'kost’ 196 bp pre alelu G a 231 bp pre alelu A.

Analyza génovej expresie. RNA bola izolovana z tkaniv pomocou AllPrep
DNA/RNA/mMIRNA Universal kitu (Qiagen GmbH). Na prepis RNA (1 pg) do cDNA
bol pouzity RT2 First Strand kit (Qiagen GmbH). Na semi-kvantitativnu real-time PCR
bol pouzity RT2 gPCR Primer Assay for Human GPER1 (Qiagen GmbH) a ako
referencny gén bol pouzity GAPDH.

Statistické analyza. Vypoéitali sme frekvenciu jednotlivych genotypov
u pacientov s karcinobmom prostaty a U zdravych muzov. Asociacia s karcinomom
prostaty bola sledovana kalkulaciou Odds ratio. Analyza expresie génu GPER1 bola
sledovana pomocou Livakovej metody. Cq hodnoty GPER1 génu boli porovnané s Cq
hodnotami referen¢ného génu a nasledne bola ziskana hodnota ACq. Fold-change bol
vypoéitany ako 2444,
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Vysledky a diskusia

Zistili sme Statisticky vyznamnu asociaciu AG genotypu (OR=1,33, p=0,02), GG
genotypu (OR=1,41, p=0,04), ako aj G alely (OR=1,22, p=0,01) polymorfizmu
rs3808350 srizikom vzniku karcindmu prostaty. Polymorfizmus 1rs3808351
nevykazoval Ziadnu asociaciu S rizikom vzniku karcindbmu prostaty (Tab. 1). Po
rozdeleni pacientov podla vybranych klinicko-patologickych parametrov sme zistili
vyznamnu asociaciu GG genotypu rs3808350 polymorfizmu so zvySenym rizikom
karcindbmu prostaty u pacientov s hladinou PSA nizSou ako 10 ng/ml (OR=1,54,
p=0,0437), Gleasonovym skore < 7 (OR=1,50, p=0,04) a pT3/pT4 stadiom (OR=2,16,
p=0,05). Nezistili sme asociaciu medzi vybranymi klinicko-patologickymi parametrami
a rs3808351 polymorfizmom.

Doteraz nebola publikovana Studia asociacie tychto dvoch polymorfizmov
s rizikom vzniku karcindmu prostaty. Polymorfizmy rs3808350 a rs3808351 su vSak
povazované za potencidlne prognostické markery progresie onkologickych ochoreni a to
najmai u Azijskej populacie [5]. Najviac §tudované su tieto polymorfizmy pri karcinéme
prsnika, kde sa zistila asociacia polymorfizmu rs3808351 s histopatologickymi
charakteristikami (velkost’ nadoru, stupeni malignity) [6].

Pri analyze expresie GPER1 v tkanivach sme celkovo zistili 1,46-nasobne vyssiu
expresiu U pacientov s karcinOmom prostaty v porovnani s kontrolnou skupinou
(Obr. 1). Expresia GPER1 u karcindmu prostaty nie je jednoznac¢ne popisana. Kym
niektoré Stidie popisujii znizeni expresiu GPER1 u karcindmu prostaty s nizkym
Gleasonovym skore, iné zistili zvySeni expresiu GPER1 u kastra¢ne rezistentného
karcinomu prostaty. Zmeny expresie GPER1 v tkanivach karcindbmu prostaty st
pravdepodobne podmienené stadiom ochorenia [4,7].

Tabul’ka 1. Asocidcia vybranych GPERI polymorfizmov s rizikom vzniku karcinomu

prostaty

rs3808350 OR (95% CI) Hodnota p
AA ref.

AG 1,33 (1,06 - 1,68) 0,02

GG 1,41 (1,03 - 1,95) 0,04
Alela A ref.

Alela G 1,22 (1,04 — 1,42) 0,01
rs3808351 OR (95% CI) Hodnota p
GG ref.

AG 0,96 (0,77 — 1,20) 0,70

AA 1,14 (0,80 - 1,22) 0,49
Alela G ref.

Alela A 1,03 (0,87 - 1,21) 0,75
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Obrazok 1. Analyza expresie GPERI1. A) Sledovanie expresie GPER1 V tkanivdach pacientov
S karcinomom prostaty a u pacientov s BHP. B) Sledovanie vplyvu polymorfizmu
rs3808350 na expresiu GPERL. C) Sledovanie vplyvu polymorfizmu rs3808351 na

expresiu GPER1.

Hoci sme vnaSej praci sledovali zvySeni expresiu GPER1 u pacientov
s karcindmom prostaty v porovnani s kontrolnou skupinou, tieto vysledky nezohl'adiiuji
Stddium ochorenia. Zistili sme tiez, ze pacienti s GG genotypom 153808350
polymorfizmu maja 1,96-nasobne vyssiu expresiu GPER1 v porovnani s pacientami
s AA genotypom. Zvysend expresia GPER1 upacientov so sledovanymi
polymorfizmami je pravdepodobne podmienena lokalizaciou danych polymorfizmov
V promotorovej oblasti a ich naslednym vplyvom na transkripciu GPER1 génu.

Vysledky nasej prace poukazuji na moznti vyznamnu ulohu GPER v patogenéze
karcindmu prostaty.
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Uvod

Testikularne nadory sice nepredstavuju Casti malignitu, ale postihuju predovsetkym
mladych chlapcov amuzov. V pripade neskorej diagnostiky alebo vyskytu
chemorezistencie su to prave tito mladi muzi v produktivnom veku, ktori pridu o Zivot.
Predpoklada sa, Ze v eurdpskych krajinach celkovy pocet pacientov s rakovinou
semennikov vzrastie do roku 2035 az 0 13 % [1].

Srastuicim poftom pripadov stipa aj pocet pacientov rezistentnych na
cytostatikum cisplatinu (CisPt), ktora predstavuje hlavné liecivo tohto ochorenia. Ked'ze
nadorové bunky dok4zu modulovat’ svoj metabolizmus, aby si zabezpecili preZivanie aj
V nepriaznivych ~ podmienkach  nadorového  mikroprostredia  ovplyvneného
chemoterapiou, porozumenie rozdielov medzi bunkami senzitivnymi a rezistentnymi na
chemoterapiu by mohlo viest’ k pochopeniu mechanizmov vzniku chemorezistencie [2].

Sucasny vyskum poukazuje na obrovsky vyznam mastnych kyselin (MK) pre
proces tumorigenézy. Priklady zahffiaji zvySenti zavislost nadorovych buniek na
de novo syntézu a exogénnu absorpciu MK nielen na udrzanie ich rychlej proliferacii,
ale aj na ich funkciu ako zakladny energeticky zdroj po¢as podmienok metabolického
stresu, ktory moze byt navodeny napriklad aj chemoterapiou [3].

Vzhl'adom na doélezitost MK pre tumorigénne procesy je cielom naSej prace
porovnavat’ expresiu enzymov potrebnych na syntézu MK v bunkach citlivych
a rezistentnych na CisPt. Konkrétne sme sa zamerali na enzymy ako je adenozintrifosfat-
citratlyaza (ACLY), acetyl-koenzym A karboxylaza 1 (ACC1), Syntaza mastnych
kyselin (FASN) a transkripény faktor sterolovy regulacny prvok viazuci protein 1
(SREBP-1), ktory reguluje ich expresiu.

Na vyznamnu rolu metabolizmu MK pri CisPt rezistencii sme poukazali aj
pomocou farmakologickej inhibicie FASN inhibitorom C75 a inhibicie ACC1l
inhibitorom TOFA.
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Materialy a metody

Kultivacia buniek. Pracovali sme s testikuldrnou nadorovou liniou NTERA-2,
senzitivnou a rezistentnou na CisPt (dar od Dr. Kalavska, Narodny onkologicky ustav,
Bratislava). Bunky sme kultivovali v kultivatnych miskdch s médiom DMEM
obsahujucim 10 % fetalne tel’'acie sérum (FCS) a 50 mg/ml gentamicin pri teplote 37 °C
v termostate Forma Direct Heat CO2 Incubator (Thermo Scientific).

Western blot. Jeden deni po nasadeni 1 000 000 buniek na misku sme bunky
zlyzovali pomocou lyza¢ného roztoku RIPA (1 mM EDTA, 0,1 % SDS, 50 mM Tris-
HCI, pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 % Triton X100, 0,05 % deoxycholat sodny). Po
elektroforetickej separacii proteinov pomocou SDS-PAGE a ich transfere na PVDF
membranu (Macherey-Nagel), sme membranu blokovali v 5 % mlieku. Nasledne sme
membranu inkubovali s primarnymi protilatkami (ACC1 Rb 1:1000, ACLY Rb 1:1000,
1:1000, FASN Rb 1:1000, BACT M 1:10000, SREBP-1 M 1:250). Po inkubacii sme
membranu premyli a nasledne ju inkubovali v mixe sekundarnych protilatok (LiCor a-
Rb-800CW 1:10 000 a a-M-680RD 1:10 000) Fluorescen¢ény signal sme skenovali
skenerom Odyssey CLx (LI-COR).

gPCR. Sledovanie expresie génov sme uskutocnili pomocou metody qPCR.
Vyuzili sme SsoAdvanced universal SYBR® Green supermix (Bio-Rad Laboratories).
Amplifikaciu (40 cyklov) sme uskutoc¢nili v pristroji StepOnePlusTM Real-Time PCR
System (Applied BioSystems) s amplifikaénym programom 95°C 10 min, 95 °C 15 s,
60 °C 1 min.

Luciferdzovy test. Transfekciu sme vykonali 24 hod po zalozeni 500 000 buniek
na kultiva¢né misky. Na transfekciu sme vyuzili plazmidy pLDLR-Luc (SRE) (firefly)
a 100 ng Renilly (sea pansy). Po 24 hod inkubacii sme bunky zlyzovali pomocou
protokolu kitu Dual-Luciferase Report Assay System 10-Pack (Promega) a luciferazova
aktivitu merali pristrojom Synergy H4 Microplate Reader (BioTek).

Testovanie viability buniek. Bunky (1000 buniek/jamka) sme zalozili na 96-
jamkovu platnicku. Po 24 hod sme pridali 1 uM CisPt a 25 uM C75 - inhibitor FASN,
0,5 uM TOFA - inhibitor ACC). Po 4 dnovej inkubacii sme Viabilitu stanovili pridanim
farbicky Cell Titer Blue (Promega), ktort sme s bunkami inkubovali 4 dni a nasledne
sme odmerali intenzitu fluorescencie pristrojom SYNERGY H4 microplate reader
(BioTek) pri vinovych dizkach excitacia 530 a emisia 590.

Vysledky a diskusia

Dnes uz vieme, Ze dysregulovany metabolizmus lipidov moéze prispievat
k plasticite nadorovych buniek a stuvisiet’ so vznikom chemorezistencie [4]. V pripade
testikuldrnej nadorovej linii NTERA-2 sa javi, Ze na cisplatinu rezistentné bunky majt
zvySenu expresiu enzymov syntézy MK - ACLY, ACC1 a FASN (Obr. 1A). Avsak,
zvySené mnozstvo danych proteinov sme v rezistentnych bunkach pozorovali iba
Vv pripade enzymov ACC1 a ACLY (Obr. 1B).
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Obrazok 1. Expresny profil ACLY, ACC1, FASN v testikuldrnej nadorovej linii NTERA-2.
A) Rezistentné bunky vykazuju zvySenu mieru expresie enzymov ACLY, ACCI,
FASN na urovni mRNA. B) Na urovni proteinov maju rezistentné bunky zvySené
mnoZstvo enzymu ACCI a ACLY.

Dané rozdiely nas viedli k analyze transkripéného faktora s nazvom sterolovy
regula¢ny prvok viazuci protein 1 (SREBP-1), o ktorom je zname, Ze sa podiel'a na
pozitivnej regulacii syntézy MK [5]. Pomocou metédy qPCR sme v rezistentnych
bunkach detegovali zvySent expresiu tohto transkripéného faktora (Obr. 2A). Podobny
vysledok sme dosiahli aj metdédou Western blot. Rezistentné bunky oproti senzitivnym
bunkdm vykazovali zvySené mnoZstvo celkového SREBP-1, ale aj zvySené mnozstvo
jeho aktivnej Stiepenej formy (Obr. 2B). NavySe, na zaklade luciferazového testu
rezistentné bunky preukazovali zvySenu transaktivaciu cielovych génov SREBPs, a to
az 0 60 % (Obr. 2C).
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Obrazok 2. Expresny profil SREBP-1 v testikuldrnej nadorovej linii NTERA-2. A)
Rezistentné bunky vykazuju zvySenu mieru expresie SREBP-1a. B) Na urovni
proteinov maju rezistentné bunky zvySené mnoZstvo celkovej aj aktivnej Stiepenej
formy SREBP-1. (Cervend Sipka) C) Rezistentné bunky linii NTERA-2 maju
zvySenti mieru transaktivacie ciel’ ovych génov. SREBPs.
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Kombinovana terapia testovana na viacerych typoch nadorov Castokrat viedla
k zmenam v metabolickych drahach suvisiacich s lipidmi, ¢im nastalo zvratenie
chemorezistencie [2]. Zaujimalo nas, ¢i podobny efekt mézeme pozorovat aj
Vv testikularnych nddorovych bunkéach. Na farmakologicku inhibiciu enzymu ACC1 sme
vyuzili inhibitor TOFA. Samotny inhibitor nemal takmer Ziadny vplyv na prezivanie
senzitivnych buniek, avsak v pripade rezistentnych buniek nastalo zniZenie viability az
0 73 %. Zaroven sa nam podarilo zvysit' G¢innost’ CisPt takmer o0 60 % (Obr. 3).

NTERA-2 Senzitivne 0,5 uM TOFA + 1 uM CisPt NTERA-2 Rezistentné 0,5 uM TOFA + 1 uM
120 CisPt
100 97:89 120
100 T Ig 100
100
< 80
S - 77,20
=4 § 80
= 60 ©
] £ 60
S 40 £
26£89 23,59 5 40 27,27
20 = 20 . 1772
0 0 -
DMEM 1uMCisPt 0,5 uMTOFA 0,5uM TOFA + DMEM 1uMCisPt  0,5uMTOFA 0,5 uM TOFA +

1 uM CisPt 1 uM CisPt

Obrazok 3. Viabilita NTERA-2 buniek po inkubdcii s 1 uM CisPt a 0,5 uM TOFA. Cielend
inhibicia ACC1 viedla k zvySeniu citlivosti buniek na CisPt.

Pomocou inhibitora C75 sme dokézali, Ze inhibicia FASN zvySuje citlivost’
testikularnych nadorovych buniek na CisPt. Samotny inhibitor ma opat’ iba mierny vplyv

na prezivanie buniek. V tomto pripade sme zvysili G€inok CisPt o priblizne 31-42 %
(Obr. 4).

NTERA-2 Senzitivne 25 uM C75 + 1 uM CisPt NTERA-2 Rezistentné 25 uM C75 + 1 uM CisPt
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100 100
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& &
S 40 > 40

20 16£14 20 16,81

. . ]
DMEM 1 uM CisPt 25uM C75 1uM CisPt +25 DMEM 1 uM CisPt 25uM C75 1uM CisPt +25
uM C75
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Obrazok 4. Viabilita NTERA-2 buniek po inkubdcii s 1 uM CisPt a 25 uM C75. Inhibicia
enzymu FASN mala za nasledok zvySenie ucinku CisPt.

Zaver

Na zaklade vysledkov naSich experimentov predpokladame, Ze na transkripcnej
urovni maju testikuldrne nadorové bunky rezistentné na CisPt podporenii expresiu
enzymov syntézy MK. Zaroven sme dokazali, ze cielend farmakologickd inhibicia
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vybranych enzymov syntézy MK zvysuje citlivost’ testikularnych nadorovych buniek na
CisPt. Napriek tomu, ze na porozumenie komplexnej regulacie tohto metabolizmu
Vv testikularnych nadoroch je potrebné vykonat hlbSiu analyzu, verime, Zze nami
poskytnuté dokazy preliminarneho charakteru poukazuji na potencial kombinovanej
terapie zacielenej na metabolizmus MK.
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ZVRATENIE CHEMOREZISTENCIE NADOROV
VZNIKAJUCICH ZO ZARODOCNYCH BUNIEK POMOCOU
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NADOROVYCH KMENOVYCH BUNIEK
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Uvod

Nédorové mikroprostredie tvori viacero typov buniek, vratane nddorovych kmenovych
buniek [1]. Tento typ buniek je svojimi vlastnostami podobny normalnym kmenovym
bunkam, je prekurzorom viacerych bunkovych typov, vratane kmenovych buniek
a prekurzorovych buniek, ktoré dalej diferencuji. Nadorové kmenové bunky su
vV nadore zodpovedné za progresiu, metastazovanie a taktiez suvisia s rezistenciou na
protinadorovt liecbu a recidivou nddorov po liecbe. Nadorové kmetnové bunky obsahuju
Specifické proteiny, tzv. markery, ktoré sa od markerov kmenovych buniek liSia v tom,
7e su nadexprimované a signalne drahy v ktorych s zapojené su Casto deregulované.
Tieto markery st Specifické biomarkery vyznamné najmid z hl'adiska diagnostiky
nadorovych ochoreni, a predstavuju tiez sl'ubné terapeutické ciele [2]. AZ 95% nadorov
zo zarodoénych buniek je detegovanych v semennikoch (TGCT z angl. Testicular Germ
Cell Tumor). Tieto nadory sa v populacii nevyskytuju ¢asto ale u mladych muzov vo
veku od cca 15 — 44 rokov ide a o najéastej$iu malignitu so stale stiipajiicou incidienciou.
Liec¢ba tychto solidnych nédorov je vd’aka chirurgickému zakroku, radiologii a najma
chemoterapii na baze cisplatiny vel'mi uspe$na. Existuje vSak priblizne 15 — 20%
pacientov, ktory na tento typ chemoterapeutickej liecby vykazuju rezistenciu,
recidivuju, a asi 3-5% tychto pacientov nakoniec ochoreniu podl'ahne. Prave tito pacienti
vyZaduju zefektivnenie liecby.

V naSej praci sme sa zamerali na detekciu markerov na paneli
chemorezistentnych a chemosenzitivnych nadorovych buniek, ktoré nasledne vyuzijeme
ako mozny terapeuticky ciel’ [3, 4]. Efektivnost’ vybranych latok nasledne testujeme in
vitro aj in vivo podmienkach. Viaceré¢ Stidie poukazuji na uc¢innost konjungatu
protilatka — liecivo (ADC z angl. Antibody Drug Conjungate) Sacituzumab Govitekanu
zacieleného na povrchovy marker nadorovych buniek TROP — 2 pri réznych typoch
nadorov [5, 6]. Tento povrchovy marker sme uspesne detegovali na niekol’kych typoch
nadorovych bunkovych linii a pilotné Studie dokazuju cytotoxicky a protinddorovy
efekt.
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Material a Metodika

Bunkové linie. V nasej praci sme pouzili rézne histologické subtypy nddorovych
zarodo¢nych bunkovych linii (GCTs - zangl. Germ Cell Tumors) vratane
embryonalneho karcindmu (2102Ep, NCCIT, TERA-1, TERA-2, NTERA-2 NECS),
choriokarcinomu (JEG-3, JAR), seminomu (TCam-2), teratomu (Susa), nadoru
Zitkového vaku (NOY-1), testikularneho nadoru Zitkového vaku (NCRG-1) a z nich
odvodené izogénne varianty rezistentné na cisplatinu rezistené varianty. Tieto bunkové
linie boli komeréne zakupené (ATCC® z angl. American Type Culture Collection),
DSMZ z angl. German Collection of Microorganisms and Cell Cultures) alebo ziskané
darom z inych laboratorii. Rezistentné varianty tychto bunkovych linii boli derivované
priamo v naSom laboratériu (postupnym zvySovanim selekéného tlaku cisplatiny) alebo
ziskané darom. Kultivacné média (DMEM z angl. Dulbecco ‘s Modified Eagles
Medium, s obsahom glukézy 4,5g/1 , Sigma — Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Germany; RPMI 1640, Sigma — Aldrich; Advanced-DMEM/F12 (1X) Gibco,
ThermoFischer Scientific, Waltham, MA, USA; McCoy's 5A, Sigma — Aldrich).
Vsetky pouzité media obsahovali 10% fetalne hovéddzie sérum (Gibco, ThermoFischer
Scientific), a Antibioticky a antimykoticky roztok A5955 (100x), Sigma - Aldrich.
Bunky boli kultivované v podmienkach 2D alebo 3D (vo forme multicelularnych
sféroidov), v termostate pri 37°C s 5% obsahom COs..

gRT-PCR. RNA bola zo vzoriek vyizolovana pomocou komeré¢ne dostupného
kitu (NucleoSpin RNA, Mini kit for RNA purification; Macherey — Nagel; Germany)
a prepisand do cDNA s vyuzitim kitu RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
(ThermoFischer Scientific; Waltham MA, USA). V oboch pripadoch sme postupovali
podrla priloZzeného manualu vyrobcu. Kvalita a Cistota vyizolovanej RNA bola stanovena
pomocou NanoDrop spektrofotometra ND — 100 (ThermoFischer Scientific). Génova
expresia vo vzorkach bola sledovana pomocou kvantitativnej real — time PCR s vyuzitim
TagMan sond (TagMan™ Gene expression Assay, FAM; ThermoFischer Scientific).
Porovnanie hladiny expresie sledovanych génov bolo vyhodnotené s pouzitim 2 — AACt
metody, pricom expresia génu GADPH (Glyceraldehyd — 3 — fosfat dehydrogenaza) bola
referen¢nou hodnotou. Pre priebeh reakcie bol pouzity termocyklér AriaMX Real —time
PCR systém (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA).

Prietokova cytometria. Na detekciu povrchového markera Trop — 2 bola pouzita
protilatka Trop — 2 anti — human, APC REAfinity ™ clone REA916 (Miltenyi Biotec,
Germany) Vv riedeni 1:50 a bolo pouzitych 500 000 nadorovych buniek. Mitve bunky
boli vylucené z analyzy na zéklade farbenia Sytox Green a analyza prebehla pomocou
BD FACSCanto™ II flow cytometer (Beckton Dickinson, USA), ktory obsahuje
program FacsDiva. Déta boli vyhodnotené pomocou programu FCS Express.

Stanovenie relativnej bunkovej viability. Na stanovenie ciltivosti buniek po
ovplyvneni Sacituzumab govitekanom (SG, IMMU-132, Selleckchem, Huston, USA)
bol pouzity luminiscen¢ny kit: CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay
(Promega Corporation, Madison, WI, USA), podla postupu uvedené¢ho u vyrobcu.
Bunky boli nasadané v mnozstve 1x10°jamka v 100ul kultivaéného média na 96
jamkové platnicky (Cell culture microplate, F-bottom, pCLEAR®, white, cellstar®,
Greiner Bio-one, Germany), po 6 hodinach boli lie¢ené SG (Selleckchemm) v réznych
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koncentraciach (v technickych tripikatoch). Na konci experimentu boli hodnoty
vyjadrené ako priemery replikatov = SD, a relativna viabilita bola uvedend v percentach.
Za 100 % bunkovu viabilitu sa povazovala luminiscencia kontrolnych buniek bez
lie¢iva. Hodnoty ICso sme vyhodnotili pomocou Graphad Prism® (Boston, MA,USA).

3D mnohobunkové sféroidy boli kultivované v 96 — jamkovych platnickach s
ultra — nizkou pril'navostou (ULA platni¢ky, Corning ™; Thermo Fisher Scientific, NY
USA). v kultivaénom médiu 3 dni. Nasledne boli ovplyvnené réznymi koncentraciami
lieciva - SG, (Selleckchemm). Po 4 dioch bola relativna viabilita 3D mnohobunkovych
sféroidov odtestovana pomocou testu CellTiter-Glo™ 3D Cell Viability Assay
(Promega Corporation) avysledky boli vyhodnotené pomocou Graphad Prism®
(Graphpad Inc., La Jolla, CA,USA).

In vivo experimenty. V stlade s inStitucionalnymi smernicami a podla
schvalenych protokolov (Gstavnou etickou komisiou a Stitnou veterindrnou
a potravinovou spravou SR - Ro- 5862-3/2023-220) boli pouzité 6 az 8 — tyzdinové mysi
NSG® (NOD.Cg-Prkdcscid 112rgtm1w;jl/SzJ/ *). Vhodn4 bunkova linia bola vybrana na
zaklade predoslych in vitro vysledkov, a podana suspenzia obsahovala 1x10° buniek
v 100 pl zmesi: extracelularnej matrix (ECM Gel - Engelbreth-Holm-Swarm murine
sarcoma liquid, BioRea, Lamballe — France) 1:1 (50 pl média DMEM bez séra, 50 pl
ECM). Bunkova suspenzia bola podana bilateralne subkutanne kazdej zo skupiny
8 NSG mysi. Na 7. den, po dosiahnuti hmatate'nych nadorov 1x1 mm u vsetkych
zvierat, bol 4 mysiam podany intravenozne liek Trodelvy® (SG 200mg; prasok na
koncentrat na infuzny roztok; registratné cislo: EU/1/21/1592/001) v mnozstve
17,5mg/kg. Zvieratam bolo podanych maximalne 8 davok s frekvenciou dvakrat
tyzdenne [7]. Dvom zvieratam zo skupiny bola podana cisplatina (Hospira UK Ltd.,
Warwickshire, UK) (3mg/kg/davka; maximalne 4 davky s frekvenciou 1x tyzdenne).
Nadory boli zmerané posuvnym meradlom a objem vypocitany podl'a vzorca pre objem
elipsoidu: objem = 0,52 x ((§irka + dizka)/2)%. Zvierata boli utratené, ked’ nadory
presiahli objem 1 cm?®, v pripade zhorseného zdravotného stavu skor. Vysledky boli
vyhodnotené v Graphad Prism® (Graphpad Inc., La Jolla, CA, USA).

Vysleky a diskusia

Cisplatina ako chemoterapeutické Ccinidlo je velmi G¢innd pri mnohych
solidnych nadorov vratane TGCT avSak u niektorych pacientov  vznika
chemoterapeutickd rezistencia, nasledkom ktorej dochadza k recidive ochorenia,
pacienti maju zIu prognézu a zomieraji. Celkovy mechanizmus rezistencie TGCT nie
je doposial’ objasneny [8-10]. Niektoré bunkové linie TGCT dokonca vykazuju skrizena
rezistenciu na viaceré platinové analogy (oxaliplatina, karboplatina) [11]. Prave z tohto
hl'adiska je dolezité skimat’ nové terapeutické moznosti, nezavislé od liekov na baze
platiny.

Viaceré Stadie dokazuju ucinnost imunoterapeutického pristupu konjugatu
protilatka — lieck (ADC) Sacituzumab Govitekan zacieleného na povrchovy marker
nadorovych buniek TROP — 2 pri réznych typoch nadorov [5, 6]. SG je doposial
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schvaleny FDA pre metastaticky trojito — negativny karciném prsnika (TNBC — z angl.
Triple — negative breast cancer) a metastaticky urotelialny karciném [5, 12].

Expresia Trop — 2, transmembranového glykoproteinu, bola potvrdena
v nadorovych zarodo¢nych bunkach NTERA — 2 a Susa (1 — internetovy zdroj uvedeny
v referenciach). V naSej praci bola expresia TROP — 2 analyzovana viacerych
histologickych podtypoch GCT. Vysledky dokazuji nadexpresiu génu TACSTD2
a zaroven aj proteinu Trop — 2 ubunkovych linii histologickych podtypov GCT:
choriokarcindém — JEG3 a jeho cisplatina — rezistentného variantu JEG3 CisR, seminému
(TCam2, TCam?2 CisR), nadoru Zitkového vaku (NOY 1, NOY1 CisR) a embryonalneho
karcinomu (NECR8) (Obr. 1 a 2). Cytotoxicita SG in vitro poukazala, Ze u bunkovej linie
JEG3 CisR a TCam2 CisR bola senzitivita v 3D multicelularnych sféroidoch vyssia
V porovnani s bunkovou liniou kultivovanou v 2D prostredi (v monovrstve). Hodnoty
ICs boli: 1Cso (TCam2 CisR 2D) => 10 nM SG; ICsp (TCam2 CisR 3D) = 1,25 nM SG;
ICs0 (JEG3 CisR 2D) =8 nM SG; (JEG3 CisR 3D) = 1,25 nM SG (Obr. 3). Toto zistenie
naznacuje jeho mozny protinadorovy u¢inok in vivo. Taktiez bola overena cytotoxicita
liec¢iva Irinotekan in vitro bez naviazania na humanizovanti monoklonalnu protilatku,
ktora $pecificky rozoznava povrchovy marker TROP-2. Z vysledkov vyplyva, ze na

dosiahnutie ¢o najvyssej citlivosti GCT je potrebny ADC SG a nie len jeho cytotoxicky
agent Irinotekan.
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Obrazok 1. Stanovenie génovej expresie TACSTD?2 génu vo vybranych bunkovych liniach
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Na overenie protinadorového uginku SG TRODELVY® bola v pilotnom
experimente na skupine 8 zvierat subkutanne bilateralne injikovana bunkova linia JEG3
CisR. Zvieratéa boli rozdelené do troch skupin. NelieCena skupina predstavovala kontrolu
(n=4 xenografty), lieCena kontrola oSetrena cisplatinou (n=4 xenografty) a lieCena
kontrola SG TRODELVY® (n=8 xenograftov). Napriek tomu, Ze skupina zvierat lie¢ena
SG TRODELVY® dosahovala najdlhsiu dizku preZivania v porovnani s kontrolami ale
aj skupinou lieenou cisplatinou, tieto vysledky nedosiahli §tatisticka vyznamnost’ (Obr.
4).

50
40 ®
30

20

Irinotekan ICsy (M)

10 o O ®

Bunkové linie

Obrdzok 4. Citlivost’ bunkovych linii GCT na Irinotekan.

JEG3 CisR je agresivny typ choriokarcinomu so zlou progresiou [13]. V naSom
in vivo experimente sme pozorovali rychly, agresivny rast nadorov a vié$ina zvierat,
ktoré¢ boli liecené, musela byt z doévodu zhorSujuceho sa zdravotného stavu
a prekrocenia velkosti nadoru 1x1cm?®, utratena skor, nez im bola podana plna davka
lieciva. Toto viedlo k obmedzeniu sledovania mozného dlhodobého ucinku lieiva.
Avsak, vietky xenografty liecené SG TRODELVY ® po 14. dni od zalatia liecby
vykazovali regresiu. Dlhodoby efekt sa nam vSak prave z dovodu agresivity tohto
ochorenia nepodarilo sledovat’ (Obr. 5 a 6).
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Obrdzok 5. Pravdepodonost’ preZitia (%) zvierat po podani SG TRODELVY® v porovnani
S nelieCenymi zvieratami a zvieratami lieCenymi cisplatinou.
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Obrdzok 6. Zmena velkosti nadorov (mm®) po podani liecby SG TRODELVY® v porovnani
S nelieCenymi kontrolami.

Zaver

S ohl'adom na nase doterajsie vysledky planujeme skimat’ cytotoxicky a protinadorovy
ucinok lie¢iva Sacituzumab govitekan na d’alSich GCT, ktoré exprimuju povrchovy
marker TROP — 2. Nové poznatky ziskané v tomto vyskume by mohli viest’ k zavedeniu
ADC vliecbe TGCT pacientov apriniest nové lieCebné moznosti pre
pacientov rezistentnych na chemoterapeutické lie¢iva na baze platiny.
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Uvod

Dultalny adenokarcindm pankreasu (PDAC) predstavuje viac ako 90 % zo vSetkych
karcinomov pankreasu a odhaduje sa, Ze do roku 2030 sa stane druhou naj€astejSou
pric¢inou umrti stvisiacich s rakovinou [1]. Vysokd mortalita PDAC je dosledkom jeho
neskorej detekcie, agresivnej povahy, skorého metastazovania a vysokej rezistencie na
dostupné moZznosti lieceby.

Néadorové mikroprostredie (TME) tvorené hustou stromou, fibrozou
a podpornymi stromalnymi bunkami, predstavuje majoritni Cast’ celkovej nadorovej
hmoty nadorov PDAC (u niektorych pacientov tvori TME az 80 % nadorovej hmoty)
[2]. Nadorové mikroprostredie hra kI'aCovu rolu v progresii a odpovedi PDAC na liecbu,
hlavne v dosledku vysokej heterogenity nadorovych buniek a denznej imunosupresivne;j
povahy TME [3]. Najvyznamnej$im a najviac zastipenym komponentom PDAC TME
su fibroblasty asociované s nddorom (CAFs). Sucasné §tidie naznacuju potencial
epigenetickej terapie, vratane epigenetického hypometylaéného Ccinidla decitabin
(DAC), pri modulacii TME a zvyseni jeho citlivosti na chemoterapiu [4].

Cielom naSho projektu bolo vytvorit' robustny predklinicky model, zloZeny
Z nadorovych buniek a CAFs, ktory bude lepSie zodpovedat’ nddorovému prostrediu
PDAC, a bude vhodny na testovanie novych terapeutickych moZznosti s vyuZzitim
kombinacie Standardnej chemoterapie a DAC.

Material a metody

Primokultira CAFs derivovand z primarnej vzorky PDAC (grade 1) bola
kultivovana v nizkogluk6zovom DMEM so 6% extraktom z krvnych dostic¢iek. Pre

® Autorské prava © 2024 Autori
118



vyvoj in vitro modelu PDAC TME bola primokultira CAFs kokultivovana s komer¢ne
dostupnou nadorovou bunkovou liniou MIA PaCa-2 v pomere 2:1 a 1:2 (Obr. 1A).
Nasledne bola tato kokultura ovplyvnena netoxickou davkou DAC (8 nM) a nizkou IC-
20 davkou Standardnej chemoterapie gemcitabin (0,016 nM). Vysledny efekt
kombinovanej liecby na bunky bol vyhodnoteny pomocou luminiscenéného testu
viability.

Pre vyvoj ortotopického in vivo modelu boli do pankreasu imunodeficientnych
SCID mysi injikované nadorové bunky MIA PaCa-2 spolu s CAFs v pomere 2:1. Mysi
boli nésledne lieCené intraperitonedlne nizkou davkou DAC (0,5 mg/kg, 3-krat
tyzdenne) alebo gemcitabinom (60 mg/kg, raz za 2 tyzdne) pocas 4 tyzdiiov (Obr. 2A).

Rast naddorov bol monitorovany raz tyzdenne pomocou magnetickej rezonancie (MRI)
(Obr. 2B).

Vysledky

Nédorové bunky MIA PaCa-2 kokultivované s CAFs (v oboch pomeroch) lepsie
reagovali na Standardni chemoterapiu gemcitabin, ako aj na kombinovanu liecbu
gemcitabinu s DAC, v porovnani so samotnymi nadorovymi bunkami MIA PaCa-2
(Obr. 1B). Bunky MIA PaCa-2 na pouziti koncentraciu DAC a gemcitabinu, zvolenti
na zaklade predchadzajliceho experimentu (Obr. 1C — D), vobec neodpovedali.
Zaujimavé je, ze samotné CAFs boli tiez vysoko odolné voci obom liecbam, co
naznacuje, Ze prave bunkové interakcie v spolocnej kokulture ovplyviiuju nadorové
bunky a aj ich senzitivitu na liecbu.
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Obrdzok 1. Testovanie kombinovanej terapie na in vitro modeli PDAC TME. (A) Grafické
zndzornenie experimentdlneho dizajnu. (B) Vysledny efekt kombinovanej lieCby na
ndadorové bunky, CAFs a ich kokultivaciu v pomere 2:1 a 1:2. Vysledky sit zobrazené
ako relativna viabilita Standardizovand voci neovplyvnenej kontrole + Standardnad
odchylka. Statistickd vyznamnost’ je **** p < 0,0001. (C) Krivka senzitivity
nddorovych buniek MIA PaCa-2 na stupajiice koncentrdacie DAC; koncentrdcia 8
nM predstavuje najvyssiu netoxicku davku DAC. (D) Krivka senzitivity nadorovych
buniek MIA PaCa-2 na stiupajiice koncentrdcie gemcitabinu; koncentracia 0,016
nM predstavuje koncentrdciu s 1C-20.
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Obrdzok 2. Ortotopicky in vivo model PDAC TME. (A) Grafické zndzornenie experimentdlneho
dizajnu. (B) Monitorovanie rastu nddorov raz tyZdnenne pomocou MRI. (C) Efekt lieCby
DAC a gemcitabinom na rast ortotopickych nadorov. Objem nddoru bola vypoéitand na
ziklade MRI skenov * Standardnd odchylka. Statistickd vznamnost’ je *** p < 0,001
a** p<0,01. (D) Vysledna hmotnost’ nadorov v jednotlivych skupindch po utrateni (5.
ty¥deii) + Standardnd odchylka. Statistickd vyznamnost’ je *** p < 0,001 a ** p < 0,01.

Zvolena koncentracia DAC aj gemcitabinu signifikantne znizila rast
ortotopickych nadorov derivovanych z nadorovej bunkovej linie MIA PaCa-2 a CAFs
(Obr. 2C). Kombinovana lie¢(ba DAC + gemcitabin bola pre liecené¢ SCID mysi prili$
toxicka a preto skupina s kombinovanou terapiou bola z etickych dévodov utratend po
prvom tyzdni lie€by. Po ukonceni lie¢by sme vyhodnotili efekt lie€by aj na vyslednu
hmotnost’ nadorov. U skupiny lieCenej gemcitabinom doslo k signifikantnému znizeniu
hmotnosti (0 viac ako 40 %) v porovnani s nelie¢enou skupinou (Obr. 2D).

Diskusia

CAFs patria medzi hlavné zlozZky TME, ktoré vyrazne ovplyviiuji vlastnosti

nadorov. Podporuju rast, proliferaciu, invazivnost a chemorezistenciu nadorovych
buniek [5].

Nasa Stadia potvrdzuje vyznamnu Glohu CAFs v odpovedi PDAC na liecbu.
Prekvapivo kokultivacia nadorovych buniek s CAFs viedla z zvySeniu sensitivity buniek
na Standardnti chemoterapiu ako aj jej kombinaciu s DAC. Tento vysledok naznacuje,
ze CAFs piamo kokultivované s nadorovymi bunkami predstavuju myofibroblasticky
subtyp myCAFs, ktory podl'a viacerych autorov podporuje odpoved’ na lieCbu a je
asociovany s lepSou prognézou PDAC [6, 7]. DAC preukazal vyznamny potencial na
reprogramovanie PDAC TME. Pri jeho in vitro kombinacii so Standardnou
chemoterapiou signifikantne zvysil i¢innost’ gemcitabinu, o v sulade s inymi autormi,
poporuje potencialne vyuzitie DAC na zvySenie u¢innosti chemoterapie [8, 9].

NaSe zistenia naznacuju, ze CAFs pritomné v nadoroch PDAC moduluji
odpoved’ na liecbu a ovplyvnenie PDAC TME prostrednictvom DAC by mohlo vyrazne
zvysit uCinnost’ Standardnej chemoterapie. Dostupnost’ relevantnych predklinickych
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modelov lepSie mimikujucich TME je doblezitym predpokladom pre testovanie
inovativnych lie¢ebnych pristupov PDAC.
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Uvod

Mnohopocetny myelom (MM) je nevylieCitené, biologicky heterogénne nadorové
ochorenie plazmatickych bunieck. MM predstavuje priblizne 1% zo vSetkych
neoplastickych ochoreni a je druhou najCastejSou hematologickou malignitou na svete.
Klonalna expanzia malignych plazmatickych buniek v kostnej dreni vedie
k nadprodukcii nefunkénych imunoglobulinov a imunoglobulinovych retazcov [1].
U vicsiny pacientov s MM predchadzajt aktivnemu symptomatickému MM premaligne
Stadia, konkrétne monoklonalna gamapatia neurcitého vyznamu (MGUS) a/alebo tlejuci
mnohopocetny myelom (SMM), ktoré su charakterizované absenciou klinickych
symptomov suvisiacich s MM [2]. Pre rast a prezivanie myelomovych buniek ma okrem
cytogenetickych abnormalit kI'a€ovll ilohu nddorové mikroprostredie, ktoré predstavuju
mezenchymalne stromalne bunky, makrofdgy a monocyty infiltrujice nddor. MM
bunky maju schopnost’ vyhnit' sa imunitnému systému hostitel'a potlacenim imunitnej
odpovede modulaciou imunitnych buniek, ako su aktivacia vy€erpanych T buniek,
neschopnost’ prezentovat’ antigén a akumulacia supresorovych imunitnych buniek.
Imunitnd odpoved’ je regulovana imunitnymi kontrolnymi bodmi, membranovymi
receptormi nachddzajlicimi sa na imunitnych bunkach, ktoré su aktivované po
rozpoznani svojich ligandov na antigén prezentujicich bunkach alebo nadorovych
bunkach. Protein programovanej smrti 1 (PD-1), cytotoxicky lymfocytovy antigén 4
(CTLA-4), lymfocyty aktivujici gén 3 (LAG-3), T bunkovy immunoglobulin a protein
obsahujici mucinovi doménu 3 (TIM-3) a T bunkovy imunoreceptor
s imunoglobulinovou a ITIM doménov (TIGIT) stt imunosupresivne imunitné kontrolné
body, ktoré negativne reguluju aktivaciu imunitnych efektorovych buniek a tym znizuju
protinadorovi odpoved’ [3]. Naopak, stimulacné molekuly ako st indukovatelny
T bunkovy kostimulator (ICOS), glukokortikoidmi indukovany s TNFR rodinou
stvisiaci gén (GITR), CD27, CD40 a 4-1BB zvysSuja Grovent imunologickych reakcii
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proti malignym bunkam. Napriek tomu, Ze sa terapia monoklonalnymi protilatkami proti
imunitnym kontrolnym bodom stala vyznamnou v boji proti MM, len mala podskupina
pacientov lieCenych inhibitormi imunitnych kontrolnych bodov dosiahla vyznamné
klinické vysledky. Lepsie pochopenie MM mikroprostredia kostnej drene a bunkovych,
molekularnych a regulacnych mechanizmov medzi nadorovou bunkou a imunitnou
bunkou je kI'a€ové pri vyvoji novych a ucinnejsich liecebnych postupov pre pacientov
s MM [4].

Material a metody

Pacientska kohorta. Kostna dreii bola odobrata jedincom s MGUS (n = 20)
a pacientom s aktivnym mnohopocetnym myelomom (n = 140) pocas Standardného
diagnostického vysetrenia. Vzorky pacientov boli zaradené do Studie po podpisani
pisomného informovaného stihlasu v sulade s protokolom Helsinskej deklarécie.

Imunofenotypova analyza. Po 1yze erytrocytov s NH4Cl pufrom v kostnej dreni
boli leukocyty farbené Specifickymi monoklonalnymi protilatkami CD45, CD38, CD19,
CD3, CD4, CD8 a CD56 konjugovanymi s fluorochrémami a analyzované prietokovym
cytometrom Special FACSAriaTM UV laser (Becton Dickinson). Gatovacou stratégiou
sme definovali populaciu CD19+ B lymfocytov, CD4+ pomocnych T lymfocytov,
CD8+ cytotoxickych T lymfocytov, CD3-CD56+ NK buniek a taktiez maligne
plazmatické bunky s CD45 nizkym a CD38+ fenotypom. Expresia imunitnych
kontrolnych bodov bola stanovend monoklonalnymi protilatkami proti PD-1, PD-L1,
PD-L2, CTLA-4, LAG-3, B a T lymfocytovému atenuatoru (BTLA), TIM-3, TIGIT,
ICOS, ¢lenovi superrodiny receptora tumor nekrotizujuceho faktora 4 (OX40), 2B4,
DNAX doplnkovej molekuly 1 (DNAM-1), CD27 a 4-1BB. Ziskané data boli
vyhodnotené programom De Novo FCS Express 7 a Statisticky zhodnotené programom
GraphPad Prism pouzitim neparametrického Mann-Whitney U testu.

Vysledky a diskusia

Profilovanim adaptivneho nadorového mikroprostredia sme na celkovej
populacii T buniek analyzovali §iroku $kalu imunitnych kontrolnych bodov. Statisticky
vyS$8iu expresiu imunitnych kontrolnych bodov 2B4, TIGIT a PD-1 sme zaznamenali
Vv aktivnom §tddiu MM v porovnani so Stadiom MGUS. PD-1 je imunitny kontrolny bod,
ktory v aktivhom komplexe so svojimi ligandmi PD-L1 a PD-L2 zniZuje proliferaciu
a aktivaciu T buniek. Podobne zvySené hladiny PD-1 boli detegované na T bunkéch
u novodiagnostikovanych MM pacientov oproti zdravym jedincom [5]. Naopak,
signifikantne vysSiu expresiu CD27 sme pozorovali v MGUS oproti aktivnemu MM.
Nasledne sme expresiu imunitnych kontrolnych bodov stanovili na podtypoch T buniek
a to konkrétne na CD4+ pomocnych T lymfocytoch, na ktorych sme pozorovali podobny
expresny profil PD-1 a CD27 a aj vysoké hladiny aktivacnych imunoreceptorov ICOS,
0X40, DNAM-1. CD8+ T bunky v porovnani s CD4+ T bunkami mali hladiny
stimulaénych receptorov zniZené, pricom vykazovali vysokll expresie inhibi¢nych
imunitnych kontrolnych bodov ako PD-1, 2B4 a TIGIT. TIGIT viaze 2 ligandy CD155
a CD112 a zistilo sa, ze progresia myelomu je spojena prave s jeho vysokymi hladinami
na CD8&+ T bunkéch s dysfunkénym fenotypom a neschopnost'ou produkovat’ cytokiny
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[6]. Sumarne, vysoké hladiny ko-stimulaénych imunoreceptorov boli zaznamenané na
CD4+ T bunkach a naopak, expresia inhibi¢nych imunitnych kontrolnych bodov bola
vysSia na CD8+ T bunkach.

Prirodzené zabijacské bunky (NK) st bunky prirodzeného imunitného systému
s priamou cytotoxickou a supresorovou aktivitou proti nadorovym bunkam.
Analyzovanim NK buniek sme v porovnani s T bunkami zaznamenali nizku expresiu
imunitnych kontrolnych bodov PD-1 a CD27 so Statisticky vyznamnou expresiou
CTLA-4 v aktivnom myelome v porovnani so Stadiom MGUS. Hladiny imunitnych
kontrolnych bodov TIGIT, 2B4 a DNAM-1 boli na NK bunkach podobné ako ajna T
lymfocytoch. Vycerpany fenotyp NK buniek pozorovany vo vzorkach kostnej drene u
pacientov s MGUS naznacuje dysfunkciu NK buniek uz v skorom S$tadiu MM
transformacie [7].

Na B bunkach sme zaznamenali vyS$Sie hladiny inhibi¢ného receptora TIGIT
s jeho ligandom PVR a PD-1 s ligandmi PD-L1/PD-L2 a nizku expresiu CTLA-4,
BTLA a 4-1BB, pricom ligand 4-1BB mal signifikantne vysS§iu expresiu v aktivnom
MM v porovnani so Stddiom MGUS. Spomedzi molekal inhibi¢nych imunitnych
kontrolnych bodov je jedinecnou vlastnostou inhibicie TIGIT pomocou
monoklonalnych protilatok zosilnenie nielen protinddorovych efektorovych odpovedi T
buniek, ale aj NK bunkovych odpovedi a tieZ znizenie supresivnej aktivity T
regulaénych buniek [8]. Okrem toho, silny kostimula¢ny signal 4-1BB podporuje
proliferaciu T buniek a tvorbu pamét'ovych buniek, a zroven je pre svoju protinadorovu
aktivitu v myeléome vyuzivany v CAR T bunkovej terapii druhej generacie [9].

Na populécii malignych plazmatickych buniek sme v. MGUS a v aktivnhom MM
pozorovali vysoku expresiu inhibi¢nych imunitnych kontrolnych bodov CTLA-4
a TIGIT spolu s vysSou expresiou TIM-3, PD-1, BTLA, DNAM-1, CD27 a ICOS.
Maligne bunky taktiez vykazovali nizke hladiny receptorov LAG-3, 2B4, 4-1BB
a 0OX40. BTLA je Siroko exprimovany na povrchu nadorovych buniek, kde zohrava
dolezith tlohu v protinadorovej aktivite a uniku buniek pred imunitnym dohl'adom [10].
Navyse, ziskanie novych tdajov o u¢inkoch mutacii suvisiacich so stratou funkcie TIM-
3 a vysledkov z prvych klinickych §tudii s protilatkami blokujticimi TIM-3 u pacientov
s MM poméze definovat’ TIM-3, bud’ ako kostimula¢ny alebo inhibi¢ny receptor. LepSie
pochopenie expresie imunitnych kontrolnych bodov a komplexnosti imunitného
mikroprostredia v MM mozZe viest' k vyvoju novych imunoterapeutickych stratégii.

Zaver

V nasej $tadii sme analyzovali niekol’ko inhibi¢nych a aktiva¢nych imunitnych
kontrolnych bodov. PD-1 bol vysoko exprimovany na kazdej analyzovanej populécii
okrem NK buniek v obidvoch MM §tadiach. V premalignom §tadiu MGUS sme na
CD3+ a CD4+ T lymfocytoch stanovili signifikantne vyssiu expresiu CD27, zatial’ ¢o
v aktivnom myelome na T bunkach dochadzalo k zvySenej expresii inhibi¢nych
imunitnych kontrolnych bodov 2B4, PD-1 a TIGIT, ¢o naznacuje, ze prave tieto
molekuly by mohli mat’ vyznam v transformacii ochorenia z MGUS do MM.
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Uvod

Kolorektalny karcinom (CRC) je druhym najcastejSim typom rakoviny u zien (9,2%)
a tretim najcastej$im u muzov (10%). V roku 2020 sa Slovensko umiestnilo na 2. mieste
v rebricku krajin s najvyssou incidenciou a mortalitou na CRC celosvetovo, pricom tento
kriticky trend u nas nad’alej pretrvava [1, 2]. Standardné lie¢ebné postupy zahfiiajii
chirurgické odstranenie tumor a chemoterapiu, ktord méze byt neuspesna z dévodu
castych vedl'aj$ich ucinkov a vzniku rezistencie na lieky. Na zlepSenie liecby ochorenia
a klinickych vysledkov su preto potrebné nové terapeutické stratégie [3].

Kanonicka SMAD-dependentna TGF-3 signalna draha vyuziva serin-treoninové
kinazové receptory (TGF-BRI/II) na fosforylaciu SMAD2/3 cytoplazmatickych
efektorov. Fosforylovany dimér SMAD2/3 tvori heteromérny komplex so SMADA4,
ktory sa dokaze translokovat’ do jadra a indukovat expresiu cielovych génov (Obr. 1)
[4].

TGF-p signalna drdha hra dualnu ulohu pocas inicidcie a progresie rakoviny.
Zatial' ¢o v premalignych bunkach pdsobi ako supresor (zastavenie bunkového delenia
vo faze G1), v malignych bunkdach je promotérom (podpora proliferacie, invazie, EMT,
tvorby metastaz) [5]. Podl'a viacerych autorov st mutacie génov jednotlivych ¢lenov
TGF-B drahy, najmd TGF-BRII a SMAD4, najcastejSimi mutaciami v CRC a st
zodpovedné za maligne vlastnosti buniek [4-8]. Cielom tejto prace bolo ziskat
proteinovy profil CRC pacientov so zameranim na TGF- receptor typu II (TGF-BRII),
jednu z izoforiem ligandu TGF-B (TGF-B1) a pomocného SMAD (SMAD4), ktoré by
mohli byt vyuzité ako prognostické markery CRC.
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Material a metody

V predkladanej $tudii boli analyzované tkanivové homogenaty a vzorky krvného
séra od 103 pacientov operovanych kvoli ndlezom v hrubom c¢reve a/alebo konecniku.
Na zaklade histopatologickych vySetreni @ TNM klasifikacie boli pacienti rozdeleni do
skupiny s benignym nalezom (BTG; 28%; pacienti s divertikulitidou, hemoroidmi
aadendmami) a skupiny s malignym nilezom (MTG; 72%; pacienti
s adenokarcindémom): 1. Stadium (28,4%), 2. stadium (39,2%), 3. Stddium (32,4%).
Protokol S$tudie schvalila etickd komisia 2020/EC/06042 a vyskum sa uskuto¢nil
v stilade s Helsinskou deklaraciou.

Na analyzu vybranych ¢lenov TGF-B drahy boli pouzité komeréne dostupné
ELISA kity (Human TGF beta R2: ab193715; Human TGF beta 1: ab100647; Human
SMAD4: ab253211) a ELc808 Microplate Reader (Biotek, USA).

Vysledky

Analyza tkanivovej expresie TGF-BRII u CRC pacientov ukézala ze najvyssie
hodnoty mali pacienti v 1. $tadiu (938,01 pg/ml; SD 216) a najnizSie pacienti v 3. §tadiu
CRC (405,59 pg/ml; SD 193; p=0,0005; Obr. 2A). Na zaklade ROC kriviek bolo
dokézané, ze najspolahlivejsie bolo porovnanie 1. a 2. §tddia (AUC 97.96%; 95% CI
0.9282 - 1.000; p=0.0005; Obr. 2B).
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Obrdazok 2. Tkanivové expresie TGF-BRII (A), ROC krivka (B), Kaplan-Meierov test
preZivania (C)

Kaplan-Meier test ukazal, ze pacienti s TGF-BRII < 700 pg/ml mali niz8iu dobu preZitia
(28.1 mesiacov; 95% CI 0.231 — 0.330) v porovnani s pacientami s vySSou expresiou
(31.6 mesiacov; 95% CI 0.253 — 0.379; p>0.05; Obr. 2C). Pouzitim vzoriek krvného
séra boli pozorované vel'mi podobné trendy v zmenach TGF-BRII expresie, av§ak medzi
skupinami pacientov neboli pozorované Statisticky signifikantné rozdiely. Analyza
tkanivovych, ani sérovych expresii TGF-B1 nepriniesla ziadne podstatné rozdiely medzi
BTG a MTG, jednotlivymi CRC §tadiami, ani rozdiely v preZivani pacientov.

V pripade SMAD4 bolo pozorovand korelacia expresie so stipajucim CRC
Stadiom (137,2 pg/ml; SD 56 v 1. §tadiu a 310,3 pg/ml; SD 166 v 3. stadiu; p=0,0289;
Obr. 3A). Rovnako ako pri TGF-BRII, najspolahlivejsie vysledky boli dosiahnuté
porovnanim pacientov v 1. a 2. §tddiu CRC (AUC 89.29%; 95% CI 0.7531 - 1.000;
p=0.0041; Obr. 3B). Pacienti s expresiou SMAD4 <200 pg/ml mali vyssiu dobu prezitia
(31 mesiacov; 95% CI 0.25974-0.35984) v porovnani s pacientami s nizSou SMAD4
expresiou (26.3 mesiacov; 95% CI 0.19787-0.32845; p>0.05; Obr. 3C). Pouzitim
krvného séra bola potvrdend najvyssia SMAD4 expresia u pacientov v 3. stadiu CRC,
avSak bez Statisticky signifikantnych rozdielov medzi skupinami.
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Obrdazok 3. Tkanivové expresie SMAD4 (A), ROC krivka (B), Kaplan-Meierov test
preZivania (C)
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Diskusia so zavermi

Problematike kolorektadlneho karcindmu na Slovensku je potrebné venovat
patri¢nt pozornost’, nakol’ko dlhodobo patrime medzi krajiny s najvysSou incidenciou
a mortalitou na toto ochorenie [2]. Pri CRC je vSak v pripade skorej diagnostiky
a vhodne stanovenej lieCebnej stratégii Sanca na vylieCenie pacienta vysokd. Dolezitym
krokom vedicim k nastaveniu vhodnej liecby by bolo objavenie senzitivnych
a Specifickych prognostickych markerov. Téato praca analyzovala proteinové ciele
z TGF-B signalnej drahy, u ktorej sa uz dlhsie predpoklada, Zze by sa mohla vyuzit’ nie
len v stvislosti s prognostikou, ale aj samotnou lie¢bou [4].

Proteinovou analyzou tkanivovych homogenatov CRC pacientov sme zistili, ze
so stupajticim klinickym $tadiom sa expresie TGF-BRII signifikantne znizovali, expresie
TGF-B1 sa takmer nemenili a expresic SMAD4 sa u pacientov signifikantne zvysovali.
V pripade TGF-BRII a SMAD4 sme pomocou ROC kriviek dokazali vel'mi spolahlivo
odlisit’ pacientov v jednotlivych Stddiach, pricom najspolahlivejSie vysledky sme
dosiahli porovnanim pacientov v 1. a 2. §tadiu. Navyse, na zdklade Kaplan-Meierovych
testov sme zistili, ze pacienti Snizkou expresiou TGF-BRII a vysokou expresiou
SMAD4 mali niz§iu dobu prezitia, aj ked’ v tejto oblasti eSte chyba zavedenie cut-off
hodnoty. Tieto zistenia naznacuji slubné vyuzitie TGF-BRII a SMAD4 ako
prognostickych markerov v Klinickej praxi. Praca zaroven vyzdvihuje dolezitost
proteinovej analyzy pacientskych vzoriek, nakol'’ko v pripade SMAD4 nebol potvrdeny
klesajuci trend ziskany z genetickych analyz [6,7]. Zaroveii je vel'mi s'ubné, Ze expresie
tychto ¢lenov TGF-B/SMAD drahy maju vel'mi podobny trend aj pri pouziti krvného
séra. V buducnosti by sme tak po optimalizacii spracovania krvného séra a rozSirenia
suboru pacientov mohli byt’ schopni prognostického hodnotenia aj z tohto biologického
materialu, ¢im by sme boli o d’alsi krok blizsie k implementacii TGF-BRII a SMAD4 do
praxe.
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Uvod

Podstata potreby vyskumu nanocastic (NPS) vo fotodynamickej terapii ( PDT) prameni
Z toho, Ze vicsina fotosenzibilizatorov (PSs) je hydrofobna, v dosledku ¢oho dochadza
k agregacii ich molekul a strate fototoxickych vlastnosti. Dalsou ddleZitou oblastou je
interakcia molekul PS s efluxnymi pumpami, co méze mat’ za nadsledok nedostato¢nti
akumuléciu PS v nddorovych bunkach. Tieto, ale aj d’alSie dovody kladu poziadavku na
vyvoj takych NPs, ktoré by dokazali spolahlivo dorucit’ PS v monomérnej forme do
cielovej oblasti, a zaroven v ¢o najvacsej miere redukovat’ jeho interakciu s proteinmi
zabezpecCujucimi eflux xenobiotik. Pre potreby naSich experimentov sme vyuzili
biodegradovatel'né polymérne NPs vytvorené na baze kyseliny mlie¢nej (PLA) [1]. PLA
je alifaticky polymér, ktory sa pripravuje z netoxickych obnovitelnych surovin.
Z dovodu biokompatibility, biodegradovatelnosti a nizkej toxicity ma PLA a z nej
vyrabané produkty vyuZzitie v oblasti mediciny, pricom existuje predpoklad aplikacie
tohto materialu prave v oblasti transportu lie¢iv. NPs pripravené na baze PLA (PLA-
NPs) mdzu spolu s PSs vytvarat’ nanosféry alebo nanokapsuly, priCom PS moéZe byt
lokalizovany na povrchu, alebo vo vntitornom priestore NP [2]. Poc¢iato¢né vysledky
naSich experimentov realizované s I. generaciou PLA-NPs ukazali, Ze voda pouzit pri
priprave NPs signifikantne limituje fluorescenéné a fototoxické vlastnosti NPs
S naviazanym HY. Z tohto dovodu sme pristpili k modifikécii protokolu syntézy PLA-
NPs a pripravili sme II. generaciu NPs, ktorej vodnu fazu sme obohatili o hydrotropna
zlozku, kromolyn (Krom).

Material a metody

Reagencie. Hypericin (4,5,7,4'5',7'-hexahydroxy-2,2'-dimetylnaftodiantron,
CAS No.: 548-0409; HPLC grade, AppliChem GmbH, Darmstadt, Nemecko): Zasobny
roztok hypericinu (HY) bol pripraveny rozpustenim v DMSO (dimetyl sulfoxid) na
koncentraciu 2 mM. Zasobny roztok (uskladneny dlhodobo pri teplote -80°C v tme) bol
upraveny na pozadovanu koncentraciu bezprostredne pred jeho aplikdciou k vybranym
experimentalnym skupinam. Vysledna koncentracia DMSO v pripravenych vzorkéach
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nepresiahla hranicu 0,1 %. Za kontrolu boli povaZzované tie bunky, ku ktorym bolo
aplikované iba médium obohatené o sérum. Aplikdcia HY k bunkam, ich kultivacia
s HY ako aj ich d’alSie spracovanie bolo realizované v prostredi s vyrazne obmedzenymi
svetelnymi podmienkami (okrem ¢asu uréeného na samotnu aktivaciu HY, ak to bolo
stiGastou experimentalnej schémy).

Kromolyn (Kromoglykat disodny, CAS no. 15826-37-6, >95% Cistota, Sigma
Aldrich, USA) bol pripraveny rozpustenim v destilovanej vode na koncentraciu 128,6
MM a bol uskladneny pri 4 °C v tme.

Bunkové linie a kultivacné podmienky. Experimenty boli uskuto¢nené s vyuzitim
nadorovej bunkovej linie I'udského kolorektdlneho adenokarcinomu HT-29 a l'udske;j
nenadorovej bunkovej linie fibroblastov hrubého ¢reva CCD-18Co (ATCC, Rockville,
MD, USA). Bunkova linia HT-29 bola kultivovana v kompletnom médiu RPMI 1640
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) a bunkova linia CCD-18Co v médiu MEM
(Biosera, Nuaille, Francuzsko), pri teplote 37°C, vlhkosti 95% a5 % CO; atmosfére.
Obe média boli doplnené o 10 % fetalne bovinné sérum (FBS, Biosera, Franctizsko)
a antibiotikd (Penicilin 100 U/ml, streptomycin 100 pg/ml a amfotericin 25 pg/ml;
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

Metabolicka aktivita buniek (MTT test). MTT (3-(4,5-dimetyltiazolyl)-2,5-
difnyltetrazolium bromid; 0,5 pg/ml), ktory zivé bunky metabolizuji na krystalicky
formazan sfarbeny do fialova, bol k bunkam pridany v ¢asovych intervaloch 24 a 48
hod.. po PDT. Po $tvorhodinovej inkubacii bol na zastavenie metabolizacie MTT
a zaroven rozpustenie vzniknutych kryStalov formazanu pridany 10 % roztok
dodecylsulfatu sodného (SDS). Absorbancia rozpusteného formazénu bola zmerana
nasledujuci den spektrofluoroluminometrom FluoStar Optima (BMG Labtech GmbH
Offenburg, Nemecko) pri vinovej dizke 585 nm.

Analyza fluorescencie HY. Intenzita fluorescencie HY bola analyzovana
okamzite po priprave experimentalnych vzoriek spektrofluoroluminometrom FluoStar
Optima (BMG Labtech GmbH Offenburg, Nemecko) pri excitaénej vinovej dizke 544
nm a emisii 590 nm.

Vnutrobunkovy obsah HY. Analyza vnuatrobunkového obsahu HY bola
uskutocnena 16 hod. po jeho aplikécii k bunkam. Po trypsinizacii boli bunky premyté
v PBS aresuspendované v Hankovom tlmivom roztoku (HBSS, Sigma-Aldrich. ST.
Louis, Missouri, USA). Pred meranim boli bunkové suspenzie uchovavané na l'ade kvoli
minimalizécii efluxu HY z buniek. Miera fluorescencie HY v bunkach bola stanovena
pomocou prietokového cytometra BD FACSAria Il SORP (BD Biosciences), s vyuzitim
modrého lasera (488 nm) aemisia HY bola vyhodnotena v kanali PE-Texas Red
(DM600 LP-610/20). Pri analyzovani bol vylu¢eny bunkovy debris a zlepené bunky. Pre
kazdi vzorku zoboch bunkovych linii bolo analyzovanych 1 x 10* buniek. Na
stanovenie intenzity fluorescencie HY v bunkach bol vyuzity program FlowJo (Tree Star
Inc., Ashland, Oregon, USA). Intracelularny obsah bol vyjadreny ako pomer relativnej
fluorescencie buniek ovplyvnenych HY k relativnej autoflurescencii neovplyvnenych
kontrolnych buniek.
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Statistickaé  analyza. Miera $tatistickej vyznamnosti bola  vyratana
prostrednictvom analyzy variancie (ANOVA) doplnenej Tukey post-testom. Hladina
Statistickej vyznamnosti bola zvolena nasledovne: p < 0,05, p<0,01, p<0,001.

VysledKky a diskusia

Pociatocné analyzy prvej generacie NPs ukézali, Ze ich zlozenie zna¢ne limituje
fluorescencné a fototoxické vlastnosti naviazaného HY. Tieto zavery je mozné
podopriet’ o vysledky analyzy metabolickej aktivity, ktoré ukazali, Ze v experimentalne;j
skupine nadorovych buniek HT-29 ovplyvnenych fotoaktivovanym HY naviazanym na
NPs nedoslo k poklesu metabolickej aktivity ani pri aplikacii najvyssej koncentracie HY
(250 nM). Naopak v nadorovych bunkach ovplyvnenych HY rozpustenym v DMSO bol
pozorovany Statisticky vyznamny pokles v porovnani s kontrolnou skupinou buniek uz
Vv experimentalnej skupine ovplyvnenej 100 nM HY. Tieto pozorovania korelovali so
zisteniami analyzy fluorescencie HY a analyzy akumulacie HY v nadorovych bunkach
HT-29 (Obr. 1), na zaklade ktorych predpokladame, ze majoritna ¢ast’ HY nebola vo
fototoxicky aktivnej monomérnej forme ale vytvarala terapeuticky neucinné agregaty

[3].

on

HT-29

Obsah HY

Intenzita fluorescencie =~
[nasobok kontroly]

HY-NPs [nM] HY-DMSO [nM]

Obrdzok 1. Analyza fluorescencie HY v NPs a ich jednotlivych zloZkdach (a) a analyza
akumuldcie HY v bunkdach HT-29 s vyuZitim prvej generdcie NPs a DMSO.
*Experimentdlne skupiny boli porovnané s kontrolnou skupinou [obr. a,
b]=Experimentdlne skupiny boli porovnané s experimentdlnou skupinou HY-NPS 2
GEN [obr. a]. =Experimentalne skupiny HY-NPs a HY-DMSO boli porovnané medzi
sebou [obr. b].

Priprava NPs nie je mozna bez pouzitia vody, ktora tvori jednu z ich hlavnych
zloziek atak je nutné predpokladat, Ze pradve voda predstavuje kl'icovy faktor
zodpovedny za niz8i fluorescenény vytazok NPs astym asociovany znizeny
fotocytotoxicky efekt. Na zdklade vysledkov analyz realizovanych na tejto prvej
generacii NPs sme sa rozhodli modifikovat’ laboratorny protokol ich pripravy tak, Ze
vodnu fazu sme obohatili o hydrotropnu zlozku Krom. Krom vynika svojou vybornou
rozpustnostou vo vode, pricom jeho hydrotropné charakteristiky 100-1000 nasobne
prevySuju vlastnosti inych znamych hydrotropov [4]. Vysledky najnovsich stadii
ukazuji, Ze Krom ma v PDT potencidl substituovat’ vyuzitie DMSO v pozicii
rozpustadla HY, ¢o mozno podlozit' skuto¢nostou, ze Krom v porovnani s DMSO
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zvySuje cytotoxicitu fotoaktivovaného HY [5]. Tak ako sme uviedli, bazou pre pripavu
druhej generacie NPs bola prva generacia, pricom podstatny rozdiel druhej generacie
oproti prvej generacii je pritomnost Krom v jej vodnej zlozke. Uz prvotné analyzy
zamerané¢ na intenzitu fluorescencie HY ukdazali, ze Krom signifikantne zvysil
fluorescenciu HY, ¢o s najvacSou pravdepodobnostou suvisi s redukciou tvorby
nefotoaktivnych agregatov HY ajeho monomerizaciou. Druhd generacia NPs s HY
(HY-NPs 2 GEN) vykazovala v porovnani s prvou generaciou NPs s HY (HY-NPs 1
GEN) signifikantny narast fluorescencie HY, ¢o mozno hodnotit’ vel'mi pozitivne (Obr.
1). Napriek tomuto narastu fluorescencie bola nadalej najvysSia miera intenzity
fluorescencie pozorovana vo vzorke, kde bolo ako rozpustadlo HY pouzit¢ DMSO (HY -
DMSO). Zvysena fluorescencia druhej generacie NPs pozitivne korelovala s vysledkami
vplyvu HY-NPs na metabolicka aktivitu nadorovych, ale aj nenadorovych buniek (Obr.
2). Specificky pri bunkach HT-29 sme pozorovali signifikantny pokles metabolickej
aktivity uz v experimentdlnej skupine ovplyvnenej najnizSou analyzovanou
koncentraciou fotoaktivovaného HY (50 nM), pricom pokles metabolickej aktivity bol
aj Vv porovnani s experimentalnymi skupinami HY-DMSO. Z hladiska ucinku na
nenddorové bunky bol U¢inok HY-NPs analogicky s ucinkom HY-DMSO. Tento
vysledok je zaujimavy najmi v kontexte analyzy zameranej na akumulaciu HY, pri
ktorej sme sice pozorovali signifikantny narast akumulacie v tychto bunkach avsak
V porovnani S experimentalnymi skupinami ovplyvnenymi HY-DMSO bola hladina
akumulécie nasobne nizsia (Obr. 3).

a HT-29(24h) CCD-18Co (24h)
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= HY-NPs NPs = HY-NPs NPs HY-DMSO
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Obrdzok 2. Analyza metabolickej aktivity buniek HT-29 a CCD-18Co po aplikdcii HY-PDT
S vyuZitim druhej generdcie NPs a HY-DMSO. *Experimentalne skupiny boli
porovnané s kontrolnou skupinou =Experimentdlne skupiny HY-NPs a HY-DMSO
boli porovnané medzi sebou. + Experimentdlne skupiny HY-NPs a NPs boli
porovnané medzi sebou.
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Obrdzok 3. Analyza intracelulirnej akumuldcie HY v bunkach HT-29 a CCD-18Co
S vyuzitim druhej generdcie NPs a HY-DMSO. *Experimentdlne skupiny boli
porovnané s kontrolnou skupinou =Experimentdlne skupiny HY-NPs a HY-DMSO
boli porovnané medzi sebou.

Je dolezit¢ upozornit aj na to, ze samotné NPs bez HY aplikované
v ekvivalentnej denzite k NPs obohatenym o HY indukovali pokles metabolickej
aktivity v oboch bunkovych liniach, ¢o méze poukazovat na ich potencialny cytotoxicky
efekt. Pozitivne mozno hodnotit’ aj vysledky ziskané zanalyz zameranych na
akumulaciu HY a to najma s ohl'adom na akumulaciu v experimentalnych bunkach HT-
29, kde mozno sledovat’ vyznamny narast akumulacie HY v porovnani s kontrolnou
skupinou. Aj napriek skutoCnosti, Ze najvysSSia akumuldcia bola pozorovana
v experimentdlnej skupine ovplyvnenej HY-DMSO vysledky akumula¢nych analyz
povazujeme za vel'mi vyznamné a to najmi preto, ze vyuzitie NPs ma potencial vd’aka
moznej elimindcii vplyvu ABC transportnych proteinov na samotné PSs, z dovodu Ze
samotné NPs obmedzuju interakciu PSs s proteinmi zabezpecujicimi eflux xenobiotik

[6].
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ULOHA CREVNEHO MIKROBIOMU V UCINNOSTI
PROTINADOROVEJ TERAPIE A TOXICITE ASOCIOVANEJ
S LIECBOU

Jozef Masarovi¢?, Sona Ciernikova?

YUstav biologickych a ekologickych vied, Prirodovedeckd fakulta, Univerzita Pavia Jozefa
§afa’rika, Kosice, 2Ustav experimentalnej onkoldgie, Biomedicinske centrum SAV, Bratislava

Né&§ kazdodenny zivotny S$tyl, vyber potravy, ktord prijimame a tiez uzivanie
antibiotickej a inej lieCby, hraju doélezitu tlohu pri formovani ¢revného mikrobiému.
Tento jedinecny komplexny ekosystém, ktory tvori stibor vSetkych mikroorganizmov
osidl'ujucich gastrointestinalny trakt spolu s ich génmi a metabolickym potenciadlom, je
rozhodujuci pre nd$ imunitny systém aj pre nase celkové zdravie. Rozvoj sekvenaénych
metéd a bioinformatickych analyz umoznil vznik vednej oblasti nazyvanej
metagenomika, ktorda umoziuje vyskum mikrobidlnych spolocenstiev in situ.
Mikrobiémové pristupy su zalozené najmé na sekvenovani génu pre 16S ribozomalnu
RNA, ktory sluzi ako fylogeneticky a taxonomicky marker pre identifikaciu Clenov
mikrobialnej komunity. Vyskumy z poslednych rokov odhalili mnozstvo prepojeni
medzi ¢revnym mikrobiomom a orgdnmi gastrointestinalneho traktu, ale aj distalnymi
organmi, ako st napr. mozog, srdce, pl'ica, urogenitalna sustava a iné.

Crevny mikrobiém plni ochranu pred patogénnymi mikroorganizmami, napomaha
udrziavat’ kompaktnost’ intestinalnej bariéry a jeho ddlezitou funkciou je fermentacia
nestravite'nych zvyskov potravy a tvorba mastnych kyselin s kratkym retazcom, ako st
butyrat, acetat a propionat. Intestinalna dysbioza, pri ktorej dochadza k abnormalitam
Vv druhoch a pocte mikroorganizmov pritomnych v prirodzenej mikrobiote hostitel’a, je
asociovana s metabolickymi, neurologickymi, kardiologickymi, respiraénymi a inymi
ochoreniami, nevynimajic nadorové ochorenia. Vysledky predklinickych a klinickych
Stadii potvrdili ulohu Specifickych bakterialnych a virusovych mikroorganizmov
v onkogenéze viacerych druhov malignit. Neustale vSak pribtidaji poznatky o tom, Ze
¢revnd mikrobiota moéZe ovplyviiovat ucinnost protinddorovej terapie, najméi
chemoterapie a imunoterapie pomocou inhibitorov imunitnych kontrolnych bodov
(ICIs). Sucasné chemoterapeutické rezimy nerozliSuju medzi nadorovymi
a fyziologickymi bunkami, ako s bunky vystielajlice epitel gastrointestinalneho traktu.
U 40 % pacientov, ktori dostavaju Standardnu davku chemoterapie, sa vyskytuje
gastrointestinalna toxicita. Akltne prejavy sa zvyc€ajne prejavuju nevolnost'ou, zépchou,
vracanim, hnackou, bolestami brucha a ubytkom hmotnosti. Nepostacujica Specificita
chemoterapie ma tiez za nasledok vyvolanie neskorej toxicity protinddorovej liecby,
ktord je spojend s vypadkami pamdte, problémami so sustredenim, mikrobidlnou
disharmoniou, ¢i  neurologickymi, pneumologickymi a kardiovaskulanymi
komplikaciami. Jednou z moznosti modifikacie zlozenia ¢revnej mikrobioty a obnovy
mikrobialnej rovnovahy je poddvanie probiotik, prebiotik ¢i synbiotik. V st¢asnosti sa
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ako perspektivny trend pre zvySenie odpovede na protinadorovu terapiu javi fekalna
transplantacia mikrobioty (FMT), ktora kvantitativne aj kvalitativne prevysuje
probiotickl suplementaciu. Jedna sa o prenos spracovanej stolice od darcov, po ktorom
dochadza k obnoveniu zdravej ¢revnej mikrobioty u prijemcov. Pokracujuci vyskum
moze objasnit’ moznosti vyuzitia modifikacii ¢revnej mikrobioty v klinickej praxi.

Pod’akovanie: Praca vznikla s podporou agentury VEGA, ¢. projektov 2/0069/22
a 1/0071/24.

140



SALVIA OFFICINALIS L.V CHEMOPREVENCII
EXPERIMENTALNEHO KARCINOMU PRSNIKA SAMIC
POTKANOV

Adrian Bela, Alena Mazurakova, Lenka Lackova, Marek Samec, Karol
Kajo!, Dana Dvorska, DusSan Brany, Vladimira Sadlonova, Marian
Adamkov, Peter Kubatka

Jesseniova lekarska fakulta Univerzity Komenského v Bratislave
LUstav patolégie, Onkologicky vistav sv. Alzbety, Bratislava

Na zaklade pocetnych dat z onkologického vyskumu sa pouzivanie fytochemikalii alebo
nutraceutik na rastlinnej baze povaZzuje za inovativny ndstroj manazmentu nadorovych
ochoreni. Na§ vyskum bol zamerany na analyzu onkostatickych vlastnosti Salvia
officinalis L. pouzitim chemopreventivneho modelu karcindmu prsnika samic potkanov.
Utinky S. officinalis podavanej v diéte v dvoch koncentraciach (0,1 % a 1 %) boli
hodnotené¢ v modeli chemicky indukovanej karcinogenézy. S. officinalis vo vysSej
davke vyznamne predizila latenciu nadorov o 8,5 diia a vyznamne zlepsila pomer
slabo/dobre diferencovanych karcindmov v porovnani s kontrolami v oboch davkach.
Analyzy mechanizmov protirakovinovych aktivit S. officinalis zahfnali dobre
validované prognostické, prediktivne a diagnostické biomarkery, ktoré sa aplikujii
v onkologickej praxi aj v predklinickom vyskume. V tomto ohl'ade sme zistili zvySenu
expresiu kaspazy-3, zvySeny pomer Bax/Bcl-2 a zniZenie expresie MDA, ALDHI
a EpCam. Okrem toho $alvia zniZila hladiny TGF-B v sére u potkanov (zniZenie hladin
IL-6 a TNF-f bolo s hranicne nesignifikantym rozdielom). Vyhodnotenie
epigenetickych modifikacii vo vzorkach rakoviny potkanov odhalilo pokles metylacii
lyzinu v H3K4m3 a zvysenie acetylacie lyzinu (H4K 16ac) v lie¢enych skupinach. Salvia
zmenila relativne hladiny miR21 a miR145 (miR210, miR22, miR34a a miR155 sa
vyznamne nezmenili). Metylacia promotorov tumor-supresorovych génov ATM a PTEN
sa po liecbe S. officinalis znizila (promotory PITX2, RASSF1 a TIMP3 neboli zmenené).
Nasa $tudia demonStruje vyznamné chemopreventivne ucinky S. officinalis v modeli
experimentalneho karcindomu prsnika in  vivo, ktoré boli dokumentované
proapoptotickymi, antioxida¢nymi, protizdpalovymi a epigenetickymi uc¢inkami
reguldciami parametrov naddorovych kmenovych buniek.

Pod’akovanie: Stiidia bola podporena projektom VEGA 1/0045/23.
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METHYLATION ARRAY IN THE DIAGNOSIS OF CENTRAL
NERVOUS SYSTEM TUMORS
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ILaboratory of Molecular Genetics, Children Hospital, National Institute for Children Disease,
Faculty of Medicine, Comenius University

2Department of Radiobiology, Cancer Research Institute, Biomedical Research Center, Slovak
Academy of Sciences,

3Department of Pediatric Oncology and Hematology, National Institute for Children Disease,
Faculty of Medicine, Comenius University

“Diagnostic Center of Pathology, Unilabs Ltd.

Tumors of CNS are the 2" most frequent type of pediatric tumors and harbor the risk
for dismal outcome and relapse. Successful treatment with chemotherapy and
radiotherapy is aggressive and may cause life-long side effects. DNA expression is
controlled not only by DNA sequence, but also by epigenetic modifications, which
include DNA methylation that mainly occurs in regions of the genome called CpG
islands. DNA methylation is able to regulate gene expression depending on promotor
methylation state. This process is very often deregulated in tumor cells. In the last
decade, a microarray-based technique was introduced to analyze the individual
methylation profile. Using this method, an online classifier
(www.molecularneuropathology.com) was created in the clinical center in Heidelberg,
which, together with histopathological and molecular-genetic analysis, can serve as
a tool for precise risk assessment and diagnosis. In addition to evaluating the methylation
profile, this classifier can also analyze the profile of the copy number variations
(amplifications, deletions) of chromosomal regions and entire chromosomes. The
general consensus, even considering WHO recommendations, is to investigate
methylation in all childhood and diagnostically challenging adult CNS tumors.

As a first group in Slovakia we have introduced this technique of DNA methylation
profiling of CNS tumors. So far, we have analyzed 52 patients with tumors of CNS. Our
group consisted of 27 pediatric and 25 adult samples and we observed the difference
between the histopathological and methylation diagnosis, that lead to the complete
change of diagnosis in 4 pediatric and 2 adult patients. Methylation profiling was also
beneficial in molecular refinement of diagnosis of 8 pediatric patients (mostly
medulloblastomas and ependymomas) and classification of adult glioblastoma into
different subgroups. In 7 patients methylation analysis was not successful, mainly due
to low amount of DNA obtained from FFPE tissue. In the rest of patients, we confirmed
the diagnosis set up by pathologist.
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We conclude that we have successfully adopted technique for DNA methylaton-based
profiling of CNS tumors. In future we plan to introduce this technique into Slovak
clinical diagnostic guidelines as it is widely used abroad and could help, together with

histopathological and molecular-genetic testing, in precise diagnosis of CNS tumors for
both pediatric and adult patients.

Acknowledgment: This study was supported by ZdruZenie na pomoc detskej onkologii
0.z. a Detom s rakovinou o.z.

143



MALE EXTRACELULARNE VEZIKULY ODVODENE ZO
ZUBNYCH MEZENCHYMOVYCH KMENOVYCH BUNIEK
NAPLNENE GEMCITABINOM INHIBUJU RAST CUDSKYCH
PANKREATICKYCH NADOROVYCH BUNIEK IN VITRO

Daniela Klimovat, Cestmir Altaner?, Vanda Repiskat

LUstav lekdrskej biolégie, genetiky a klinickej genetiky LF UK a FNsP Bratislava
20ddelenie pripravy kmeiiovych buniek, Onkologicky Ustav sv. Alzbety, Bratislava

Extracelularne vezikuly (EV) st v stcasnosti cielom zaujmu v terapii nadorovych
ochoreni ako UspeSny nastroj na dodavanie lieciv. Vd’aka ich mnohym prospesnym
biokompatibilnym vlastnostiam st vyuzivané na transport nukleovych kyselin,
proteinov, signdlnych molekul, nanomateridlov ¢i chemoterapeutik. Extracelularne
vezikuly odvodené z mezenchymalnych kmenovych/stromalnych buniek (MSC) si zo
svojich parentalnych buniek zachovavaju schopnost’ migracie k poskodenému tkanivu,
kde patri aj nddorové lozisko. To nas inSpirovalo k tomu, aby sme skons$truovali systém
pouzitia EV z MSC tak, aby v sebe niesli chemoterapeutické lieivo gemcitabin (GCB)
a dorucili ho ako Trojsky kon priamo do nadorovych buniek. V naSej $tadii sa MSC
I'udskej zubnej drene (DP-MSC) kultivovali s gemcitabinom, ¢o viedlo k jeho absorpcii
bunkami a néslednej sekrécii lieiva v EV do kondicionovaného média. Koncentrované
kondiciované médid obsahujiice malé EV (potencidlne exozomy) vyznamne inhibovali
rast Tudskych pankreatickych nadorovych bunkovych linii in vitro. DP-MSC boli
suCasne skonStruované tak, aby exprimovali samovrazedny gén-kvasinkovi
cytozindeaminazu:uracilfosforibozyltransferazu (yCD::UPRT). Produkt
samovrazedného génu premiena netoxické prelie¢ivo 5-fluorcytozin (5-FC) na vysoko
cytotoxicky chemoterapeuticky agens S-fluoruracil (5-FU) priamo v nadorovych
bunkach. Konverzia 5-FC na 5-FU mala aditivny ucinok na inhibiciu rastu I'udskych
pankreatickych nadorovych buniek. Nase vysledky ukézali terapeuticky potencial
extracelularnych vezikal z DP-MSC, ktoré st navrhnuté na cielené dodavanie
chemoterapeutickych lieCiv spolu so systémom samovrazednej génovej terapie.

Pod’akovanie: Uprimné podakovanie patri vSetkym kolegom Oddelenia Pripravy
Kmenovych Buniek na Onkologickom Ustave sv. AlZbety v Bratislave.
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ELECTROMAGNETISM AND CANCER CELLS
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The debate over thermal versus non-thermal health impacts of radar has roots dating
back to at least the 1960s. This debate extends to technologies like cell phones, and Wi-
Fi, where transitioning from the physics to chemistry to biology to potential health
effects presents challenges. The human body, composed of approximately 100 trillion
cells, functions as an electrochemical system, with well-studied effects of temperature,
diffusion, and mechanical contact, but limited understanding of the impacts of RF and
LF magnetic fields. From the theoretical background, radical pairs offer a mechanism
for these fields to convert signals into changes in the concentrations of chemical
signaling molecules like hydrogen peroxide (H202), nitric oxide (NO), and calcium.
The coupling between magnetic fields and chemically active electrons (protons) results
in energy levels corresponding to RF (LF) frequencies or hyperfine transitions. External
magnetic fields can alter some of these energy levels through the Zeeman effect. Energy
levels for electron and nuclear spin states depend on the magnetic moments of electrons
and nuclei, external magnetic fields, and alignment of angular momentum along the net
field. Reactive Oxygen Species encompass radicals such as O2-, OH-, NO, and the non-
radical H202, generated as part of metabolic processes. They may function as signaling
molecules, triggering cascades of events that amplify the signal. At high concentrations,
they can cause damage. Growth rate variations with changes in frequency, AC
magnitude and cell parameters as Mitochondrial Calcium and Mitochondrial Superoxide
when cells are exposed to MF are presented. Usage of these fields might play an
important role in the healthcare industry, aerospace engineering, biofilms treatment or
defensive military usage. The present study specifically examines how variations in
magnetic field characteristics affect HT-1080 Fibrosarcoma, Fibroblast cells, HeLa
cervical cancer cells with potential implications for cancer treatment and other diseases
where changes in cell growth rates and signaling molecule concentrations are beneficial.
The frequencies and magnetic field strengths used in this study fall well below ionizing
frequencies and are insufficient to break chemical bonds.
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Pozmeneny metabolizmus ndadorovych buniek  je charakterizovany zvysSenou
rychlostou anaerobnej glykolyzy spolu so zvySenym anabolizmom, ktoré su potrebné
pre rychly rast a delenie nddorovych buniek. Nutricne obmedzené prostredie nadorov
astrata atomov uhlika odvodenych od glukézy vo forme laktitu si vyzaduje
prispdsobenie biosyntetickych drah tak, aby vyuzivali aj atomy uhlika odvodené
Z alternativnych substratov. Z tohto dovodu sme sa zamerali na ulohu a expresiu
mitochondridlnych karboxyldz, a to: pyruvat karboxylazy (PC), propionyl-CoA
karboxylazy (PCC) a 3-metyl-krotonyl-CoA karboxylazy (MCC) v glioblastomovych,
astrocytomovych a neuroblastomovych l'udskych naddorovych bunkach mozgu. Nami
namerané vysledky preukdzali zvySené vychytavanie aminokyseliny s rozvetvenym
retazcom (BCAA) z kultivaéného média a ich katabolizmus. Podstatna Cast’ katabolizmu
BCAA prebieha v mitochondriach a vSetko zavisi od expresie PCC a MCC. Zatial’ ¢o
MCC podporuje bunkovy metabolizmus bud’ molekulami acetoacetatu alebo acetyl-
CoA, PCC a PC maju anaplerotickt ulohu tym, ze prispievaju k procesu tvorby sukcinyl-
CoA pomocou PCC a oxaloacetatu pomocou PC.

Odstranenie BCAA z  kultivaénych meédii  ludskych neuroblastomovych,
glioblastomovych alebo astrocytomovych buniek bolo kvantifikované metodami LC-
MS a 1H-NMR a schopnost’ buniek vyuzivat uhlikovy skelet BCAA bola preukazana
zvySenym izotopovym mnoZzstvom citratu, v dosledku inkorporacie 13C atémov
sposobujucich katabolizmus leucinu-13C6 na acetyl-CoA. Expresia karboxylaz, MCC
a PC bola hodnotend imunodetekciami bud’ na kultivovanych nadorovych bunkach
mozgu alebo nadorovych lyzatoch odvodenych z 'udskych mozgovych naddorov po ich
chirurgickom odstraneni.

Okrem preukdzania vyznamnosti MCC v nadorovych bunkdch mozgu sme potvrdili
dolezitost’ PC pre prezitie buniek astrocytdmu pridanim inhibitorov PC do kultiva¢ného
média a navratom prezitia pri kombinacii inhibitorov PC s metabolitmi Krebsovho
cyklu.

Tieto vysledky zdoraznuju funkéna dolezitost mitochondrialnych karboxyldz pri
zabezpecCovani mitochondridlneho metabolizmu nadorovych buniek so schopnostou
vyuzivat alternativne substraty na katabolizmus, ako st napr. BCAA, a navySe
podporovat’ tvorbu medziproduktov Krebsovho cyklu anaplerotickou funkciou. Okrem
toho poznatky o expresii nami spominanych karboxylaz v konkrétnych typoch nadoroch
by mohli prispiet k navrhnutiu terapeutickych pristupov ovplyviujicich
charakteristické metabolické zmeny nadorovych buniek.

Pod’akovanie: Praca bola podporena grantami APVV-19-0033 a VEGA 1/0042/24.
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Svalovinu-infiltrujuci  karcinom mocového mechura (MIBC) stale predstavuje
v mnohych pripadoch smrtel'né ochorenie s piatrocnym celkovym prezivanim (OS)
u priblizne 50 % pacientov a v pripade lokalne pokrocilého alebo metastatického
ochorenia dokonca len u 10 — 15 % pacientov. Bez ohl'adu na §tadium ochorenia je
chemoterapia na baze cisplatiny (CDDP) S$tandardnou  starostlivostou
V neoadjuvantnych aj metastatickych podmienkach. Hlavnym farmakologickym cielom
CDDP je DNA, a preto poskodenie DNA predstavuje kI'aiCovy faktor urcujici toxicitu
tejto latky. Poskodenie DNA vyvolané CDDP, najmi kriZzne vézby, aktivuje drahy
reakcie na posSkodenie DNA zahfnajuce komplexnu koordindciu niekolkych
mechanizmov opravy DNA, vratane nukleotidovej exciznej opravy (NER) a transléznej
syntézy DNA (TLS). Najskor sme na modeli bunkovych linii MIBC s r6znym stupiiom
rezistencie vo¢i CDDP skumali expresiu niektorych hlavnych faktorov NER a TLS.
Ziskané data naznacCovali ur€iti mieru asociacie expresie tychto faktorov s rezistenciou
vo¢i CDDP. Nasim naslednym cielom bolo preskiimat’ prognosticku hodnotu tychto
faktorov NER a TLS u pacientov s MIBC. Retrospektivne sme analyzovali expresiu
proteinov XPA, XPF, XPG, ERCCI1, POLI, POLH a REV3L v primarnych nadoroch
mocového mechura 86 pacientov s tymto ochorenim. Hladiny proteinov sme analyzovali
v celej kohorte pacientov, ako aj v kohorte jedincov s metastatickym ochorenim (mUC),
pri¢om vSetci pacienti podstipili prvoliniovii chemoterapiu na baze CDDP. Obe kohorty
boli rozdelené podl'a percenta pozitivity nadorovych buniek na expresiu jednotlivych
proteinov do podskupin s vysokou a nizkou expresiou. Umrtnost’ pacientov bola 89,5 %
pri mediane sledovania 120,2 mesiacov. V celkovej kohorte mali pacienti s vysSou
expresiou XPA (p = 0,0354; HR 0,60), XPG (p = 0,0472; HR 0,62) a POLI (p = 0,0066;
HR 0,53) signifikantne horSie OS ako pacienti s nizkymi hladinami expresie tychto
proteinov. XPG a POLI boli nezavislé prognostické faktory v multivarianych analyzach
(MVA). V kohorte mUC bola vysoka expresia POLI spojend s vyznamne zhorSenym
OS (p = 0,0472; HR 0,56) v univariantnych analyzach a jej nezavisla prognosticka
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hodnota sa ukézala v MVA. Nase vysledky naznacuji, ze XPG a POLI by mohli pri
MIBC sluzit’ ako uzitocné prognostické biomarkery.

Pod’akovanie: Tato praca bola finan¢ne podporend grantami VEGA 2/0075/23, APV V-
17-0384 a APVV-19-0286.
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THE EFFECT OF HYPOXIA AND EPIGENETIC MODULATION
ON THE MECHANISMS INVOLVED IN CHEMORESISTANCE
OF TESTICULAR TUMORS
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Testicular germ cell tumors (TGCTSs) are frequent malignancies in men. Our research
project focuses on investigating the role of hypoxia and related epigenetic modulation
in signaling pathways associated with cisplatin (CDDP) resistance, poor prognosis, and
early recurrence in TGCT patients. Our hypotheses and experimental strategies are built
on preliminary data, where miRNA microarrays identified miR-218 as significantly
upregulated in resistant TGCT cell lines, targeting PP2A and PPP2R5A. To validate the
involvement of this regulatory axis in CDDP resistance, we inhibited miR-218 and
utilized hypoxia cultivation to analyze resulting expression changes.

Comparing the basal expression of key components, we confirmed that miR-218-5p
expression is significantly higher in all resistant TGCT cell lines, attributed to increased
expression of its host genes SLIT2/3. Notably, resistant TGCT lines exhibited elevated
expression of the HIF1a and HIF2a transcription factor even in normoxic conditions.
The expected negative correlation between miR-218-5p and the expression of PP2A and
PPP2R5A was observed. Inhibition of miR-218-5p led to increased expression of both
phosphatases, especially in resistant TGCT cell lines. Further analyses involved
characterizing the methylation profiles of the promoter region of both phosphatases in
resistant and sensitive TGCT lines using pyrosequencing. The low rate of methylation,
around 3%, affirmed that post-transcriptional regulation by miR-218-5p likely
contributes to the downregulation of gene expression for both phosphatases.
Additionally, a retrospective analysis of patient samples with known clinico-
pathological characteristics revealed higher miR-218-5p expression in tumor and
metastases tissues compared to healthy controls. Elevated miR-218-5p levels were also
observed in the plasma of TGCT patients compared to healthy subjects.

In conclusion, our findings propose miR-218-5p as a potential novel chemoresistance
biomarker and predictor of a more aggressive phenotype in TGCTs and a regulatory
axis: hypoxia - miR-218 - phosphatase as a potential driver behind CDDP-resistance in
TGCTs.

Acknowledgement: This work was supported by the Slovak Research and Development

Agency (grant No. APVV-19-0286) and the Grants Agency of the Slovak Republic
(grant No. VEGA-2/0056/21).
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Chemoterapiou indukovand periférna neuropatia (CIPN) je znamym dlhodobym
neziaducim ucinkom po kurativnej lieCbe testikularnych nadorov z germinativnych
buniek (GCT). CIPN moze prispiet’ k zhorSeniu kvality zivota pacientov vyliecenych
Zz GCT. V predkladanej praci sme sa zamerali na hodnotenie CIPN v spojeni s kvalitou
zivota v tejto populécii prezivsich. Pacienti vylieCeni z GCT v Narodnom onkologickom
ustave v Bratislave (N = 151) prospektivne vyplnili dotazniky Eurdpskej organizécie pre
vyskum a liecbu rakoviny (EORTC) zamerané na CIPN (dotaznik QLQ-CIPNZ20) a na
kvalitu zivota (dotaznik QLQ-C30) pocas ich kazdoro¢nej kontroly v ambulancii
dlhodobého sledovania preZivSich s GCT. Median sledovania pacientov bol 10 rokov
(rozsah 4 - 30). Po ziskani skore z oboch dotaznikov bolo kazdé skére z QLQ-C30
korelované s QLQ-CIPN20 skore definovanym ako vysoké alebo nizke (nad a pod
medidnom). Na Statistické spracovanie udajov sme pouzili Statisticky program NCSS
2022. Prezivsi s vysokym celkovym CIPN20 skore mali zhorsenu kvalitu Zivota v QLQ-
C30. Celkové zdravie bolo hodnotené ako horSie u prezivsich s vysokym CIPN20
V porovnani s preziv§imi s nizkym CIPN20 (priemerné skore + SEM: 67,17 + 2,00 vs.
86,18 + 1,76, p <0,00001). Prezivsi s vysokym CIPN20 hlasili horSie fyzické, pracovné,
emociondlne, kognitivne a socidlne fungovanie v porovnani s preziv§imi s nizkym
CIPN20 (vsetky p < 0,00001). Prezivsi s vysokym CIPN20 ¢astejSie pocitovali unavu,
nauzeu, bolest, dyspnoe, CastejSie mali poruchy spanku a stratu chuti do jedla
V porovnani s preziv§imi s nizkym CIPN20 (vSetky p < 0,004). Okrem toho bola v tejto
populécii prezivsich vysoka CIPN zataz spojena s vacSimi finanénymi problémami
V porovnani s nizkou CIPN zatazou (priemerné skore £ SEM: 19,70 + 2,64 vs. 6,67 +
2,32, p=0,00025). Spearmanova analyza potvrdila negativnu korelaciu celkového skore
CIPN20 so skore celkového zdravia v QLQ-C30 (R = - 0,53, p < 0,0001).

CIPN je silnym prediktorom zhorSenej kvality zivota u pacientov vylieCenych z GCT.
Molekularne mechanizmy neurotoxicity v tejto populdcii preziv§ich by mali byt
intenzivne skimané za ucelom vytvorenia vhodnych preventivnych a terapeutickych
stratégii.
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The heightened metabolic demands of brain cancer cells necessitate a robust supply of
substrates, including amino acids. However, the availability of free amino acids within
the microenvironment of brain cancer cells is often compromised. This limitation arises
from restricted import through the blood-brain barrier and increased intracellular
depletion due to the growing tumor's heightened demands. Herein, we propose that
extracellular proteins may serve as an alternative reservoir of amino acids for cancer
cells. To investigate the extent to which cancer cells utilize extracellular protein
metabolism, we conducted experiments utilizing fluorescently labeled albumin with
fluorescein isothiocyanate (FITC). The uptake of this labelled albumin was quantified
in cultured astrocytoma, glioblastoma, and neuroblastoma cells via fluorescence
measurements and microscopy visualization. Our findings demonstrate an exceptionally
high import capacity of cancer cells compared to cultured astrocytes. Furthermore, the
imported fluorescently labelled albumin accumulates within lysosomes and undergoes
intracellular hydrolysis. Complementing these results, LC-MS analysis reveals
a significant increase in essential amino acid levels, such as phenylalanine and
methionine, within the culture media. These findings suggest that brain cancer cells can
efficiently utilize extracellular proteins as an alternative amino acid source for their
metabolic needs. Given the tumor cells' dependency on amino acid supply and the
potential for pharmacological intervention to induce tumor cell death, a comprehensive
investigation into the molecular mechanisms of protein and amino acid metabolism in
tumor cells holds promise for expanding diagnostic and therapeutic strategies in clinical
oncology research.
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