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Introduction

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is the most common form of pancreatic
cancer, it has a bad prognosis, a high capacity for dissemination and resistance to many
antineoplastic therapies. According to GLOBOCAN data, in 2020, 495,773 new cases
were diagnosed worldwide, and 466,003 deaths from the disease were recorded,
demonstrating that the incidence and mortality rates are almost similar [1].

In addition, it is a type of cancer with an overall 5-year survival of around 7.2% [2].
The only possibility of total cure for patients is surgery [3], but the absence of symptoms
leads to late diagnosis, which means that most patients cannot take advantage of this
option. When the disease is detected, it is at advanced stages. For that reason, research
into new treatments, prevention and early detection is essential for a good prognosis of
these patients [4].

Family history is also an important risk factor and approximately 10% of PDAC cases
have a hereditary or familial basis. Familial pancreatic cancer (FPC) is a hereditary
syndrome that affects families with higher incidence of pancreatic cancer among the
relatives, with an unknown genetic cause for the majority of these families [4].

Hereditary pancreatic cancer is associated with other hereditary syndromes that
present alterations in genes related to the ones involved in pancreatic cancer. Such as
hereditary breast—ovarian cancer (HBOC), Peutz—Jeghers (PJ), Hereditary Pancreatitis
(HP), Familial Atypical Multiple Mole Melanoma (FAMMM), and Lynch syndrome [4].
Some of these genes involved in the disease have been studied, but not all the families
fit in these criteria, so they could benefit from specific screening programs for this
disease. Further research is needed in this area, as some healthy relatives of FPC families
carry unknown inherited germline mutations that enhance their risk of developing
pancreatic lesions [5].



The Spanish national registry of families with pancreatic cancer called PanGenFam,
was created to collect these families, as their members have higher risk of developing
pancreatic cancer than the general population, and this registry allows us to study their
phenotype and genotype in order to look for the cause of the disease [5].

PanGenFam collects patients with at least two prior histories of pancreatic cancer or
with a history of pancreatic cancer and another type of cancer, including those mentioned
above (FAMMM, HBOC, Lynch syndrome and Peutz-Jeghers syndrome) [4].

Therefore, our objective was to identify potentially pathogenic genetic variants using
NGS technologies carried by FPC patients that could be associated with the disease.

Material and methods

Using leukocytes from FPC, sporadic PDAC and high-risk patients, we isolated
genomic DNA and looked for variants that could be related to the disease using panel
sequencing. We selected a cohort of 16 patients, of whom 9 met the criteria of FPC
syndrome, 1 had HBOC and 6 were classified as sporadic PDAC cases.

Panel sequencing was performed using the Sureselect technology (Agilent), and the
panel used was composed of 66 genes involved in carcinogenesis and familial cancer
(Table 1).

Table 1. Panel of 66 genes involved in carcinogenesis and familial cancer used in 16 patients selected
to identify germline variants.

APC ATM BMFPRI1A | BRCA1 | BRCA2 CDH1 CDEN2A | CHEK2 | EPCAM | MLH1

MSH2 MSH6 MUTYH | PALB2 PME2 PTEN SMAD4 [ STKIL TP53 VHL

PRSS1 TERT CFTR. TET2 9 DNMT3A | POLN 6 POLQ6 | ASXL15 | FANCM3 | FAMITSA

FANCG4 | BUBIB3 | ESCO23 | FANCC3 | MSH4 3 RADSL BARDI1 BRIP1 CDE4 FH

KIF1B MET MLH3 MSH3 NEN PIK3CA POLE POT1 RADSID | RB1

MAX MEN1 MREIIA | NF1 NTHL1 POLDI RADS0 RADSIC | RET SDHA

SDHAF2 | XRCC2 | SDHB SDHC SDHD TMEMI127

This panel provides information of the 66 genes selected for each patient, and then
this data was filtered to obtain only the variants of interested.

The tertiary analysis of data was performed using the Varsome clinical platform, and
the variants were filtered according to our criteria: variants with a predicted pathogenic,
likely pathogenic or uncertain significance effect, heterozygote variants with a
frequency less than 0.01, variants that affect coding and splicing regions and with a
frameshift, missense, nonsense, stoploss, exon deletion, start lose or splice junction loss
coding impact. Variants of interest were validated by Sanger sequencing.



Results

Among the 16 patients, we found interesting variants according to our criteria in 7 of
them (43,75%). 9 FPC cases (56,25%) were negative for the panel, as variants that met
our criteria were not found. Among the 7 patients positives for panel, 88,89% were
variants of unknown significance (VUS) and only 11,11% had a likely pathogenic
predicted effect (Figure 1).

FPC patients carried variants in genes such as MLHI, MUTYH or MSH?2. As for the
sporadic cases the affected genes were TERT, CDKN2A, ATM and POTI. Currently, we
are carrying out the validation of variants by Sanger sequencing.

Likely
Interesting variants /-\ pathogenic
44% 1%
Negative Unknown
56% significance
' 89%
FPC Types of variants

Figure 1. Distribution of variants found in the 16 patients.

Discussion

As expected, most of the FPC patients were negative for the panel, Takai et al.(2016)
suggested that this could be because there are different variants in other genes than the
ones involved in the sporadic cases, which allows FPC to form a subgroup of patients
[6]. In particular, FPC patients carried variants in genes such as MLHI, MUTYH or
MSH?2, which are genes involved in the DNA error repair process [7].

FPC patients that were negative for the panel sequencing are candidates for exome
sequencing. Réda et al. (2020) indicated that whole exome sequencing is feasible in
order to search for uncommon variants in other genes that have not been selected for the
panel as suggest [8].

Regarding Varsome Clinical as the tool that was used for our analysis, Herreros-
Villanueva et al. (2022) corroborated that this platform allows a fast and accurate variant
discovery, annotation, and interpretation of NGS data for whole genomes, exomes, and
gene panels, and it has already been used in other projects to search for pathogenic and
unknown clinical significance variants in cancer patients [9]. This platform also offers
the possibility to view many relevant information about variants of interest, such as
variant frequency, associated diseases, clinical trials, therapeutic targets, transcript



information and information about the affected gene. That is why we consider Varsome
Clinical as a very powerful source of information for NGS analysis.

Conclusions

Varsome Clinical is an easy-to-use platform for NGS data analysis with multiple
possibilities and a powerful source of information about the variants of interest for the
researcher. Using specific criteria and filters, this software allows us to filter the data
efficiently and obtain very complete results.

The genetic basis of FPC can be explained in some cases by previously described
genes such as mismatch repair (MMR) genes, but there are many cases that are still
undetermined. Thus, further research in larger cohorts of patients is needed to determine
the effect of VUS found in this study.
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Introduction

Different cell populations in the pancreas can give rise to different pancreatic neoplasms.
The most common form of pancreatic cancer is pancreatic ductal adenocarcinoma
(PDAC) with an incidence rate over 90%, whereas pancreatic neuroendocrine neoplasms
(panNENSs) are far less common accounting for less than 5% [1]. PanNENs represent a
heterogeneous group of tumors consisting primarily of Pancreatic Neuroendocrine
Tumors (pNETs) and pancreatic Neuroendocrine Carcinomas (pNECs). These distinct
pancreatic neoplasms are classified, based on their differentiation, grade, mitotic rate,
and Ki-67 index status and according to the latest 2019 WHO definitions pNETs are
well differentiated, pNECs are poorly differentiated whereas, PDAC can be either well-
, moderately, or poorly differentiated [2].

Contrary to pNETs which are mostly benign with a 5-year overall survival rates of
85.4%, the more aggressive pNECs and PDAC display a median overall survival of just
7.5 months which is mainly due to the absence of specific symptoms, late diagnosis,
rapid progression of the disease and resistance to conventional chemotherapeutic
regimens [1]. Accumulating evidence suggests that the tumor microenvironment
represents a critical factor in the progression of panNENs and understanding the
apparently complex interactions taking place among the cellular components of the
microenvironment of these tumors, is a crucial to improve therapy [3].

Autophagy flux in cancer has attracted a lot of interest in recent years and has been
described as a double-edged sword, displaying both tumor progressive and tumor
suppressive functions depending on tissue and the cancer type. Current data support
activation of the autophagy flux in pancreatic cancer cells and although molecular
pathways upstream of autophagy have been found dysregulated in pNETs, its role is still
under investigation [4]. Various molecular targets participating in the initiation,



nucleation, elongation, or fusion of the autophagosome with the lysosome can be used
to study autophagy. LC3B protein being part of the elongation of the dynamic membrane
structure of the autophagosome, is the most characteristic and widely utilized autophagy
marker [5]. In the herein presented study LC3B expression profile was investigated in
pancreatic neuroendocrine neoplasms (panNENs) in comparison with pancreatic
adenocarcinoma lesions (PDAC).

Materials and Methods

Patients and tissues. Study was approved by the scientific committee of General
Hospital of Athens ‘Hippocration’. Patients were initially enrolled based on their
pathological report following surgical excision but for data analysis, panNEN cases were
revaluated according to the latest 2019 WHO definition. Finally, the cohort of patients
consisted of 10 patients with pNEC, 16 patients with pNET and 41 patients with PDAC.
Demographic and clinical data were collected from the patients' medical files and are
presented in Table 1.

Table 1. Patients’ demographic and clinical characteristics.

Type Of_ Number of Sex Grade Adipose . Lymph {1 fam-
Pancreatic Mean Age . . | Necrosis node K
samples infiltration . | mation
Cancer male | female ! I I metastasis
PDAC 41 65.85+ 1.7 29 12 1 16 24 40 14 26 39
PNECs 10 62.7+3.1 6 4 0 0 10 9 3 4 6
PNETs 16 57.13+ 3.8 12 4 10 6 0 10 3 5 5

Immunohistochemical detection of LC3B. Immunohistochemistry was performed
using Sum sections of formalin fixed paraffin embedded tissues. Briefly, sections were
deparaftinized in xylol, rehydrated in a graded ethanol series, and then subjected to
microwave antigen retrieval [2x10 min, 800 w, 10 mM citrate buffer, pH 6.0]
Endogenous peroxidase activity was blocked using 0.3% hydrogen peroxide. Sections
were incubated at 4°C overnight with LC3B primary antibody (1/400, NB-100—2220,
Novus Biologicals, USA). The detection was performed according to the
ChemMateEnVision system (DAKO EnVision Detection Systems, Peroxidase/DAB,
Rabbit/Mouse) protocol. Sections were then counterstained with Mayer hematoxylin,
dehydrated, cleared mounted using toluene-free mounting medium (Dako CS705) and
observed by means of light Microscopy.

Pancreatic lesions and normal adjacent (NA) tissue were evaluated separately, and
staining intensity scores were calculated by multiplying intensity (negative to high: 0-3)
with the immunoreactive score: 0-10%=1, 11-50%=2, 51-80%=3, 81-100%=4). Data
were statistically analyzed using SPSS 26 software.

Results

Non-parametric tests were applied for the statistical analysis of the staining intensity

scores for LC3B protein expression to compare the expression profile both in pancreatic
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NA epithelium and lesions’ epithelium as well in the corresponding stroma. PanNENs
patients expressed significant higher levels of LC3-B protein expression in their
malignant epithelium compared to those patients diagnosed with PDAC (p<0.001).
Within panNEN, expression of LC3B protein was more prominent in pNEC compared
to pNET lesions although this difference did not reach to a statistically significant
difference (7.9£1.15 vs 4.056+1.09 p=0.058) (Figure 1) and pNEC lesions presented
increased expression compared to PDAC (7.90 + 1.1 vs 1.24 £ 0.4 p<0.001).

Figure 1. Immunohistochemical expression of LC3B protein in (A) pNETs (B) pNECs and (C) PDAC
lesions’ epithelium. Expression was increased in pNETs and pNECs lesions’ epithelium compared to
PDAC (p<0.001).

Furthermore, pNECs presented significantly higher expression of LC3B protein in
their metastatic lymph node epithelium in comparison to the corresponding in patients
with PDAC (6 vs 2.1+0.7, p=0.048, Figure 2).

Figure 2. Immunohistochemical detection of LC3B in metastatic lymph nodes in pNEC patients(A)
and in PDAC patients (B). Only in pNEC patients LC3B protein expression was significantly
increased (p=0.048).

LC3B protein expression in panNEN was prominent in the lesion cells both in pNET
and pNEC compared to their paired stroma (p=0.006 and p=0.005 respectively). In
contrast in patients with pancreatic cancer, LC3B was significantly increased in the
supporting neoplastic stroma cells, compared to the corresponding stromal areas of



pancreatic intraepithelial neoplasia (1.22+0.3 vs 0.17+0.16, p=0.007) and normal
adjacent tissue (0.9+ 0.3, p=0.056).

No difference in LC3B expression profile was detected in the present cohort of
patients in relation to grade, presence of adipose infiltration, necrosis, metastatic lymph
node, or inflammation.

Discussion

Several studies have reported autophagy to be upregulated in PDAC patients and they
have shown that is implicated in resistance to both cytotoxic chemotherapy and targeted
therapy. Still, research data covering the topic of autophagy in endocrine pancreatic
cancer is limited probably due to their low incidence. Nevertheless, dysregulation of
major pathways upstream of autophagy (i.e., PTEN, AKT) was reported in
neuroendocrine tumors such as pancreatic neuroendocrine tumors that could support the
increased levels of LC3B expression found both in the lesion’s at primary site and in the
metastatic lymph nodes in our panNEN patients’ cohort [6]. It is well known that
autophagy can represent a protective mechanism against malignant development
initially, but also can be exploited by the malignant cells to satisfy their metabolic
requirements, to adapt to stressful conditions and to preserve their stemness [7]. Such
behavior may explain the induction of LC3B expression in cells within the lesion of
panNEN patients observed in the present study. In our cohort, only pNEC patients
retained even higher autophagy scores in the lesion’s epithelium in the presence of
lymph node metastasis and this might be associated with their aggressiveness, since no
such observation was evident in the mostly benign pNETs. Interestingly, tumor cell-
released autophagosomes (TRAPs) have been described to induce immunosuppression
through their interaction with CD4" T cells in the tumor tissue and the tumor-draining
lymph nodes [8]. Furthermore, the present study detected higher levels of expression of
autophagy in the tumors supporting stroma of PDAC patients in comparison with the
corresponding stromal areas of pancreatic intraepithelial neoplasia and in normal
adjacent tissue, further supporting the crucial role of tumor’s microenvironment in the
case of pancreatic cancer [9]. Increased autophagy in the surrounding stromal cells
should provide the necessary nutrients and support to the lesion. It is well known that
the extremely aggressive behavior of PDAC is partially attributed to its stroma that
presents increased desmoplasia and poorly immunogenic conditions.

Thus, the herein presented study support that autophagy can represent a key target to
further understanding of the behavior of malignant lesions in the pancreas as well as
developing more effective context- and tissue type-dependent anticancer treatments.
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Introduction

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is the most common form of pancreatic
cancer, and it has a very poor prognosis [1]. The relative survival at 5 years is around
11.5%, and there have been estimated 62,210 new cases and 49,830 deaths in 2022 [2].
Due to a lack of clear symptoms the majority of cases are diagnosed with an advanced
or metastatic disease, that is why early detection is the best chance for cure for these
patients.

Familial pancreatic cancer (FPC) represents around 10-15% of total pancreatic ductal
adenocarcinoma (PDAC) cases and these families have an increased risk of developing
the disease [3]. FPC is defined as families with 2 or more first-degree relatives affected
by PDAC. Currently, only 20% of FPC cases have germline mutations in previously
described germline mutations, but for the rest the origin of genetic disease is still
unknown [2].

PanGenFam is a Spanish national registry of families with FPC established in 2009
by the collaboration of Ramoén y Cajal University Hospital and the Spanish National
Cancer Research Center [4]. The main objective of this registry is studying the
phenotype and genotype of these families, to have a more comprehensive knowledge
about the genetic origin of disease. There is a screening program offered to the healthy
but at risk relatives of these families, as they could carry germline variants inherited by
their affected family members and develop pancreatic lesions that could be early
detected before they turn into malignant.

Thus, our objective was to study the genetic background of FPC cases identifying
genetic pathogenic variants that distinguish them from the sporadic cases (SPC).
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Material and methods

Germline panel sequencing was performed using the Sureselect technology for 85
PDAC cases: 53 FPC and 32 SPC. This panel was customized and included 60 genes
involved in carcinogenesis and familial cancer (APC, ATM, BMPRIA, BRCAI, BRCA2,
CDHI, CDKN2A4, CHEK2, EPCAM, MLHI, MSH2, MSH6, MUTYH, PALB2, PMS2,
PTEN, SMAD4, STK11, TP53, VHL, PRSS1, TERT, CFTR, TET2 9, DNMT3A, POLN 6,
POLQ 6, ASXL1 5, FANCG 4, BUBIB 3, ESCO2 3, FANCC 3, FANCM 3, MSH4 3,
RADS54L, BARDI, BRIPI, CDK4, FAM1754, FH, KIFIB, MAX, MENI, MET, MLH3,
MREI11A, MSH3, NBN, NFI, NTHLI, PIK3CA, POLDI, POLE, POTI, RAD5O0,
RADS5I1C, RAD51D, RB1, RET, SDHA, SDHAF2, SDHB, SDHC, SDHD, TMEM127 and
XRCC2).

Whole exome sequencing was performed for the patients that were negative for the
panel, using the SureSelect SSXTV6 8-10Gb WES technology (11 PDAC cases and 8
healthy high-risk individuals from FPC families). Tertiary analysis was performed using
the Ingenuity Variant Analysis tool. Variants were filtered and selected according to our
following criteria: the allele frequency was lower than 0.01; they should be in
heterozygosity; pathogenic, likely pathogenic and variants of unknown significance,
variants placed in coding and splicing regions, and with a frameshift, missense,
nonsense, or stop loss impact. Then, variants were validated by Sanger sequencing.

Circulating free DNA (cfDNA) was isolated from 1 ml plasma aliquots using the
Maxwell RSC ccfDNA kit and KRAS somatic mutations were studied by BEAMing in
31 FPC and 23 SPC cases.

Results

After the analysis of panel sequencing, we found 7.5% of FPC patients carried
pathogenic variants in genes involved in DNA repair processes, such as MLHI and
CDKN2A4, but none of the SPC carried this type of variants. 5.7% of FPC carried
potentially pathogenic variants in genes such as POLQ, CHEK?2 or FANCM. Only 9.4%
of SPC patients had potentially pathogenic variants in MUTYH, TET2 and ATM (Figure

7.5% pathogenic variants n
MLH1 and CDKN2A % 'V 9.4% likely pathogenic variants
b MUTYH, TERT and ATM
5.7% likely pathogenic variants
POLQ, CHEK2 and FANCM

38% VUS

59% VUS 1 ‘

53% negative for relevant

variants
28% negative for a
relevant variant

FPC cases (n=53) Sporadic PDAC cases (n=32)

Figure 1. Summary of germline variants detected in FPC and SPC patients and their distribution
between both groups.
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In the exome sequencing analysis, we found missense variants with a damaging effect
in all the individuals, but only 14 (66.67%) had stop gain, stop loss or frameshift
variants, which were selected as candidate causal genes. Variants were validated in 5
FPC cases (45.45%), affecting WWOX, C20rf83, SSPO, CYP3A45 and TANGO?2 and 4
high-risk individuals (50%) in WWOX, ADDI1, ARLI11, NBPF1, CSNKIAIl, ZNF880,
ASXL1 genes.

Regarding the somatic mutations, we found that 70% of SPC and only 16% of FPC
cases had a KRAS somatic mutation (Figure 2).

80
601
404

20 4

mutant KRAS detected [%]

FPC SPC

Figure 2. Distribution of mutant KRAS patients found in FPC and SPC cases by BEAMing.

Discussion

Data shows only a small percentage of patients carry interesting variants in
traditionally described genes with a clear association to FPC syndrome, such as MMRs
genes, CDKN2A or Fanconi anemia genes. This has been seen in other FPC families
genetic studies, as Slater et al. (2021) found that it was more frequent the absence of
mutations in predisposing genes than deleterious variants in their cohort [5].

Panel and exome sequencing revealed a high diversity of genes affected by several
types of variants, 59% of FPC patients and 38% of SPC cases carried unknown
significance variants, which supports the high heterogeneity that underlies this
syndrome. Other research groups have also concluded in their analysis that this
syndrome is a highly heterogeneous disease, with numerous low-frequency variants [5].

FPC patients showed a different somatic mutation profile, as the percentage of mutant
KRAS patients was much lower compared to sporadic patients. It is well known that
sporadic PDAC has activating KRAS mutations in around 95% of cases [6], but FPC
patients seem to form a different subgroup of patients, and this could be associated with
a higher overall survival [7], and they could have a better response to therapy as they are
more sensitive to cisplatin-based therapies or PARP inhibitors [8, 9].
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Conclusions

There is a wide heterogeneity in the germline mutation profile in FPC cases that
affects DNA repair genes, and these multiple variants with low penetrance could
underlie FPC phenotype diversity. The presence of germline mutations in DNA repair
genes and the absence of KRAS somatic mutations in FPC patients could be an
opportunity for targeted therapies that are not currently being used in the clinic in these
patients.
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Uvod

Vd’aka pokroku v oblasti biomedicinskeho vyskumu neustale dochadza k zvySovaniu
kvality diagnostiky a liecby naddorovych ochoreni. Aj napriek tomu jednym z hlavnych
terapeutickych problémov nad’alej zostava vysoka miera heterogenity nadorov. Z tohto
dovodu sa sucasny vyskum snazi o personalizaciu terapeutickych postupov [1]. Jednym
z moznych rieSeni by mohlo byt’ pouZitie terapeutickych pristupov vyuzivajuci nukleové
kyseliny. Vyhodou nukleovych kyselin je ich vysokd uroven biokompatibility,
programovatelnosti a modularity. Vd’aka tymto unikatnym vlastnostiam je mozné
produkovat’ nanocCastice vhodné pre priamu, selektivhu a kombinovanu terapiu [2].
Vyhodou nanocastic, ktorych zaklad tvoria nukleové kyseliny je moznost’ regulacie ich
aktivity.

Stcasny model regulacie aktivity nanocastic je zaloZzeny na rozdeleni funkénych
molekul medzi dve funkéne zavislé Struktary. Pre funkéna aktivaciu nanocastic je
potrebna iba vzdjomna pritomnost’ oboch Struktar [3]. Tento model funk¢nej aktivacie
je vSak neSpecificky a Casto vedie k neziaducim vedlajSim G¢inkom. ValidnejSim a
vyS§im stupiiom regulacie je regulacia pomocou molekulového spustaca [4].
Predmetom néasho vyskumu je prave testovanie takéhoto modelu regulacie aktivity
nanocastic.

Nasa nanocastica pozostava z dvoch funkcne na sebe zavislych RNA-DNA hybridov
(Hybrid 1 aHybrid 2). Hybrid 1 pozostava z jednovldknovej DNA (ssDNA),
jednovldknovej RNA (ssRNA), imunostimula¢nej RNA a chraniaceho vlakna, ktorym
je DNA oligonukleotid. Hybrid 2 je tvoreny ssDNA, ktord je komplementarna k ssDNA
Hybridu 1 a ssRNA komplementarnou k ssRNA Hybridu 1. DNA oligonukleotid brani
akejkol'vek interakcii medzi hybridnymi parmi. K uvol'neniu DNA oligonukleotidu by
malo dochadzat iba v pritomnosti spustacieho vldkna, ktorym je Specificka
komplementarna sekvencia. Téato sekvencia je sucastou mRNA asociovanej s
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nadorovym ochorenim. Po uvol'neni DNA oligonukleotidu by malo ddjst’ k reasociacii
nanocastice a tym k uvol'neniu hybridizovanych funkénych RNA, ktorymi st siRNA a
imunostimulaéna RNA. Funkéné RNA sa zameraju na odlisné terapeutické ciele s
cielom dosiahnut’ synergicky ucinok. Za terapeutické ciele sme si pre nas§ experiment
zvolili gény asociované s rastom a prezivanim nadorov a cytozolicky receptor RIG-I,
ktory rozpoznava kratku dvojvladknovi RNA s tupymi koncami a ssRNA s trifosfatom
na 5'-konci [5]. Viaceré¢ stidie poukazuju na vysoky potencidl RIG-I receptora ako
vhodného terapeutického ciela. Bola pozorovand zvySena uroven apoptdzy u
nadorovych buniek spdsobend aktivaciou RIG-I receptora [6]. Okrem toho, RIG-I
signalizacia podporuje aktivaciu imunitnych buniek zodpovednych za imunogénnu smrt’
nadorovych buniek [7].

Cielom predkladanej prace bola syntéza imunostimulacnych RNA, testovanie ich
schopnosti aktivovat RIG-I receptor a testovanie schopnosti DNA oligonukleotidov
viazat’ sa na vybrané mRNA (AxI, Bcl-2, c-myc, SMG1, survivin a STAT3).

Material a metody

Syntéza imunostimulacnych RNA. Pre pripravu imunostimulacnych RNA boli pouzité
DNA templaty, ktoré boli amplifikované pomocou Taq 2X Master Mix (New England
BioLabs) s vyuzitim primerov obsahujucich Specificky promotor pre T7 RNA
polymerazu. PCR produkty boli vizualizované na 2% agarézovom gély. Po precisteni
PCR produktov pomocou NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Mini kit (Macherey-
Nagel) bola prevedena in vitro transkripcia za pouZitia T7 RNA polymerazy. Produkty
in vitro transkripcie boli nanesené na 8 % denaturacny gél a po elektroforéze (200 V/35
min) s vyzitim UV shadowingu vyrezané z gélu. Po extrakcii a naslednej precipitacii
bola kvantita a kvalita imunostimulatnych RNA overend pomocou denaturacnej
elektroforézy (200 V/30 min).

Kultivacia buniek. Reportérova bunkova linia HEK-Lucia™ RIG-I (InvivoGen)
a kontrolnd bunkova linia HEK-Lucia™ Null (InvivoGen) boli kultivované v médiu
DMEM (Sigma-Aldrich) doplnenom o 10% FBS a selektivne antibiotikd (HEK-Lucia™
RIG-I 30 pg/ml blasticidin a 100 pg/ml zeocin; HEK-Lucia™ Null 100 pg/ml zeocin)
pri 37 °C, 5% CO2 a 95% vlhkosti. Bunkova linia A549 (adenokarcinom pltc) bola
kultivovana pri rovnakych kultivaénych podmienkach bez pritomnosti selektivnych
antibiotik.

Testovanie imunomodulacnych vlastnosti. Imunomodulaéné vlastnosti vybranych
RNA boli testované v reportérovej bunkovej linii HEK-Lucia™ RIG-I a kontrolne;j
bunkovej linii HEK-Lucia™ Null. Bunky boli transfekované vybranymi
imunostimulacnymi RNA (3p10LGY9, SRL14, BC-RIG-I, aptamér Cl19 a 3phpRNA)
pomocou transfekéné¢ho cinidla LyoVec™ (InvivoGen) a nésledne inkubované pri
37°C, 5% CO2 a 95% vlhkosti. 24 h po transfekcii bolo 20 pl zo supernatantu kazdej
vzorky prenesenych do novej nepriehl'adnej 96-jamkovej kultivacnej platnicky. Do
kazdej jamky obsahujicej bunkovy supernatant bolo pridanych 50 pl testovacieho
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roztoku QUANTI-Luc™ (InvivoGen). Hned’ po pridani roztoku bolo prevedené
kvantitativne =~ meranie  aktivity = vyprodukovanej luciferdzy s  vyuzitim
spektrofluoroluminometra FluoStar Optima (BMG LABTECH, Ortenberg, Nemecko).

Izolacia celkovej RNA a testovanie DNA oligonukleotidov. Celkova RNA bola
izolovana z bunkovych lyzatov (A549) pouzitim TRIzol™ reagentu (Invitrogen), podl'a
protokolu odporac¢aného vyrobcom. Vzorka obsahujica celkovi RNA bola rozdelena
do dvoch mikroskimaviek. K obom vzorkam bola pridana zmes vybranych DNA
oligonukleotidov (Axl, Bcl-2, c-myc, SMGI, survivin a STAT3) (Sigma-Aldrich).
Vzorky boli inkubované 30 min pri 37°C. Po inkubacii bol k sledovanej vzorke pridany
1 ul RNazy H. Nésledne bola prevedend reverznd transkripcia s pouZzitim 1 pg celkovej
RNA inkubovanej s DNA oligonukleotidmi. V prvom kroku bola RNA spolus 1 ul 10
mM dNTP Mix a zmesou primerov (1 pl Random Primer Mix; 1 pl Oligo d(T)23 VN)
(New England BioLabs) inkubovand 5 min pri 65 °C. Po denaturacii boli vzorky
premiestnené na I'ad. V d’alSom kroku bola po pridani zvysnych zloziek reakcie (4 pul 5X
ProtoScript II buffer, 2 ul 0.1 M Dithiothreitol (DTT), 0.2 ul RNase Inhibitor, 1 pl
ProtoScript I RT) (New England BioLabs) celd reakéna zmes inkubovana 5 min pri
25°C anasledne 1 h pri 42°C. Po reverznej transkripcii bola prevedena klasicka PCR,
ktorej produkty boli vizualizované pomocou agarézovej elektroforézy (100 V/30 min).

Vysledky a diskusia

Imunostimula¢né RNA (3p10LG9, SRL14, BC-RIG-I, aptamér CI9 a 3phpRNA) boli
syntetizované pomocou in vitro transkripcie vyuzitim T7 RNA polymerazy, ktora je
charakteristicka svojou Specificitou pre promotor a vysokou transkripénou aktivitou [8].
Kvalita a kvantita syntetizovanych RNA bola hodnotena na zaklade vysledkov
z denaturacnej elektroforézy. Po optimalizacii procesu syntézy sa nam podarilo
syntetizovat’ vSetky vybrané imunostimulacné RNA v dostato¢nej kvalite a kvantite.
Nasim d’alSim cielom bolo testovanie imunomodula¢nych vlastnosti syntetizovanych
RNA. Imunomodula¢né vlastnosti RNA sme testovali v reportérovej bunkovej linii
HEK-Lucia™ RIG-I, ktord stabilne exprimuje vysoké hladiny RIG-I receptora.
Bunkova linia HEK-Lucia™ RIG-I stabilne exprimuje aj luciferazovy reportérovy gén,
ktory je pod kontrolou interferon indukovatelného promotora. V pripade vizby
anaslednej aktivacii RIG-I receptora imunostimulacnou RNA déjde k spusteniu
kaskady biochemickych reakcii, ktorych vysledkom je indukcia transkripcie génov
kodujtcich interferony typu I, ¢o nasledne vedie k indukcii expresie luciferazového
reportérového proteinu. Pre samotnu analyzu bola ako negativna kontrola aktivacie RIG-
I receptora pouzita bunkova linia HEK-Lucia™ Null, ako pozitivnu kontrolu sme pouzili
3php RNA. 24 hodin po transfekcii buniek vybranymi RNA boli bunkové supernatanty
prenesené do 96 jamkovej platnicky a kvantifikované. Imunomodulacné vlastnosti
vybranych RNA boli kvantifikované vo forme relativnej luminiscencie (RLU), na
zaklade merani luciferdzovej aktivity pouZitim testovacie roztoku QUANTI-Luc™.
Vsetky testované RNA boli schopné aktivovat’ RIG-I receptor, pricom najlepSie
imunomodula¢né vlastnosti boli detegované u aptaméra C19, 3p10LGY9 RNA (Obrazok
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1). Schopnost’ tychto RNA aktivovat’ RIG-I receptor bola potvrdena aj d’alsimi Stadiami
[9,10].

Koncentracia 1,5 pM Koncentracia 3,0 pM
3000 3500
2500 3000
2000 2500
3 1500 0 2000
o @ 1500
1000 1000 I
500 T I I 500 — L
0 L 0

3p10LGY SRL14 BC-RIGI ApCL9 3php RNA 3p10LGY SRL14 BC-RIGI ApCLS 3phpRNA

RIG-I stimulujice RNA RIG-I stimulujice RNA

Obrazok 1. Testovanie imunostimulaénych RNA v reportérovej bunkovej linii HEK-Lucia™ RIG-1.

Pre testovanie vdzobnych schopnosti DNA oligonukleotidov bolo vybranych
nicko’ko mRNA asociovanych s rastom a prezivanim nadorov (Axl, Bcl-2, c-myec,
SMG1, survivin a STAT3). Jednotlivé DNA oligonukleotidy boli zmieSané v rovnakom
pomere a inkubované s celkovou RNA izolovanou z komerénej bunkovej linie (A549).
Po inkubécii bola k jednej z dvoch sledovanych skupin pridand RNaza H, ktora Stiepy
RNA v RNA-DNA hybridnych paroch. Po reverznej transkripcii bola prevedena
klasicka PCR, ktorej produkty boli vizualizované pomocou agardzovej elektroforézy
(Obrazok 2). KedZe DNA oligonukleotidy boli cielené na stred mRNA sekvencie, v
pritomnosti RNéazy H doslo k rozstiepeniu cielove] mRNA v DNA-mRNA hybride, ¢im
nemohlo dojst’ k jej amplifikacii. DoterajSie vysledky naznacuju, Ze vSetky testované
DNA oligonukleotidy st schopné naviazat’ sa na cielovi mRNA. NajvyraznejSie
rozdiely boli zaznamenané v pripade DNA oligonukleotidov pre Axl, c-myc a survivin.

e

- RNaza H + RNaza H

Obrazok 2. Testovanie schopnosti DNA oligonukleotidov viazat’ sa na vybranii mRNA. 1- Survivin; 2-
AXL; 3- BCL -2; 4- c-myc; 5-STAT-3; 6- SMG-1.

NaSim najbliz§im cielom bude overit tieto vysledky pomocou dalSich
molekularnych metod, napr. real-time PCR a ELISA. Funkéné nukleové kyseliny s
najlepSimi funkénymi vlastnostami budu pouzité pre zostavenie hybridnej RNA-DNA
nanocastice.
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Citlivost nadorovych buniek kolorektalneho karcinému voci
novosyntetizovanym derivatom tymolu
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Uvod
Kolorektalny karcindm, postihujiici oblast’ hrubého Creva a kone¢nika, predstavuje
jedno z najrozsirenejSich nddorovych ochoreni vo svete. Na Slovensku je zaznamenana
tretia najvysSSia miera incidencie. Liecba je momentalne postavena na invazivnych
chirurgickych zakrokoch a chemoterapii, priCom su castokrat pritomné aj vazne
neziaduce ucinky. V sti¢asnosti sa vyskum zameriava na prirodné latky. V rastlinach
celade Lamiaceae sa vo vicsej €1 menSe] miere vyskytuje tymol - fenolovy derivat
cyménu. Ma Siroké spektrum pozitivnych tc¢inkov, vratane antiseptickych,
antimikrobialnych, antibakteridlnych ¢i antiepileptickych [1]. Na vyskumoch in vitro a
in vivo sa preukézala schopnost’ inhibovat’ rast a metastazovanie nddorovych buniek
kolorektalneho karcindmu [2]. Zna¢nou nevyhodou je jeho hydrofobnost’, o ovplyviiuje
jeho efektivne prenikanie cez cytoplazmaticki membranu buniek. Preto boli
syntetizované nové, hydrofilné derivaty tymolu. Stanovili sme ich cytotoxicky a
genotoxicky ucinok na nadorovych bunkovych liniach kolorektalneho karcinomu HT-
29 a HCT-116. Pre stanovenie reaktivnych foriem kyslika (ROS) sme vyuzili kit ROS-
Glo H20; assay. VSetky analyzy boli uskutonené aj na tymole, ktory bol pouzity ako
Standard.

Material a metody

Tymol bol komercne zakupeny od firmy Sigma Aldrich. Nové derivaty: tymol ester
kyseliny octovej (DT1) a tymol a-D-glukozid (DT2) boli syntetizované na chemickom
ustave PriFUK v Bratislave. U oboch latok sa uskuto¢nili analyzy na néadorovej
bunkovej linii kolorektalneho karcinomu HT-29 a HCT-116, zakapené od firmy ATCC

[3].
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Cytotoxicita novosyntetizovanych derivatov sa stanovila metdédou MTT (3-[4,5-
dimetyltiazol-2-yl]-2,5 difenyltetrazolium bromid) [4]. Bunky ovplyviiované po dobu
24 hodin koncentra¢nou skalou skimanej latky a nasledne sa aplikovala farbicka MTT
v koncentracii 1 mg/ml po dobu 3 hodin pri 37 °C. Principom metody je redukcia zltej
MTT farbicky v aktivnych bunkach za vzniku nerozpustného fialového formazanu .
Tato chemickd premena zavisi od produkcie Specidlnych enzymov aod
mitochondridlnej  aktivity ktora prebieha len v Zivotaschopnych bunkach.
Spektrofotometricky sa stanovili hodnoty absorbancie, merané pri vinovych dizkach 540
a 690 nm. Nasledne sa pre skuman¢ latky stanovili hodnoty ICso (inhibi¢né koncentracia
rastu 50 % v porovnani s kontrolou).

Pre stanovenie genotoxicity bola pouzZitd SCGE metdda (jednobunkova gélova
elektroforéza), prostrednictvom ktorej je mozné stanovit’ zlomy v DNA pre jednotlivé
bunky. Postup SCGE met6dy bol navrhnuty a modifikovany DuSinskou a Collinsom [5].
Bunky sa fixovali v 0,75 % LMP agaroze (low melting point) a ich lyza prebiehala v
lyzujicom roztoku 1 hodinu pri 4 °C. Odvijanie DNA sa uskutocniloo
v elektroforetickom roztoku po dobu 30 minut v tme pri 4 °C. Nasledovala elektroforéza
(19V, 300mA) po dobu 20 minut, kedy dochadza k migracii DNA ku kladne nabitému
polu. Po neutralizacii a farbeni etidium bromidom sa  vzorky hodnotili pod
fluorescenénym mikroskopom. Ako parameter poskodenia (jednovldknové zlomy
DNA) sa zvolilo percento DNA v chvoste kométy. V kazdej vzorke sa vyhodnotilo 100
buniek v troch paralelnych vzorkéach z troch nezavislych experimentov.

Stanovenie vol'nych radikalov, konkrétne peroxidu vodika sa uskuto¢nilo pomocou
testu ROS-Glo H202 (Promega, USA). Je zaloZeny na bioluminiscen¢nej reakcii, pricom
intenzita svetelného signalu je priamo imerna koncentracii peroxidu vodika vo vzorke.
Po ovplyvneni buniek testovanymi latkami sa priddva substrat peroxidu vodika.
Dochadza tak k vzniku prekurzora luciferinu. Pridanim detekéného roztoku je prekurzor
konvertovany na luciferin a pridanim luciferazy sa generuje meratel'ny svetelny signal.

Vysledky a diskusia

Metddou MTT sme stanovili cytotoxicitu novych derivatov a hodnoty ICso pre obe
bunkové linie (Graf'1). V pripade derivatu DT1 bola stanovena hodnota ICso zhodna pre
liniu HT-29 aj HCT-116 a to 0,08 pg/ml. Radovo vyssie koncentracie boli pouzité pre
derivat DT2. V tomto pripade sa linia HCT-116 prejavila citlivejsie, ICso sme stanovili
na 1300 pg/ml. Pre liniu HT-29 bola hodnota 2100 pg/ml. Vyrazné rozdiely medzi
cytotoxickymi koncentraciami novosyntetizovanych derivatov boli pravdepodobne
sposobené rozdielnou chemickou struktirou. Standardna latka - tymol pdsobila
v pripade buniek HCT-116 cytotoxicky pri koncentracii 65 pg/ml. Nase vysledky su
v sulade s uskuto¢nenou Studiou Zenga a kol. (2020) [6], v ktorej bola hodnota ICso pre
linlu HCT-116 stanovend na 47 pg/ml. Pre liniu HT-29 nebola obdobna Studia
uverejnena.
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Graf 1. Vysledky metody MTT pre stanovenie cytotoxického poskodenia novych derivitov na linie
HT-29 a HCT-116.

Pre stanovenie genotoxickych uc¢inkov sa vychddzalo zo ziskanych udajov
o cytotoxicite. Maximalne koncentracie sa pohybovali na Grovni hodnét ICso a taktiez
vykazovali signifikantné zvySenie poSkodenia DNA (Graf 2). Bunkova linia HCT-116
vo vSeobecnosti dosahovala vyssie hodnoty ako HT-29. Derivat DT1 postupne zvysil
poskodenia v zavislosti od aplikovanej koncentracie v pripade obidvoch linii a DT2 sa
prejavil zvySenim vo vysSich koncentraciach (od 1000 pg/ml). V pripade tymolu —
Standardu nebol zaznamenany Ziadny genotoxicky ucinok, ¢o je v zhode s publikovanou
Studiou na bunkdch HT-29 [3]. Tymol neindukoval zlomy v DNA ani v pripade
nadorovych buniek Caco-2 a HepG2 [7].
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Graf 2. Vysledky jednobunkovej gélovej elektroforézy pre stanovenie genotoxického poSkodenia
novych derivatov na linie HT-29 a HCT-116.

Bioluminiscen¢ny test ROS-Glo pre stanovenie ROS preukazal zvySenie hodnot pre
peroxid vodika u testovanych derivatov (Tabul’ka 1). Statisticky vyznamny narast sa
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sledoval najmé u najvyssich testovanych koncentracii (0,08 ug/ml pri DT1 a 1500 pg/ml
v pripade DT2). Podobny ucinok zvySenia reaktivnych foriem kyslika bol pozorovany

pre nadorové bunky karcindému zaludka AGS [8], pl'uc A549 [9] alebo B16 [10].

Tabul’ka 1. Vysledky produkcie reaktivnych kyslikovych castic metédou ROS-Glo.

Latka Koncentracie HT-29 HCT-116

Negativna kontrola X 1,52x10% +3845,1 4,1x10*+ 4619,5
Pozitivna Kontrola X 2,9x105+ 179753 1,5x10°+ 1935,1"

DT1 0,02 1,5x10%+ 1162,2 5.2x10°+ 478.0

0,04 2,3x10*+ 6162,2 4,9x10*+ 4555,1

0,08 5,8x10%*+ 7748,5™ 6,2x10*+ 7018,2"

DT2 500 12x10%+ 2164,7 3.9x10°+ 1952.8

1000 1,6x10%+1037,7 7,3x10*+ 6570,4™
1500 3,2x10%+ 5494 4" 9,4x10*+ 4602,8™""

Zaver

Ako ukazali vysledky, novosyntetizované derivaty tymolu maju potencial posobit’ na
nadorové bunky kolorektdlneho karcindbmu. Tymol ester kyseliny octovej pdsobi
efektivnejSie apri nizSich koncentracidch ako povodna latka. V pripade liecby,
prevencie ¢i vyskumu kolorektdlneho karcindomu by mohla mat aplikacia
novosyntetizovanych derivatov tymolu vel'ky potencidl a prispiet k lepSiemu
pochopeniu mechanizmov ucinku prirodnych latok na nddorové ochorenia.
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Uvod

Zasadnou prekazkou pri dosahovani ¢o najvyssej efektivity chemoterapie je vznik
rezistencie, potencidlne veducej k recidive nadorového ochorenia. Chemorezistentné
bunky naddoru mézu byt detegované metodou prietokove] cytometrie zvanou “side-
population” (SP), ktord je zaloZend na zvySenej efluxnej aktivite ABC transportnych
proteinov, a to hlavne BCRP a P-gp [1]. Expresia tychto efluxnych pump je riadena
hypoxiou-indukovanymi transkripénymi faktormi HIF-1a a HIF-2a, ktoré s asociované
so zlou progndzou pacientov s réznymi typmi nadorov [2]. Hypoxia sa skrz podporu
rezistentnejSiecho a agresivnejSiecho fenotypu nadorovych buniek stala jednym z
terapeutickych cielov v onkoldgii a objav potencidlnych prirodnych inhibitorov jej
kl'icovych regulatorov, HIF-1a a HIF-2a, by mohol napomoct’ pri liecbe mnohych
nadorovych ochoreni.

Hypericin, prirodna latka syntetizovana viacerymi rastlinami rodu Hypericum, moze
zohravat’ ulohu v moduldcii rezistencie nadorovych buniek voc&i terapii. Aplikacia
hypericinu si nasla svoje uplatnenie vo fotodynamickej terapii a diagnostike, kde
hypericin vystupuje ako fotosenzibilizator [3]. Hypericin vSak mdze vykazovat’ r6zne
protinadorové ucinky aj v nefotoaktivovanej forme. Hypericin je substratom [4] a
potencidlnym kompetitivnym inhibitorom BCRP, ¢o bolo dokazané na in vitro modeli
nadorovych bunkovych linii za normoxickych podmienok (20% O), kedy
nefotoaktivovany hypericin dokazal reverzibilne potlacit’ vyskyt SP buniek [5]. Okrem
toho bola potvrdend schopnost” hypericinu degradovat’ uz spominany kI'i€ovy regulator
hypoxie, HIF-1a [6]. Ciel'om tejto prace bolo zistit,, ¢i hypericin dokazZe znizit’ vel’kost,
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prip. modulovat’ d’alSie vlastnosti SP populécie aj za hypoxickych podmienok (1% O2),
¢im by mohol pozitivne ovplyvnit’ senzitivitu nddoru k simultdnne aplikovanej terapii,
alebo naopak, ¢i vplyvom hypoxie dbdjde k zvySenému efluxu hypericinu
prostrednictvom zvySenej expresie ABC transportnych proteinov.

Material a metody

Kultivacia buniek. V experimentoch boli pouzité nadorové bunkové linie A549
(adenokarcinom pluc), HT-29 (kolorektalny adenokarcinom) a A2780 (ovaridlny
karciném). Bunky boli Standardne kultivované v inkubatore pri 37 °C, 5 % CO2 a 95%
vlhkosti v médiu RPMI-1640 doplnenom o 10% fetdlne hoviddzie sérum (FBS)
a antibiotikd. Bunky boli po nasadeni kultivované 24 hodin v zariadeni s presne
riadenou atmosférou (Coy Laboratory Products), a to bud’ v hypoxickej komore pri 1 %
02, 5 % CO2 a37 °C alebo v normoxickej komore pri 20 % Oz, 5 % CO; a 37 °C.
K bunkam bol nésledne pridany hypericin (0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM a 5 uM), s ktorym
boli bunky inkubované v tme po dobu d’alSich 16 hodin.

Intracelularny obsah hypericinu. Bunky boli zozbierané trypsinom, preplachnuté
ladovym PBS a centrifugované. Intracelularny obsah hypericinu bol analyzovany
prietokovym cytometrom BD FACSCalibur a vyhodnoteny softvérom FlowJo (TreeStar
Inc.) ako medidn fluorescencie hypericinu v FL-2 kanéli (585/42 nm BP filter) po
excitacii modrym laserom (488 nm) normalizovany k autofluorescencii prislusnej
kontroly.

Western blot analyza. Bunky boli zozbierané zoSkrabanim na l'ade, preplachnuté PBS
a lyzované v lyza¢nom roztoku (100 mM Tris-HCI, pH 7,4; 1% SDS; 10% glycerol)
doplnenom o proteazovy a fosfatdzovy inhibitor. Bunkové lyzaty boli sonikované a
koncentracia proteinov bola stanovend Lowryho metdédou. Vzorky (kazda po 30 ng
proteinov) boli separované na 8% SDS-polyakrylamidovom géli a prenesené na PVDF
membranu. Membrany boli po vyblokovani inkubované cez noc pri 4 °C s primarnymi
protilatkami: BCRP, HIF-1a, HIF-2a a B-aktinom. Nasledne boli k membranam pridané
prislusné sekundéarne protilatky s naviazanou chrenovou peroxidazou. Po premyti
membran bola reaktivita protilatok vizualizovana prostrednictvom
chemiluminiscencného kitu. Denzitometria proteinov bola vyhodnotend softvérom
ImageLab (Bio-Rad).

Analyza externalizacie fosfatidylserinu. K bunkadm A549 bol pridany hypericin podl'a
vyssie popisaného postupu a po 16 hodinach bol k bunkam na d’alSich 24 alebo 48 hodin
pridany mitoxantron (MTX; pouzité koncentracie ,,IC50%, ktoré boli stanovené MTT
testom a programom OriginPro 8.5.0 SR1 (OriginLab)). Bunky (2 x 10° buniek) boli
zozbierané trypsinom, centrifugované a farbené anexinom V-FITC (BD PharmingenTM
FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I) 15 min v tme pri izbovej teplote. Pred
analyzou pomocou BD FACSCalibur boli bunky zafarbené propidium jodidom (PI) (1
ug.ml™!). Fluorescencia anexinu V-FITC bola detegovana v kanali FL-1 (530/30 nm BP
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filter) a fluorescencia PI v kanali FL-3 (670 nm LP filter), obe pri excitacii argdbnovym
laserom (488 nm). Na vyhodnotenie vysledkov bol pouzity softvér FlowJo.

Side population analyza a fluorescenciou aktivované triedenie buniek (FACS). Bunky
boli zozbierané trypsinom, centrifugované a resuspendované v SP pufri (HBS, 2% FBS,
2 mM HEPES). Bunky (1x10%ml) boli 90 mintit za ob&asného miesania inkubované s
farbivom Hoechst33342 (5ug/ml). Ako negativna kontrola bol pouzity inhibitor BCRP,
Ko143 (50 uM). Pred samotnym meranim, pripadne FACS triedenim pristrojom BD
FACSATriall SORP, bol ku kazdej vzorke pridany PI (1 pg/ml) pre oddelenie mftvych
buniek.

Migracia. Po FACS triedeni SP/nonSP buniek do 96-jamkovej platnicky (8000
buniek/jamku) boli bunky inkubované niekol’ko dni kvoli adherencii. ,,Rana“ (scratch)
bola vytvorend v konfluentnej vrstve buniek v médiu s 1% FBS zariadenim
WoundMaker™ a zatvaranie ,,rany* bolo vyhodnocované automatizovanym softvérom
pristroja IncuCyte®.

Proteomicka analyza SP a nonSP buniek. SP a nonSP bunky kultivované v normoxii
alebo hypoxii boli triedené pomocou FACS (minimélne 200 000 buniek z kazdej
skupiny), preplachnuté a lyzované v SDT pufri (4% SDS, 0.1% DTT v Tris/HCI, pH
7,6) a homogenizované 2 hod pri 95 °C. Vzorky boli nésledne analyzované v spolupraci
s Centralnym laboratériom Proteomiky, CEITEC MU, Brno, CR. Peptidy boli
analyzované pomocou hmotnostného spektrometra Q Exactive HF-X s Ultimate 3000
RSLCnano syst¢tmom (Thermo Scientific). Data boli vyhodnotené pomocou softvéra
MaxQuant a zoznam proteinov bol spracovany v analytickom rozhrani KNIME.

Vysledky a diskusia

Zmeny vo fenotype nadorovych buniek navodené hypoxiou predstavuju z klinického
hladiska z&vazny problém. Nadorova hypoxia sa na chemorezistencii nadorovych
buniek podiel'a Sirokou Skalou molekuldrnych mechanizmov, €iastocne aj indukciou
expresie ABC transportnych proteinov [2]. Tieto proteiny zabezpecuji nadorovym
bunkdm ochranna funkciu spocivajicu v zniZovani intracelularnej akumulacie
chemoterapeutickych lieCiv. Okrem chemoterapeutik v§ak mdze tymto mechanizmom
dochadzat’ aj ku znizovaniu akumulacie inych, potencialnych terapeutickych latok,
v naSom pripade hypericinu, a tym k zoslabeniu ich lie¢ebného efektu. Nase vysledky
preukazali, Ze hypoxia neovplyviluje intracelularny obsah hypericinu a tym nezoslabuje
jeho ucinok. Prave naopak, preukazali sme, ze hypericin je schopny degradovat’ kI'icovy
regulator hypoxie, HIF-1a, ¢o suhlasi s vysledkami Barliya akol. [6]. Hypericin
rovnako znizil hladinu HIF-2a, ¢o dosial’ nebolo publikované v ziadnej vedeckej praci.
Nase dalSie vysledky preukazali, ze hypericin za hypoxickych podmienok zniZzil
velkost’ rezistentnej SP populacie, o bolo v sulade s poklesom hladiny BCRP. Preto
sme sa rozhodli overit’ tlohu hypericinu v kompetitivnej inhibicii BCRP v hypoxickych
podmienkach, vd’aka ¢omu by malo dochadzat’ k zvySenej intracelularnej akumulécii
chemoterapeutik. Kombinovand liecba hypericinom a MTX v porovnani so samotnym
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MTX stimulovala bunkovu smrt’ len v normoxickych podmienkach, ¢o je v sulade
s vysledkami vyskumnej skupiny Vargova a kol. [4], no v hypoxii inkubacia buniek s
hypericinom a MTX viedla skor k ich adaptacii, nakol’ko doslo k nérastu zivych buniek
v porovnani s liecbou samotnym MTX.

Prekvapivo, redukcia vel'kosti SP populécie bola pozorovana aj vplyvom samotnej
hypoxie, ¢o rovnako korelovalo so znizenou hladinou BCRP v hypoxii. Moznym
vysvetlenim je regulacia BCRP inym transkripénym aktivatorom ako HIF-1a, napriklad
receptorom pre aromatické uhl'ovodiky, AhR. Z literatry je zname, ze v hypoxii mdze
dochadzat’ k inhibicii transkripénej aktivity AhR v dosledku kompeticie s HIF-1a o ich
spolo¢ného vdzbového partnera ARNT (HIF-1B) anasledne k poklesu expresie
cielovych génov AhR [7]. AvSak v tom pripade by sa preukazalo, ze expresia BCRP nie
je v hypoxickych podmienkach regulovand HIF-1a alebo HIF-2a, ¢o bude predmetom
nasho d’alSieho vyskumu.

Proteomické analyza sledujica odliSnosti v celych protedmoch SP a nonSP buniek
v normoxii a hypoxii poukdzala na ich mozné rozdiely v metastatickom potencidli. Na
rozdiel od vSeobecne ocakavaného predpokladu bola vidcsina proteinov spojenych
s metastdzovanim identifikovana v nonSP bunkach, anie v SP bunkach. Vysledky
ziskané proteomickou analyzou boli nasledne overené sledovanim zmien v migracnej
schopnosti buniek. Nase vysledky preukazali, Ze SP bunky migruji pomalSie ako nonSP
bunky, a to v normoxickych aj hypoxickych podmienkach. Viacerymi Stidiami bolo
demonstrované, Zze SP bunky vykazuji zvySenu expresiu mezenchymovych markerov
(vimentin, N-kadherin), ¢o je fenotyp typicky spajany s invazivnymi bunkami, no
zaroven existuje domnienka, ze SP bunky mozu sluzit’ aj ako rezervoar pre produkciu
buniek schopnych mezenchymalneho procesu [8], v naSom pripade pre nonSP bunky.
Z nasich vysledkov vyplyva, Ze SP bunky maji skor epitelovy charakter, comu
nasvedcuje aj signifikantne zniZena proteinovd hladina N-kadherinu. Hypericin
v hypoxii signifikantne stimuloval migraciu SP populécie, ktorej vel'kost’ bola vplyvom
hypoxie a hypericinu redukovana. Vplyv hypericinu na motilitu nadorovych buniek bol
popisany vo viacerych Stadiach, avSak, na rozdiel od naSich vysledkov, dané Studie
neboli upriamené na urcitti subpopuldciu nadorovych buniek, ktora moze predstavovat’
len malé percento z celkovej masy nadoru.

Zaver

Zistili sme, Ze prirodna latka hypericin je schopna zniZit’ rezistenciu nadorovych
buniek, ¢i uz cestou samotnej redukcie vel’kosti SP frakcie alebo degradaciou kl'acovych
mediatorov hypoxickej odpovede buniek, HIF-1a a HIF-2a. Na druhej strane vSak
hypericin v hypoxickych podmienkach moézZe vyselektovat mali subpopuldciu
nadorovych buniek disponujucu zvysSenou schopnostou migracie. NaSe vysledky tak
poukazuji na pleiotropné posobenie hypericinu v hypoxii, ako je to pri vicSine
prirodnych latok.
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Introduction

In vitro and in vivo tumor models that effectively recapitulate the primary tumor have
revolutionized translational research in the last few years. In this work, we will focus in
two of them that we develop at our lab: the 3D Organoids (of both PDAC and PNET)
and the 2D models of Glioblastoma.

Organoids are miniature ex vivo 3D versions of the primary tumor that are more
physiologically representative of the origin tumor from which they are derived. The
development and characterization of these primary in vitro cultures is important so that
they can be used as models in translational research. In the last decades, oncological
research had been hindered due to the lack of new tumor models that represents more
precisely the pathophysiological characteristics of the disease. This is an important
unmet need for both translational research and the pharmaceutical industry for the
development of more effective and personalized treatment strategies.

This is particularly true for rare tumors (known by some authors as “orphans” because
of their poor survival rates, absence of new treatments and no significant advances in
both research and clinic for these tumor types in the last decades). In addition, one of
the most important problems of this diseases is the limited range of therapeutic options,
and the low efficacy of them. As an example of them we can name Glioblastoma (GB),
Pancreatic Neuroendocrine Tumors (PNET) and Pancreatic Ductal Adenocarcinoma
(PDAC).

Materials and methods

Fresh tumor tissue was collected from resected tumor specimens or biopsy samples
from PDAC, PNET and GB for the establishment of in vitro tumor organoids and in vivo
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tumor PDX (Patient Derived Xenograph). We used a modified protocol based on expert
publications in the field for the establishment of organoids. These models are
characterized (IHC markers, somatic mutations, gene expression profiling, etc.) in
parallel with the primary tumor, in order to determine their ability to faithfully
recapitulate the characteristics of the original tumor.

Results

Both PDX and organoid cultures have been successfully established and maintained
from PNET and PDAC primary tumors. Furthermore, other relevant cells within the
tumor, such as fibroblasts, were also isolated and maintained for experiments related
with the microenvironment, which could be used for tumor-stroma co-culture
experiments. Primary 2D monolayer cultures of GB have also been successfully
established. A biobank of these tumor models has been created for the storage of
different passages in liquid nitrogen.

Discussion and conclusions

Organoids have an enormous potential both in the clinical research and
pharmaceutical industry. They will allow us to refine personalized medicine in many
tumor types (selecting the best option for the first treatment line for the patient) and
perform high efficiency compound testing and experimental drug screening. The
development of preclinical models that faithfully mimic the primary tumor to study
biological characteristics, test novel therapies and characterize drug resistance
mechanisms is an important goal that we must achieve in the next decade to improve
survival rates in these tumor types.

Acknowledgements

This study was possible by the Platform Biobanks and Biomodels of the Carlos III
Health Institute (ISCIII), the Biomedical Research Network in Cancer (CIBERONC,
CB16/12/00446), NANO4Glio (EuroNanoMed III) and Project VISION (Strategies to
strengthen scientific excellence and innovation capacity for early diagnosis of
gastrointestinal cancers).

32



Differences in the molecular profile between primary breast carcinomas
and their cutaneous metastases

Silvia Gonzélez-Martinez'?>, David Pizarro',
Belén Pérez-Mies'#, Tamara Caniego-Casas',
José Luis Rodriguez-Peralto®>°, Giuseppe
Curigliano’”®, Alfonso Cortés', Maria Gion',
Javier Cortés>*!%!1" José Palacios'>*"

1Ramén y Cajal University Hospital, 28034 Madrid, Spain
y 2“Contigo contra el Cancer de la Mujer” Foundation,
S 28010 Madrid, Spain

3CIBER-ONC, Carlos III Health Institute, 28029 Madrid, Spain

4Faculty of Medicine, University of Alcald, Alcald de Henares, 28801 Madrid, Spain

5SI+D Institute, 12 de Octubre University Hospital, Madrid, Spain

SDepartment of Pathology, Medical School, Complutense University, 28040 Madrid, Spain
"European Institute of Oncology, IRCCS, Milan, Italy

8Department of Oncology and Hematology, University of Milan, Milan, Italy

®European University of Madrid, Faculty of Biomedical and Health Sciences, Department of
Medicine, 28670 Madrid, Spain

07nternational Breast Cancer Center (IBCC), Quironsalud Group, 08017 Barcelona, Spain
Uparedica Scientia Innovation Research, 08007 Barcelona, Spain and Ridgewood, NJ 07450,
US4

*
Correspondence

The characterization of molecular alterations of primary breast carcinomas (BC) and
their cutaneous metastases (CM) is important to understand the mechanisms involved in
their development. Thirty-three BC and 33 CM samples were analyzed by
immunohistochemical and massive parallel sequencing analyses. The
clinicopathological characteristics of patients and tumors were analyzed. Triple negative
(TN) BCs were overrepresented among tumors that developed CM. A change of tumor
surrogate molecular type in metastases was found in 15% of patients and 48.5% of the
CM presented some additional molecular alteration with respect to the primary tumor.
Survival was related to molecular type in the multivariate analysis. The TN molecular
type has a greater risk to develop skin metastasis. There are phenotypic changes and
additional molecular alterations in skin metastases compared to the corresponding
primary breast tumors in 48.5% of the patients. Although, these changes varied from
patient to patient, they could impact the treatment. More studies with larger patient and
sample cohorts are needed.
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Introduction

Breast cancer (BC) is the most prevalent malignancy in females and is the leading cause
of cancer death in women [1]. We can apply a surrogate molecular classification that
distinguishes four types of BC: luminal A-like, luminal B-like (HER2- and HER2+),
HER2+ (non-luminal) and triple negative (TN) [2].

BC is the tumor most prone to develop skin metastasis in females [3]. Breast
cutaneous metastases (CM) tend to develop in the vicinity of the primary tumor in the
skin of the breast and chest wall, although they can also develop in the abdomen,
extremities, head or neck [3]. In addition, BC CM can manifest in a wide variety of
ways, but nodules are the most common presentation (80%) [4]. CM, usually occur in
the later stages of the disease course [5] and this confers a poor prognosis.

Since there are few series evaluating the molecular alterations of CM and most do not
include the analysis of both the primary tumor and CM, the objective of this study was
to compare the molecular alterations of matched primary BC and their CM in a series of
33 patients to better understand the genes implicated in BC progression and to identify
potential therapeutic targets.

Materials and Methods

All 33 primary tumors and 33 metastases underwent an immunohistochemical study
for the expression of estrogen receptors (ER), progesterone receptors (PR), HER2 and
Ki67, as detailed in the article by Gonzalez-Martinez et al. [6].

For the mutation analysis were used massive parallel sequencing. Tumor areas with
>30% of tumor cells were selected. The paraffin blocks were punched, and the DNA
were extracted. Then, quantitative and qualitative analysis were performed. For
sequencing, a panel with 61 genes was designed and the libraries were constructed with
a modified protocol for Agilent SureSelectXT FFPE. For the bioinformatics analysis a
specific Pipeline was used. Additionally, some mutations were verified by Sanger.
Detailed information can be found in the article by Gonzélez-Martinez et al. [6].

Analysis of CNVs in CCND1, MYC, FGFR1 and MDM4 genes was performed by
Fluorescent In-Situ Hybridization (FISH) on tissue microarrays (TMA). Only 20
matched primary tumors and metastases (40 samples) were included in the TMA due to
sample limitation after the initial immunohistochemical/molecular study. The criteria
are detailed in the article by Gonzalez-Martinez et al. [6].

The Kaplan—Meier method was used to calculate overall survival according to
clinicopathological characteristics and mutations in 7P53 and PIK3CA genes. Cox
proportional hazards models were used to investigate the association between mortality
and clinicopathological and molecular features.
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Results

Case selection and clinicopathological features. A total of 33 patients diagnosed with
BC and CM between 2005 and 2020 were selected.

Referring to clinicopathological features of all 33 primary samples the median age of
the patients at diagnosis was 63.5 years old. According to the immunohistochemical
profile, 48.5% were luminal HER2-, 9% were luminal HER2+, 6% were HER2+ (non-
luminal) and 36.4% were TN.

Examining the distribution of histological types, 72.7% corresponded to invasive
breast carcinomas of non-special type (BCNST), the rest were special histological types.
The largest group (21.2%) corresponded to invasive lobular carcinoma (ILC), one case
was a matrix-producing (chondroid) metaplastic carcinoma, and one case was an
apocrine carcinoma.

Surrogate molecular types. The surrogate molecular type of the tumors and
metastases was confirmed by IHC and FISH. The most frequent type of primary tumor
was luminal HER2- followed by TN. The molecular type changed between the primary
tumor and its CM in 5 patients (15%), the most common being from luminal to TN.

Table 1. Additional molecular alteration in cutaneous metastases not found in primary tumors of
paired cases.

Surrogated molecular

Location type Genes with additional alterations per case
PIK3CA
RB1
TN FGFR2+MYC (amplification)
CTNNBI
Distant MDM4 (amplification)
cutaneous FGFRI+NFI
metastasis . BRCA2+MKI67+SF3B1
=17 Luminal HER2- CASPS+ERBB2
MDM4 (amplification)
KRAS+CCNDI (amplification)+MDM4
HER2+ (amplification)
BRCAI+FGFRI (polysomy)
TP53+PIK3CA+COLIAI
Local N PIK3CA
Ei:?;;;:iz MYC (amplification)
=15 Luminal HER2- ERBB? (polysomy)
HER2+ MYC (amplification)
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Molecular characterization. The following molecular analysis is based on 66 samples
(33 primary tumor and 33 CM) for mutation analysis and 40 samples (20 primary tumor
and 20 CM) for CNV analysis.

Additional molecular alterations were observed in the CM, either mutations or CNVs,
in 16 patients (48.5%). Table 1 shows the distribution of these alterations by surrogate
molecular types and the Fig. 1 shows some additional amplifications in the CM.

There were some differences in the frequency of additional mutations depending on
the local or distant nature of the CM. When not specified as an amplification, the
alteration detected was a mutation.

Figure 1. Additional CCND1 and MDM4 amplification in cutaneous metastases but not in primary
tumors.

Survival analysis. In our series, the median survival since the diagnosis of the disease
was 53 months and the median survival since the diagnosis of the CM was 19.6 months.
Of the patients who developed distant CM, the median survival was 14.5 months. In
contrast, when CM was local, the median survival was 34.6 months. But this difference
was not statistically significant.

The association between overall survival since the diagnosis of the primary tumor
and several variables were assessed. Histological grade, surrogate molecular type and
TP53 mutations significantly affect overall survival. By multivariate analysis with the 3
significant variables, the only independent variable in the CoxPh analysis was surrogate
molecular type, where HER2- luminal was the best prognostic type.
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Discussion
Clinicopathologic features of breast carcinomas that develop cutaneous relapses

In this study, the observation that 46.9% of CM developed locally on the skin of the
breast/thorax is in accordance with other studies [7]. Also, in agreement with other
authors we observed a low frequency of patient that debuted with skin involvement.

The median age of women with BC who developed CM varies among series. These
differences may be related with the different number of patients included in each series
or due to ethic/geographic differences.

Comparing the distribution of surrogate molecular types in our series with other
published series [5,8,9], a finding common to all of them was the relative
overrepresentation of TNBC, suggesting that this surrogate molecular type could be
associated with a greater potential to metastasize to the skin.

Molecular alterations involved in the development of cutaneous metastasis in breast
cancer. Analyzing primary tumors and their respective metastasis, we found that 48.5%
of CM exhibited additional pathogenic molecular alterations. However, we did not
observe a specific mutational pattern related to tumor progression, indicating that CM is
a very individual process. These results add to the observations of previous series (Table
2). In general, studies analyzing molecular alterations in BC CM, but without
comparison with their primary tumors also confirmed that there is no specific pattern of
mutations predisposing to CM [9].

Table 2. Additional molecular alterations in cutaneous metastases reported in different series.

Paired cases of
cutaneous metastases/

Authors . . . Additional molecular alterations in cutaneous metastases
with additional mutation
(n)
Schrijver 26 33 mutations (ATR, BRCAIl ,SMAD4 ,CDHI ,ARIDIA,
et al. [10] ' ERBB2, etc) and FGF3 amplification

14 molecular alterations (JAK2 , NF1,2 TP53 ,AKTI ,
6.6 ARIDIA, ARIDIA and 2 RB1 mutations and TERC, MYC
and 2 FGFRI1 amplification )

6 mutations (7P53+PIK3CA+COLIAl,
TN PIK3CA, RB1, FGFR2, CTNNBI) and 3 CNV
(2 MYC and MDM4)
7 mutations (FGFRI+NF1,
33/17 RH+ HER2: BRCA2+MKI67+SF3B1, CASP8+ERBB2)
and 2 CNV (ERBB 2 and MDM4)

Yates et
al.[8]

Present
series

2 mutations (KRAS, BRCAI ), 4 CNV

+
HER2 (CCNDI , MYC, FGFRI and MDM4)
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Therapeutic implications and prognosis. An important point is whether the molecular
characteristics of metastatic samples modify patient treatment. In the 15.1% of the
patients, there was a conversion of the surrogate molecular type between the primary
tumor and its CM. All these changes would have impacted on the treatment decision
regarding the use of hormone therapy or anti-HER2 therapy.

Regarding specific mutations, three CM developed additional PIK3CA mutations,
which is a target for treatment with alpelisisb in HR+ metastatic BC. However, the three
primary and metastases were TN.

An interesting case in this series was an ILC and their CM, the primary tumor carried
the pathogenic L755S mutation. This mutation was absent in the CM, which carried the
pathogenic mutation S310F. Response to different anti-HER2 therapies differed among
mutations.

Patients with CM have a very poor prognosis. In our series, in multivariate analysis,
survival was significantly related to surrogate molecular type and HER2- luminal
surrogate molecular type had a better prognosis. The differences in our series compared
to others may be related to clinical differences between the series.

The immunohistochemical and molecular analysis of BC CM is essential for a proper
treatment of the patients.
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Uvod
Melaném uvey (UM), je vzacne maligne ochorenie oka, vyskytujuce sa vacSinou
u dospelych osdb. Napriek jeho nizkej incidencii ma vysoké riziko tvorby metastaz. U
viac ako 50% pacientov dochddza v priebehu dvoch rokov k tvorbe prognosticky
nepriaznivého metastatického procesu [1]. Extrabunkové nanocastice — exozomy si
vylucované zo vsSetkych buniek, a dokonca vo vysSej miere z buniek nadorovych.
Z hladiska Struktury sa jedna o membranové vezikuly o velkosti 30-150nm, ktoré vo
svojom vnutri nesu roézne proteiny, lipidy, nukleové kyseliny ako aj iné bunkové
komponenty. Obsah exozoému sa 1iSi v zavislosti od druhu buniek a ich fyziologického,
¢i patofyziologického stavu. Exozomy predstavuji mechanizmus komunikacie, pri
ktorom sprostredkovavaju dolezité informacie medzi blizkymi i vzdialenymi bunkami,
udrzuji bunkovi homeostazu, informuju napriklad o progresivite nadoru, schopnosti
metastazovat’ alebo o rezistencii na terapiu. Okrem toho plnia funkciu odstrafiovania pre
bunku nepotrebnych ¢i Skodlivych produktov [2].

Coraz viac vedeckych prac dokazuje, Ze nadorové exozémy pomahaju vytvarat' tzv.
pre-metastaticku niku, z ktorej sa vyvinu metastazy [3, 4]. Prave tato skutocnost’ sa
usilujeme vyuzit vnaSej Stadiitak, Ze geneticky modifikujeme bunky UM
samovrazednym génom v retrovirusovom vektore, ktorym je fizny gén kvasinkového
povodu cytozindeaminaza:fosforiboziltransferaza (yCD::UPRT). Tento gén exprimuje
v bunke enzym, ktory je zodpovedny za konverziu netoxického 5-fluorocytozinu (5-FC)
na cytotoxicky S-fluorouracil (5-FU). Z predchadzajucich prac vieme, Zze mRNA tohto
génu je zabudovana v exozomoch [5, 6]. Z tohto dévodu sa snazime kultivovat’ bunky
primarneho melandmu uvey a geneticky ich pozmenit infekciou replikativne
defektivneho retrovirusu obsahujucim yCD::UPRT gén. Takto modifikovana bunkova
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kultira maligneho melanému uvey vylucuje exozémy nesuce vo svojom obsahu génovu
informaciu samovrazedného fuzneho génu. Nase vysledky ukazuji, ze v sekretome
geneticky pozmenenych primarnych buniek uvedlneho melandmu sa nachadzaja
exozomy, ktoré inhibuju rast buniek uvealneho melandmu v davkovej zavislosti.

Dalsie naSe experimentidlne smerovanie chceme upriamit na $pecifickost
samovrazednych exozémov z jednotlivych nadorov a overit’, ¢i budii nasmerované na
metastatické bunky. Snazime sa zakladat’ xenografty derivované z pacientskych UM
(PDX-UM), ktoré dobre prezentuju heterogénnost’ l'udskych nadorov na modeli
imunokomprimovanych mysi. Tieto PDX su vhodnym modelom na testovanie
Specificity terapeutickych yCD::UPRT-exozomov za pritomnosti predlieciva 5-FC.

Stadiu exozémov z najroznej§ich buniek sa venuje vo svete velka pozornost.
V pripade nddorovych exozémov predstavuju doélezity zdroj informacii o vlastnom
nadore, o jeho progresivite a schopnosti vytvarat’ metastazy. Ked'Zze odrazaju vlastnosti
priméarnych nadorov, st po ich modifikécii prostriedkom na cielent terapiu. V naSich
Studiach sa snazime vyuzit’ ich nasmerovanost’ na vyvoj potencionalnej terapie, ktora by
mohla pomdct’ pri liecbe t'azko liecitelnych nadorovych diagnoz.

Material a metody

Zalozenie a kultivdacia bunkovych kultur z nadorového tkaniva ludského uvealneho
melanomu. Nadorové tkanivéa uvedlneho melanomu boli ziskané od darcov (n=59), ktori
podstupili enukleaciu na Klinike oftalmologie LF UK a UN Bratislava. Kazdé nadorové
tkanivo bolo spracované do dvoch hodin od odberu mechanickou dezintegraciou
a enzymatickym natrdvenim pomocou 0,25% trypsinu (Sigma Aldrich) po dobu 15
minut pri teplote 37°C. Uvol'nené bunky z tkaniva boli nasledne vysievané na Petriho
misky (Costar, Corning) do kultivaéného média MEM o (Gibco, Thermofisher
Scientific) obohateného 10% fetalnym bovinnym sérom (FBS) (Biosera) a kultivované
v termostate pri 95% vlhkosti a 5% CO». Konfluentna kultira buniek bola pasaZovana
a vysievana na nové misky s hustotou 5x10* buniek/cm?. Vymena nového média
prebiehala kazdy 2-3 den.

Transdukcia primarnych buniek uvedlneho melanomu pomocou retrovirusového
vektora obsahujucim gén yCD::UPRT. Semikonfluentné kultiry UM boli infikované
yCD::UPRT médiom produkujucim virus s pridanim protaminsulfatu o koncentracii
100 pg/mL. Infekcia buniek UM bola prevadzana trikrat s naslednou kultivaciou
s obsahom antibiotik G418 za ucelom zisku homogénnej yCD.:UPRT kultary UM.
Kondiciované médium (CM) bolo zbierané z yCD::UPRT semikonfluentnych
bunkovych kultar UM bez pridania FBS.

Kultivacia nddorovych linii. Nadorové linie MP38 (T'udsky uvedlny melanom) a Hep
G2 (Tudsky karcinom pecene) boli kultivované vo vysoko glukozovom DMEM médiu
spolu s 10% FBS a udrziavané v termostate pri 95% vlhkosti a 5% CO». Nadorové linie
boli pouzité na testovanie inhibicie ich rastu vplyvom CM z r6znych yCD::UPRT-UM.
Za tymto ucelom boli nadorové bunky vysievané do 96 jamkovej platni¢ky o hustote
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3x10°, na ktorych bolo nésledne testovanych 100uL yCD::UPRT-UM CM s obsahom 3-
10x10'° extracelularnych vezikal/ exozomov za pridania a bez pridania predlie¢iva 5-
FC. Vyhodnotenie Zivotnosti nadorovych linii bolo prevadzané za pomoci MTT testu za
6 az 8 dni od pridania yCD::UPRT-UM CM k naddorovym bunkém, alebo taktiez
pomocou pristroja Incucyte® ZOOM.

Vysledky a diskusia

Z celkového poctu 59 vzoriek nadorovych tkaniv UM sa nam podarilo do bunkovej
kultary zalozit’ 52 vzoriek. 38 bunkovych kultar UM bolo modifikovanych tak, aby
exprimovali yCD::UPRT gén. Uginok expresie tohto génu znazoriiuje Obrazok 1, ktory
blizSie charakterizuje zivotnost’ nddorovych buniek derivovanych z primarneho UM 59
vplyvom jednotlivych yCD::UPRT-UM CM za pridania a bez pridania predlieciva 5-FC
v davkovej zavislosti 50 pL a 100 pL. Modré stipce predstavuju jamky s primarnymi
nadorovymi bunkami UM, do ktorych bolo pridané yCD::UPRT-UM CM a nebol
pridany 5-FC. Oranzové stipce zas reprezentuju jamky s nadorovymi bunkami, do
ktorych bol pridany 5-FC spolu s yCD::UPRT-UM CM. V jamkéach kde sa nachadzalo
iba ¢isté yCD.: UPRT-UM CM nedochadzalo k inhibi¢nému ani k stimulujicemu efektu
nadorovych buniek.
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Obrazok 1. Inhibiény ucinok roznych CM 7 yCD::UPRT-UM v davkovej zavislosti na bunkdch
primdrneho UM59.

Naopak, do jamiek kde bolo aplikované¢ yCD::UPRT-UM CM spolu s 5-FC
dochadzalo priblizne k 60-80% inhibicii rastu nddorovych buniek v ddvkovej zavislosti.
Tieto vysledky sthlasia snaSimi predoSlymi pracami, kde uvadzame, ze
mezenchymalne stromalne/kmenové [5] aaj nadorové bunky [6] modzu byt
modifikované tak, aby vylu€ovali exozomy s obsahom mRNA samovrazedného génu.
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Ked’ze nasa Studia je zamerana na uvedlny melandm a jeho metastdzy, ktoré sa
najcastejSie vyskytuju v peceni, ako modelovy systém na destrukciu nddorovych buniek
sme zvolili liniu uvedlneho melandému MP38 a liniu karcindému pecene Hep G2.
Nadorové linie len za pridania yCD::UPRT-UM CM bez aplikovaného predlieciva
proliferovali a dosahovali vysokl konfluenciu (Obrazok 2A, C). Gén yCD::UPRT
koduje enzym, ktory konvertuje netoxicky 5-FC na toxicky 5-FU. Konverzia nastava vo
vnutri nddorovej bunky, vyvoldva apoptické procesy, ¢o sa prejavuje autodestrukciou
nadorovej bunky a jej minimalnou proliferaciou (Obrazok 2 B, D).

Predpokladame, ze takto modifikované terapeutick¢é exozomy derivované
z nadorového tkaniva UM by mohli byt aj vd’aka svojim Specifickym integrinom
vhodnym néstrojom ako cielene dopravit’ liecbu priamo do nadoru/metastazy bez
neziaducich vedl'ajSich u€inkov, ktoré su spajané s konven¢nou chemoterapiou.
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Obrazok 2. MP38 bunkovd linia pod vplyvom CM 7 yCD::UPRT-UM37 bez pridania predlieCiva 5-FC
(A) za pridania predlieciva 5-FC po 6 diiovej kultiviacii (B). Hep G2 bunkovd linia pod vplyvom CM 7
yCD::UPRT-UM37 bez pridania predlieciva 5-FC (C) za pridania predliediva 5-FC po 6 diiovej
kultivdcii (D).
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Uvod

Hlavnym cielom chemoterapie je dosiahnut maximalny ucinok pri inhibicii rastu
nadorov a sucasne zabranit’ neziaducim u¢inkom na zdravé bunky. Liecba rakoviny iba
chemoterapeutikami je v mnohych pripadoch nedostato¢na kvoli Sirokospektralnym
vedlajs$im Uc¢inkom, preto sa stfasny vyskum zameriava na SetrnejSie spOsoby
podavania protinddorovych lie¢iv, napriklad prostrednictvom nanocastic a/alebo
imunokonjugatov.

V poslednej dobe sa mezenchymadlne kmenové/stromdlne bunky (MSC) stavaji
vhodnou a u¢innou moznostou spdsobu dodavania protirakovinovych lie€iv. Jednou
z mnohych beneficnych vlastnosti MSC je ich schopnost’ migracie k poSkodenému
tkanivu, kde pomocou vylu¢ovania protizépalovych a imunosupresivnych faktorov dané
tkanivo liecia. Ich vyhodou medzi ostatnymi typmi buniek je ich nizka imunogenicita,
zabezpeCend nizkou expresiou hlavného histokompatibilného komplexu triedy II
a CD40 [1]. Tento typ kmenovych buniek sa nazyva aj ,,dospelé* kmeiiové bunky,
pretoze sa v tele nachaddzaji aj pocas dospelého Zivota a daji sa izolovat' z takmer
kazdého vaskularizovaného tkaniva [2].

Inkorporacia protinddorovych lie€iv do kmenovych buniek zabezpeCuje cielené
podanie lieciv do nadorovych buniek a metastaz, priCom sa spotrebuje mensie mnozstvo
podavaného liediva a prediZi sa jeho zotrvanie v organizme. Niektoré z tychto spdsobov
dodania st zaloZené¢ iba na zavedeni a prenose lieCiva prostrednictvom extracelularnych
vezikul MSC, niektoré zase na ich genetickej manipulacii. Extracelularne vezikuly
(EVs) vyluCované MSC su vhodnejSim nastrojom na transport lieCiva, pre ich
prirodzenu pritomnost’ v organizme, a schopnost’ prechadzat’ cez biologické membrany
(hemoencefalicka bariéru) apre ich znizent neSpecifickli interakciu s proteinmi
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v krvnom obehu [3]. EVs st bunkami vyuzivané ako komunika¢ny nastroj, cez ktory
odosielaju a prijimaju rézne druhy proteinov, nukleovych kyselin ¢i signalnych molekul.
Prave tieto bunkam a organizmu biologicky prirodzené vezikuly vyuzivame vo svojej
praci na prepravu mRNA tzv. ,samovrazedného génu“ na elimindciu nadorovych
buniek. Vlozeny génovy konsStrukt fazny kvasinkovy gén
cytozindeamindza::fosforibosyltransferaza (yCD::UPRT) je navrhnuty tak, aby sa gén
v cielovej bunke nadmerne exprimoval a daval tak vznik enzymu, ktory je schopny
konvertovat netoxické predlie¢ivo S5-fluorocytozin (5-FC) na cytostatikum 5-
fluorouracil (5-FU) priamo v nddorovej bunke [4]. Cielom je zamedzit’ usmrcovaniu
zdravych buniek s vyuzitim nasmerovanej liec¢by.

Nasa praca sa taktiez zameriava na inkorporaciu troch chemoterapeutik (paclitaxelu,
5-fluorouracilu a gemcitabinu) do MSC izolovanych z réznych zdrojov.

Material a metody

Pre nase pokusy vyuzivame MSC transdukované yCD::UPRT pripravené
v laboratoriu tak, zZe bunky sa infikovali replikativne defektnym retrovirusom s génom
yCD::UPRT. Tento virus sa integruje do hostitel'skej DNA MSC buniek a gén pod
silnym retrovirusovym promotorom sa v bunkach exprimuje, ¢im sa vytvori m-RNA
génu. V predchadzajucich pracach sme zistili, Ze mRNA tohto génu sa vklad4d do
extracelularnych vezikil — exozomov [4]. KonStrukcia retrovirusového vektoru
dovol'uje selektovat’ uspesne transdukované bunky pomocou antibiotika G418 (0,4 — 1,2
mg/ml). Takto sa ziskava homogénna populécia buniek a tym aj homogénna populécia
exkretovanych exozomov. Tieto yCD::UPRT-MSC sme pouZivali v pokusoch, kde sme
sa pokusali vkladat’ chemoterapeutika a zistovat’, €1 sa taktiez vkladaja do exozomov.
Exozomy z MSC sa vylucuju do média, v ktorom nie st rastové faktory. Takéto médium
sa nazyva kondiciované médium.

V praci sme pouZivali nasledovné zasobné roztoky chemoteterapeutik: paklitaxel (6
mg/ml, Sandoz), 5-fluorouracil (50 mg/ml, Accord) a gemcitabin (100 mg/ml, Accord),
ktoré sme riedili pomocou PBS a pouzili sme v kultivatnom médiu s poZadovanou
koncentriciou. Sub-konfluentné transdukované MSC (~5x10° buniek) boli vystavené
konkrétnej koncentracii cytotoxického lieciva (PTX = 8,5 pg/ml; 5-FU =1 ng/ml a GCB
=2 ng/ml). Po 24 hodinach sme kultivacné médium odstréanili, bunky sme trikrat premyli
PBS, aby sme odstranili voI'né liecivo, a kultivovali ich 24 hodin v médiu bez séra.
Zozbierané¢ kondiciované média, ktoré obsahuje exozomy sme pouzili v dalSich
experimentoch.

Na frakcionaciu kondiciovaného média (2ml) sme pouzili kolonu (35 nm qEV Izon
Science), ktoré separuje Castice na zaklade vel'kosti. Po zozbierani voI'ného objemu (14
ml) sme odobrali 33 frakcii s objemom 1,5 ml a nésledne sme testovali ich inhibi¢ny
ucinok rastu réznych nadorovych bunkovych linii (adenokarcindm prsnika MDA-MB-
231, karcinom vaje¢nikov SKOV-3, linia z kostnej metastazy rakoviny prostaty PC3
abunky linie karcindmu pankreasu PANC-1). Zivotnost nadorovych buniek bola

46



stanovend pomocou MTT testu (Sigma Aldrich, Nemecko). Absorbancia bola merana
spektrofotometrom pri vinovej dizke 490 nm (Bio-Rad, Life Science). Rast buniek bol
taktiez stanovovany v realnom Case v systéme IncuCyte na monitorovanie zivych buniek
(EssenInstruments, Ann Arbor, MI). Tento systém umoziuje sledovat’ rast buniek alebo
morfologické zmeny v hodinovych intervaloch stanovenim konfluencie buniek v
jamkach.

Vysledky a diskusia

Pri analyze inhibi¢ného ucinku rastu nadorovej linie PANCI1 extracelularnych
vezikal s vloZenym chemoterapeutikom sme pozorovali, Ze MSC izolované z 'udske;j
dentalnej pulpy su schopné do svojich EVs zabalit’ 5-FU aj GCB a ich inhibi¢ny efekt
bol signifikantne vy$&i v porovnani s kontrolnymi neovplyvnenymi EVs. Uginok
yCD::UPRT systému v kombindcii s SFC mal ucinnost’ porovnatelnu s cistym
chemoterapeutikom (Obrazok 1). Vylucit’ inhibi¢ny u¢inok vol'ného cytostatika v médiu
v tomto pripade mdzeme tak, Ze ucinok kondiciovaného média bol pozorovatelny aj po
niekol’kondsobnom obmyti buniek a naslednym pasazovanim buniek.

yCD::UPRT-chemo-DP MSC CM on PANC1 cells
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Obrdzok 1. Uinnd inhibicia rastu PANCI buniek kondiciovanym médiom z DP-MSC buniek. Bunky
boli ovplyvnené 1 ug/ml 5-FU a 2 ug/ml GCB (p=0.0005, p=0.0009). Fuzny gén yCD::UPRT, ktory sa
exprimuje v pritomnosti 5-FC v ndadorovej bunke, mal porovnatel’ny ucinok s Cistym lieCivom s
pridanou hodnotou jeho Specificity.

Exozémy v kondiciovanom médiu z DP-MSC a ¢isté lie¢ivo boli samostatne
frakcionované na kolone (35 nm qEV Izon Science). Kolona oddel'uje nanocastice na
zaklade zédklade ich velkosti. Testovanim inhibiéného Gc¢inku danej frakcie na PANCI
bunkach sme dokazali, ze Cisté lieCivo tecie v inej frakcii ako yCD.:UPRT-exozbémy, v
ktorych bolo chemoterapeutikum (Obrazok 2).
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Obrazok 2. Chromatografia na zdaklade vel’kosti Castic. Frakciondcia Cistého lieciva (2 ug/ml GCB),
(A) a frakciondcia kondiciovaného média s exozomami (B).

Diskusia

Podobné vysledky publikovali Bonomi a kol. (2015), ked’ ovplyvnili MSC izolované
z kostnej drene GCB (2 000 ng/ml). Kondiciované médium z ovplyvnenych buniek in
vitro inhibovalo rast bunkovej linie 'udského adenokarcinému [5]. V dobe publikovania
ich prace nebolo zname, ze bunky vylucuju exozémy, ale uvedené vysledky na zéklade
sucasnych znalosti jasne ukazuju, zZe i§lo o GCB v exozdémoch.

Biologia exozémov sa stava Coraz lepsie pochopenou a pribudaju Studie, ktoré
optimalizuju ich terapeutické inZinierstvo a dizajn ako nastroje na dodavanie liekov na
zacielenie a zabitie primarnych nadorov a ich metastaz. Glioblastom, adenokarcinom
pankreasu, nador prostaty a metastatické karcindmy prsnika st smrtelné ochorenia,
ktoré si vyzaduju presnejSie zacielenu liecbu. Vdaka schopnosti komunikovat
s nddorovymi bunkami prostrednictvom Specifickych biomarkerov, zniZenému
zotrvavaniu v organizme, nano vel'kosti a vynikajucej kompatibilite, sa exozémy javia
ako vel'mi u¢inny nosi¢ protinddorovych liekov.
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Uvod

Hoci vicsina zdravého tkaniva preferuje oxidativny metabolizmus, zdravé tkanivo
semennikov je zavislé na produkcii ATP v glykolytickom metabolizme, ¢im je
zabezpeCend pohyblivost, hyperaktivacia a kapacitdcia spermii [1]. Takyto
metabolizmus je typicky pre hypoxické ndadorové tkanivo, ktoré sa
vyznacuje agresivnym fenotypom a je asociovany so zlou prognozou pacientov.

Uz v 20. rokoch minulého storo¢ia Warburg zistil, ze nadorové bunky prijimali vo
zvySenej miere glukdzu v porovnani so zdravymi bunkami a bez ohl'adu na pritomnost’
kyslika ju preferencne konvertovali na laktat [2]. Tato adaptacia nadorovym bunkidm
Setri kyslik a poskytuje metabolické substraty potrebné pre proliferaciu buniek [3].
Zaujimavé je, Ze metabolické stratégie nadorovych buniek semennikov neboli dosial’
popisané. V sucasnosti sa vdaka cisplatine podari vylie¢it az 90% pacientov
s nadorovym ochorenim semennikov. Bohuzial’, pacienti rezistentni na cisplatinu maji
spravidla zli progndézu [4]. V naSej préci sa snaZime objasnit’ potencidlnu suvislost’
medzi metabolizmom testikularnych buniek a ich rezistenciou na cisplatinu.

Material a metody

Praca s bunkovymi liniami. Popisané experimenty boli robené na nadorovych
bunkach semennikov NTERA-2 vnimavych, ale aj rezistentnych na cisplatinu [5]
a bunkovej liniit HEK 293T. Tieto bunky sme kultivovali v Eaglovom médiu,
modifikovanom podl'a Dulbecca, ktoré obsahovalo 10% inaktivované fetdlne telacie
sérum a 0,1% gentamicin. Bunky sme kultivovali v termostate pri teplote 37 °C, 5% CO»
a 21% 0o, alebo v hypoxickej stanici s 1% O, 5% CO, a 37 °C.
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Western blot. Na Petriho misku s priemerom 6 cm sme nasadili 400 000 buniek
NTERA-2 S (senzitivne) a R (rezistentné) na cisplatinu. Bunky sme 24 hodin inkubovali
v normoxickych (NO), alebo v hypoxickych (HY) podmienkach a nésledne sme ich
zlyzovali pomocou RIPA lyza¢ného roztoku (150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5%
deoxycholat sodny, 0.1% SDS, 50 mM Tris pH 7.5). Po elektroforetickej separacii
proteinov na 10 % SDS PAGE aich transfere na PVDF membranu (Millipore), sme
membranu vysytili v 5 % odtuénenom mlieku. Pouzité primarne protilatky LDHA 1:10
000 (Cell Signaling), LDHB 1:5000 (Thermo Fisher), LDHC 1:1000 (Thermo Fisher),
BACT 1:10 000 (Cell Signaling) boli nariedené v roztoku Intercept™ Blocking Buffer
(Li-Cor Biosciences). Ako sekundarne protilatky sme pouzili fluorescencne znacené
protilatky IRDye 800 CW (green), IRDye 680 RD (red), nariedené v roztoku Intercept™
Blocking Buffer (Li-Cor Biosciences) 1:10 000. Na detekciu expresie proteinov sme
vyuzili Odyssey CLx Imaging System (Li-Cor Biosciences).

Stanovenie hladiny extracelularneho laktatu. Zo senzitivnych a rezistentnych
testikularnych buniek vyrastenych v monovrstve na Petriho miske s priemerom 6¢cm sme
odsali médium, v ktorom sme detegovali mnozstvo laktdtu. Na stanovenie hladiny
extracelularneho laktatu sme pouzili luciferazovy kit Lactate-Glo™ Assay (Promega),
priCom sme postupovali podl'a prilozeného navodu. Hladinu laktatu vo vzorkéch sme
merali na SYNERGY H4 microplate reader (BioTek).

Vyradenie génu Ildha v senzitivnych bunkach NTERA-2. LDHA knockouty sme
vytvorili pomocou metddy CRISPR-Cas9, pri€om sme pouzili vektor Lenti CRISPR V2
(Addgene) a prislusné guide RNA (5’CACCGAGCCCGATTCCGTTACCTAA3’ a
5’AAACTTAGGTAACGGAATCGGGCTC3’) (Microsynth), ktoré sme nadizajnovali
pouzitim online programu DNA2.0 gRNA Design Tool. Anelované a fosforylované
oligonukleotidy (guide RNA + Stiepne miesta) sme zligovali s linearizovanym vektorom
pLentiCrisprV2. Nasledne sme liga¢nou zmesou otransformovali kompetentné bunky
JM109. Transformované koldnie sme inokulovali do LB média, ktoré obsahovalo
100pg/ml ampicilinu a nechali sme ich narést’ cez noc. Plazmidy sme izolovali pouzitim
MiniPrepu (Promega). Bunkovu liniu HEK293T sme za pomoci CaCl, otransfekovali
osekvenovanym naklonovanym konstruktom pLentiCRISPR V2 LDHA, spolu
s plazmidmi psPAX2 a pMD2. G. Po 48h sme z otransfekovanych buniek pozbierali
médium s virusom a nasledne sme nim transdukovali senzitivne bunky NTERA.
Transdukované bunky sme tyzdein selektovali s 1pg/ml puromycinom (Sigma-Aldrich)
a nasledne sme u vyrastenych klonov overili expresiu LDHA pomocou Western blotu.

ZvySovanie citlivosti rezistentnych buniek NTERA-2 cielenym ovplyviiovanim ich
metabolizmu. Na 96-jamkova platnicku sme zalozili senzitivne a rezistentné bunky
NTERA-2 v pocte 1000 buniek na jamku. Na d’alSi defi sme na bunky pridali latky:
50uM cisplatinu a 25 mM oxamat (inhibitor LDH). Po 7 dilovej inkubécii v termostate
sme sledovali viabilitu buniek pomocou fluorescencného kitu Cell Titer Blue Kit
(Promega), pricom sme postupovali podla priloZzeného protokolu. Fluorescenény signal
zo zivych vzoriek sme detegovali pri vlnovych diZkach: exciticia 530 a emisia 590,
pomocou SYNERGY H4 microplate reader (BioTek).
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Vysledky a diskusia

Pomocou Western blotu sme najvicsie rozdiely detegovali v expresii izoforiem laktat
dehydrogenazy (LDH). Senzitivne bunky exprimovali vSetky tri izoformy (LDHA,
LDHB, LDHC), kdezto u rezistentnych absentovala expresia LDHA.

NTERA-2

NO HY

Senzitivne
Rezistentné
Senzitivne
Rezistentné

LDHA

—
e | DHB

T e — LDHC

S 5/CT

Obrazok 1. Expresia izoforiem LDH u bunkovej linie NTERA-2. Senzitivne bunky exprimuji vietky
tri izoformy LDH, na rozdiel od rezistentnych buniek u ktorych absentuje expresia izoformy A.

Napriek tomu, Ze sme nedetegovali expresiu LDHA v rezistentnych bunkach,
v normoxickych podmienkach bola hladina extracelularneho laktatu zvySena
u rezistentnych buniek v porovnani so senzitivnymi bunkami. V hypoxickych
podmienkach bola hladina extracelularneho laktitu porovnatelnd u senzitivnych aj
rezistentnych buniek. Preto predpokladame, Ze na produkcii laktatu v rezistentnych
bunkdch NTERA-2 sa budt v hypoxickych podmienkach podielat’ aj iné izoformy
LDH.
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Obrdzok 2. Hladina extraceluldrneho laktditu u buniek NTERA-2. V normoxii mali rezistentné bunky
NTERA-2 mierne zvy$enu hladinu extraceluldarneho laktdatu v porovnani so senzitivnymi bunkami.
V hypoxii bola hladina extraceluldrneho laktdatu porovnatel’nd u senzitivnych a rezistentnych buniek.

Na zéklade predoslych vysledkov sme predpokladali, ze absencia LDHA moze
zohravat' dolezit ulohu v rezistencii na cisplatinu. Vyznam absencie LDHA pre
rezistenciu buniek sme overili vyradenim génu pre LDHA v senzitivnych bunkéach
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pomocou metdédy CRISPR anaslednym sledovanim ich viability po opracovani

cisplatinou. Ukazalo sa, ze vyradenie LDHA u senzitivnych buniek NTERA nezvysilo
ich rezistenciu na cisplatinu.

NTERA-2 Senzitivhe 1 uM cisplatina
90

LDHA 80 s
knockout kon_t_rola 70 1
xR 60
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Obrazok 3. Vyradenie génu ldha v senzitivnych bunkach NTERA-2 nezvySilo ich rezistenciu na
cisplatinu. Senzitivne bunky NTERA s vyradenou LDHA boli citlivejSie na cispaltinu ako kontrolné
senzitivne bunky.

Cielend modulacia metabolizmu nadorovych buniek sa javi ako Uspes$nd stratégia
v liecbe malignych ochoreni. Aj to bol jeden z dovodov, preco sme sa rozhodli cielenym
ovplyviiovanim metabolizmu rezistentnych buniek NTERA-2 zvysit’ ich citlivost’ na
cisplatinu. V naSich experimentoch sme kombinaciou 1uM cisplatinu (CisPt) s 25 mM
oxamatom (OXA) navodili u buniek NTERA-2 vysSiu na cisplatinu.

Rezistentné bunky NTERA Senzitivhe bunky NTERA
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Obrazok 4. Ovplyviiovanie metabolizmu buniek NTERA-2 s cielom zvySit’ ich citlivost’ na cisplatinu.
ZniZend viabilita rezistentnych buniek NTERA-2 poukazuje na fakt, Ze kombindcia 1uM cisplatiny
a 25mM oxamdtu zvySila citlivost’ tychto buniek na cisplatinu.

Zaver

Z naSich experimentov sa javi, Ze senzitivne a rezistentné bunky NTERA maju
odlisné metabolické naroky, ktoré mézeme zhrnat’ v nasledujticich bodoch: senzitivne a
rezistentné bunky NTERA-2 sa liSia expresiou LDHA; na produkcii laktatu sa v
bunkovej linit NTERA-2 podiel'aju pravdepodobne B a C izoformy LDH; knockout
LDHA je citlivejs$i na cisplatinu ako NTERA S a NTERA R; zd4 sa, Ze sa nam podarilo
zvysit citlivost rezistentnych buniek na cisplatinu kombinaciou oxamatu a cisplatiny.
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Predpokladame, Ze objasnenie metabolickych stratégii nadorovych buniek
semennikov mdze pomoct’ vyriesit’ problém s rezistenciou na cisplatinu, ¢o prispeje k
zvySenému prezivaniu pacientov s tymto onkologickym ochorenim.
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Uvod

Vysoké davky ionizujiiceho Ziarenia (IR) st ¢astym exogénnym karcinogénom, ktory sa
podiel’a na vzniku dvojvlaknovych zlomov DNA (DSB) [1]. Ak oprava DSB neprebehne
spravne mnohokrat dochédza k tvorbe réznych chromozdémovych aberacii (CA)
a mikrojadier (MN) [2]. Prave vznik translokécii, jedného z typov CA, a s tym spojena
tvorba preleukemickych fuznych génov (PFG) sa povazuje za primarnu udalost’ vediucu
k leukémii [3]. Rb6zne epidemiologické Studie spajajii leukémiu nielen vysokymi
davkami IR, ale aj s dlhotrvajicimi nizkymi davkami IR (do 100 mSv), o ktorych
nemame doposial’ dostatok informacii [4]. Ohrozenymi sa stavaju najmé intervencni
radioldgovia, ktori st vo svojich povolaniach kazdodenne vystaveni pdsobeniu takéhoto
typu IR. Hoci sa jedna iba o malé davky problémom vSak ostava ich akumulacia pri
opakovanej expozicii.

Doposial’ vSak existuje len malo experimentalnych prac, ktoré sa zaoberaju analyzou
vplyvu dlhotrvajticich nizkych davok IR. Napriek niekol’kym rozdielom medzi Studiami
znaény pocet publikacii uvaddza zvySenu tUrovenl poSkodenia DNA a gendmovu
nestabilitu po expozicii nizkym davkam IR [5-7]. Tieto Stidie obsahuji mnohokrat
obmedzenu metodiku, analyzu iba jedného biomarkeru alebo vplyv r6znych zmétocnych
premennych. V naSej praci sme sa rozhodli sledovat’ poskodenie DNA pomocou
rezidudlnych 53BP1 DNA opravnych fokusov ¢iZe fluorescencne znacenych proteinov
zapojenych do opravy DNA. Takéto rezidualne fokusy pretrvavaja v bunkach aj dlho po
oziareni a predstavuju neopravené alebo nespravne opravené DSB [8]. Nasim d’al§im
cielom bolo sledovanie gendmovej nestability prostrednictvom analyzy
chromozoémovych aberacii, mikrojadier u intervenénych radiolégov. Taktiez sme
skiamali aj pritomnost’ translokécii v MLL géne (Histone-lysine N-methyltransferase
24) ako jedného z najcastejsSie mutovanych génov pri adultnych leukémiach.
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Material a metody

Probandi. Na naSe experimenty sme vyuzili periférnu krv od 12 interven¢nych
radiologov pracujucich v slovenskych nemocniciach, ktori vo svojom povolani denne
primaju nizke davky IR. Ako kontrolna skupina nam sltzilo 14 probandov bez pracovne;j
zataze IR. Pred experimentom vSetci zo zucastnenych vyplnili dotazniky o ich
zdravotnom stave a zivotnom Style. Aby sme predisli nechcenému vplyvu zmitocnych
premennych obe skupiny boli rovhomerne rozdelené vzhl'adom na vek a pohlavie. Zo
Studie boli vyluceni jedinci s historiou chemoterapie, radioterapie alebo rakoviny.

Izolacia mononuklearnych buniek a IFC. Mononuklearne bunky sme izolovali
z periférnej krvi probandov gradientovou centrifugaciou s pouzitim média na separéciu
lymfocytov. Adherentné monocyty sme odstranili 2 hodinovou inkubéciou vzoriek (5%
CO; a37°C) a mnozstvo zostavajucich buniek sa spocitalo v Burkerovej komore s
pouzitim 0,4 % trypanovej modre;.

Zobrazovacia prietokova cytometria. 53 BP1 DNA opravné fokusy sme analyzovali
pomocou zobrazovacej prietokovej cytometrie prostrednictvom ImageStreamX-100
(Amnis, Seattle, Washington, Spojené Staty americké). Ako primarna protildtka nam
slizila monoklonalna mysia protilatka 53BP1 v koncentracii 1:20 (dar z laboratoria prof.
Halazonetisa) v kombindcii so sekundarnou anti-myssiou osliou protilatkou Alexa fluor
488 (1:25) (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, Spojené Staty americké). Na
vizualizaciu DNA sme pouzili 3 pul 3 uM DAPI (Sigma Aldrich). Analyzovali sme
minimalne 10 000 buniek na vzorku pomocou objektivu so 63-ndsobnym zviacSenim a
Styrmi laserami (405, 488, 656, 785 nm). Na vyhodnotenie naSich vysledkov sme pouzili
softvér IDEAS.

Analyza chromozomovych aberdcii a mikrojadier. Periférnu krv sme kultivovali pri
37°C a 5% CO;z pocas 72 hodin v médiu RPMI-1640 obohateného o fytohemaglutininom
M (Gibco/Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, United States) na
inicidciu bunkového delenia. Za Gcelom analyzy MN sme na zastavenie bunkového
delenia po 44 hodinach pridali cytochalazin-B (Sigma Aldrich) v kone¢nej koncentracii
6 pg/ml. V pripade analyzy CA bol do kultury pridany kolchicin (Sigma Aldrich) v
koncentracii 0,2 pg/ml po 71 hodinach 15 minatach inkubacie. Néasledne sme k bunkdm
pridali hypotonicky roztok (0,075 M KCl) a fixovali ich pomocou metanolu a kyseliny
octovej (3:1). Po naneseni lymfocytov na sklicka sme ich farbili a suSili 4% Giemsovym
roztokom. Tisic metafaz sa automaticky analyzovalo dvojito zaslepenym spdsobom
pomocou fluorescenéného mikroskopu Axio Imager a softvéru Metafer 3.6
(MetaSystems, Altlusheim, Nemecko). Dicentrické a ring chromozémy boli manudlne
analyzované vySkolenymi odbornikmi. Na stanovenie frekvencie dvojjadrovych buniek
s MN sa u kazdého subjektu zaznamenalo celkovo 1000 dvojjadrovych buniek.

Fluorescencna in situ hybridizacia (FISH). Mononuklearne bunky boli fixované na
polyzinovom podloznom sklicku a hybridizované s priamo zna¢enou MLL BreakApart
sondou (CytoCell Aquarius, Cambridge, Spojené¢ kralovstvo). Tato sonda nam
umoziuje okrem translokacii MLL génu sledovat’ aj jeho amplifikacie alebo delécie.
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Intaktny MLL gén je vizualizovany zltym signalom, ktory vznikol kolokalizaciu 2
signalov (Cervené a zelené spektrum). Zatial' o Cerveny signal predstavuje MLL
segment medzi bodom zlomu a génom PHLDBI1 (Pleckstrin homology like domain
family B member 1) — blizsie k telomére, zeleny signal odraza MLL segment medzi
génom UBE4A (Ubiquitination factor E44) a bodom zlomu — blizsie k centromére.
Translokacia MLL génu v bunke je charakterizovana rozpadom zltého fluorescencny
signalu na 1 Cerveny a 1 zeleny signal. Amplifikécia sa prejavuje pritomnost’ou jedného
zeleného/Cerveného nadbytocného signalu. Naopak delécia sa deteguje stratou zelen¢ho
signalu, ¢erveného signalu alebo celého génu MLL. Najmenej 100 buniek z kazdej
vzorky sa manudlne analyzovalo fluorescencnou mikroskopiou (Olympus BXS5I,
Shinjuku, Japonsko) pri 100-ndsobnom zvaéSeni v Cervenom, zelenom a modrom
spektre.

Statistickd analyza. Déta sme S$tatisticky spracovali pomocou programov
STATISTICA a Microsoft Excel s pouzitim analyzy variancie (ANOVA) s Fisher LSD.
Vysledky kde p > 0,05 sme povazovali za Statisticky vyznamné. P-hodnota nizsia ako 1
x 10-5 bola zobrazena ako p < 0,00001

Vysledky a diskusia

V tejto praci sme ukazali, ze chronické nizke davky IR mézu mat’ pravdepodobne
vplyv na vznik gendémovej nestability u radioldgov. NaSe zistenia z analyzy CA, ktoré
dokdzali  signifikantne  zvySent  tvorbu  celkového  poctu  skumanych
CA/dicentrickych/ring chromozomov (p > 0,00001), potvrdili aj vysledky z analyzy MN
(Obrazok 1).

Pocet CA a MN/100 buniek
(= N W e U N

CAs Dicentric Ring MN

Obrazok 1. Polet mikrojadier a chromozomovych aberdcii na 100 buniek u radiologov (R) v
porovnani s kontrolami (K). Analyzovali sme frekvenciu celkovych aberdcii (CAs), dicentrickych
chromozomov (dicetric) a ring chromozémov. Statisticky signifikantné rozdiely sii zobrazené akop p <
0,001 (***). Udaje st prezentované priemerom + SD.
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Pri stadiu MN sme pozorovali vysSiu frekvenciu MN v skupine radiologov
v porovnani s kontrolami (p = 0,000542). Nase poznatky su v sulade s viacerymi
predchadzajicimi Stidiami, kde taktiez objavili zvySenu gendmovej nestabilitu
prostrednictvom analyzy CA a MN u pracovnikov na radiologickych oddeleniach [6, 7].
Pokial’ je nam zname, ako prvi sme sa rozhodli Studovat’ prestavby MLL génu, ktory je
casto mutovany pri adultnych leukémiach. Vo vzorkach radiolégov sme pomocou
breakapart proby objavili zvySené percento buniek s amplifikdciou cerveného

telomerického segmentu MLL génu, nachadzajiceho sa medzi bodom zlomu a génom
PHLDBI (p =0,010356) (Obrazok 2).
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Obrazok 2. Pocet prestavieb MLL génu na 100 buniek v skupine rdadiologov (R) a kontrolnej skupine
(K). Graf predstavuje MLL translokdcie (MLL trans), duplikdcie MLL génu (dup MLL), amplifikdcie
Cerveného/zeleného segmentu (Cerveny/zeleny zisk), delécie Cervenej/zelenej Casti génu MLL
(Cervena/zelend del ), delécie celého génu MLL (del MLL) a celkové prestavby génu MLL (total) u
rddiolégov v porovnani s kontrolami. Udaje sii prezentované ako priemer = SD. ** p<0,01.

Dlzka amplifikovanych sekvencii, na ktort nasadd naSa proba vSak nie je jasne
definovand a preto méze zahtnat’ aj sekvenciu obsahujicu tento gén.

Mutéacie v PHLDBI géne boli pozorované u rdznych typov rakoviny, najmi
u gliomov [9]. Ked’ze poskodenie DNA je predpokladom vzniku CA a MN, rozhodli
sme sa skumat pritomnost DSB pomocou rezidudlnych 53BP1 DNA opravnych
fokusov. Pri tejto analyze sme vSak nezistili ziadny signifikantny rozdiel vo vyskyte
fokusov medzi skupinou radiolégov a kontrolami (p > 0,05). NaSe zistenie podporuje aj
Barsi a kol., ktori vo svojich experimentoch taktiez nepreukazali zvySeny pocet S3BP1
opravnych fokusov u pracovnikov v radiologii [5]. Jednym z vysvetleni, preCo sme
nedokazali vysSiu hladinu opravnych fokusov v periférnej krvi radiolégov, moze byt ich
kratka Zivotnost’ in vivo (<4 tyzdne) a neschopnost’ hromadit’ sa tak dobre ako CA a MN
[10]. Pre lepsie objasnenie vplyvu nizkych davok IR vSak planujeme d’alSie experimenty
s vy$§im poctom probandov a roz$irenou metodikou o Stidium viacerych typov aberacii

58



ako su chromozomalne gapy, fragmenty alebo acentrické chromozémy. NaSe zistenia
by mohli pomdct’ k zavedeniu CastejSich preventivnych prehliadok, ¢i sprisiiovani
expozi¢nych limitov u zdravotnickych pracovnikov vystavenych IR v nemocniciach.
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Uvod

Nadorové ochorenia mozgu a centralnej nervovej sustavy predstavuju najfatalnejSiu
skupinu nadorov a prispievaju k neustalej morbidite [1]. Za rok 2020 bolo v celom svete
zaznamenanych 308 102 novych pripadov rakoviny mozgu a centrdlnej nervovej
sustavy, z ¢oho 168 346 boli muzi a 139 756 pripadov pripadalo na Zeny [2]. V ramci
Slovenska za minuly rok pribudlo 550 novych pripadov, z ¢oho je evidovanych 420
umrti [3]. Patofyziologické zmeny, spojené s poSkodenim tkaniv, sa za€inaju desiatky
rokov pred nastupom klinickych prejavov [4]. Pochopenie skorych mechanizmov
nadorovych zmien mozgu je preto obzvlast’ dolezité pre v€asna diagnostiku ochorenia a
identifikaciu terapeutickych cielov, modifikujicich ochorenie a celkové zlepSenie
progndzy pacienta.

Metabolomika predstavuje vhodny a vykonny nastroj, ktory deteguje poruchy v
metabolizme, ktoré odraZajuce zmeny v biologickom profile organizmu zdravych aj
chorych [5-7]. VyuzZitie metabolomiky by teda mohlo pomoéct pri identifik4cii
biomarkerov pre vc€asné diagnostikovanie nddorovych zmien mozgu, ktorych
diagnostika v neskorom S§tadiu znacne zhorSuje prognoézu pacientov. Okrem toho je
schopna monitorovat’ terapeuticki odpoved’ organizmu a pomoct’ odhalit’ progresiu
ochorenia. Ciel'om nasho experimentu bolo ngjst’ najvyznamnejSie zmenené lipidové
metabolity pocas procesu chemicky indukovanej rakoviny mozgu.

Material a metody

Kvoéli vytvoreniu nadorov sme v experimente pracovali s parentalnou generaciou
anasledne sich potomstvom. Trom samiciam bol v posledny tyzden gravidity
jednorazovo aplikovany chemokarcinogén etylnitrozourea (ENU), priCom potomstvu
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tychto samic sa pocas Zivota vytvarali spontdnne nadory na mozgu. Karcinogén bol
podany intraperitonedlne s koncentrdciou 50 ml/kg telesnej hmotnosti jedinca
rozpusteny vo fyziologickom roztoku. Trom gravidnym samiciam karcinogén
aplikovany nebol a teda potomstvu sa nddory netvorili. Mlad’at4 ostali s matkou po dobu
jedného mesiaca a nasledne boli oddelené do osobitnych plexitovanych vanic podla
pohlavia. V samotnom experimente bolo pouzitych 40 laboratérnych potkanov kmena
Sprague Dawley (Velaz, Praha 6, Ceska republika). Vo veku $tyroch mesiacov sme
zvieratdm odobrali krv na metabolomickt analyzu za pouZitia kitu AbsoluteIDQ® p180
(BIOCRATES Life Sciences AG, Innsbruck, Rakusko). Pre extrakciu jednotlivych
metabolitov bola pouzita 96-jamkova platiia a vzorky boli spracované podl'a inStrukcii
vyrobcu. Na vzorkach krvného séra potkanov bolo uskuto¢nené meranie vybranych tried
lipidov prostrednictvom ultra vykonnej kvapalinovej chromatografie s tandemovym
hmotnostnym spektrometrom (UHPLC-MS/MS). Hodnoty boli transformované log2,
aby sa ziskali distribuovatel'né idaje a stabilizoval sa rozptyl. Analyza tidajov a vypocet
koncentracii jednotlivych metabolitov boli uskutocnené prostrednictvom softvérového
balika MetIDQ (BIOCRATES Life Sciences AG, Innsbruck, Raktsko). Vysledky boli
d’alej spracované v Statistickom programe GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software,
Inc., San Diego, CA) s pouZitim normality a lognormality testu, a dvojvyberového t-
testu, Goho vysledkom bola hodnota P. Udaje boli taktiez Statisticky vyhodnotené
prostrednictvom online néstroja na spracovanie metabolomickych dat MetaboAnalyst
5.0.

Vysledky a diskusia

Z troch hodnotenych skupin metabolitov — sfingomyelinov (SM), fosfatidylcholinov
(PC) alyzofosfatidylcholinov (lysoPC) vykazovali najkonzistentnejSie vysledky SM,
kde u samcov bolo Statisticky vyznamne zmenenych 11 zo 14 metabolitov a u samic 12
zo 14 metabolitov, pricom vSetky mali vysSie hladiny u jedincov s nddormi mozgu
oproti intaktnym jedincom (Tabulka 1).

Tabulka 1. Sfingomyeliny (SM) a hydroxysfingomyeliny (SM (OH)), u ktorych doslo v ramci
pohlavia k Statisticky vyznamnym zmendm. Signifikancia vs INT * P < 0,05; ** P <0,01; *** P

<0,001.
Metabolit |P hodnota Sig M4 |Phodnota Sig ML
3 ?

SM (OH) C14:1 | 0.0002 Hokk ™ 0.0055 *k ™
SM (OH) C16:1 | 0.1978 NS 0.0377 * ™
SM (OH) C22:1 | <0.0001 *kk ™ 0.0055 *k ™
SM (OH) C22:2 | <0.0001 *kk T <0.0001 Hokk ™
SM (OH) C24:1 | 0.0001 ok 2~ 10.0055 *ox N
SM C16:0 0.0007 ok ™ 0.4950 NS

SM Cl6:1 0.0017 *x ™ <0.0001 ok ™
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SM C18:0 0.5293 NS 0.1681 NS

SM C18:1 0.3048 NS <0.0001 ook ™
SM C20:2 <0.0001 oAk ™ <0.0001 howk ™
SM C24:0 <0.0001 oxk ™ 0.0052 *x ™
SM C24:1 <0.0001 oAk ™ <0.0001 ok ™
SM C26:0 <0.0001 oAk ™ <0.0001 ok ™
SM C26:1 0.0002 oxok ™ 0.0055 *x ™

V dosledku zachovania malignity a schopnosti prezit a §irit’ sa do okolitych tkaniv si
bunky GBM pravdepodobne vyvinuli rozne stratégie, vratane zmien v metabolizme
sfingolipidov, ¢o v konecnom doésledku vedie kich zmenenym koncentraciam
v nadorovych bunkach. Sfingolipidy méZu taktiez sluzit’ aj ako dolezité biomarkery,
ktoré mézu byt vyuzité pri zistovani progresie ochorenia, ako aj pri usmerneni
liecebnych procesov [8].

Tabulka 2. Lyzofosfatidylcholiny (lysoPC), u ktorych doSlo v ramci pohlavia k Statisticky vyznamnym
zmendm. Signifikancia vs INT * P < 0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.

Metabolit |P hodnota Sig ™4 [P hodnota Sig ™My
3 ?
lysoPC a C14:0 |<0.0001 *Ex NE 0.0055 *x N
lysoPC a C16:0 |0.0096 ok N 0.4976 NS
lysoPC a C16:1 |0.0025 ok N 0.0377 * N
lysoPCa C17:0 |0.0041 ok ™ 0.0139 * ™
lysoPC a C18:0 |0.9737 NS 0.0055 ok ™
lysoPCa C18:1 |0.0301 * N 0.9825 NS
lysoPC a C18:2 |0.1978 NS 0.9825 NS
lysoPC a C20:3 |0.4475 NS 0.4976 NS
lysoPC a C20:4 |0.0042 *k ™ 0.9825 NS
lysoPC a C24:0 |<0.0001 Hokk ™ 0.0818 NS
lysoPC a C26:0 |0.0086 *ox ™ 0.0377 * J
lysoPCa C26:1 |0.0144 * ™ 0.0377 * J
lysoPC a C28:0 |0.7093 NS 0.0377 * J
lysoPC a C28:1 |0.1978 NS 0.0055 o J

V skupine lysoPC bolo signifikantne zmenenych 9 zo 14 metabolitov u samcov a 8
7o 14 usamic (Tabulka 2) a v skupine PC 49 zo 74 usamcov a 36 zo 74 u samic
v porovnani so zdravymi jedincami.
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Obrazok 1. VIP (Variable importance in projection) skore vyjadruje 10 najvyznamnejSich
metabolitov, identifikovanych pocas diskriminacnej analyzy PLS-DA.

Podl'a VIP skore (Obrazok 1) boli z celkového poctu 102 hodnotenych metabolitov
usamcov najsignifikantnejSie  zmenené metabolity PCaeC38:1, PCaeC40:3,
PCaeC30:1, a u samic PCaeC40:3, PCaeC38:1, PCaeC30:1.

Fosfatidylcholiny predstavuji najvyznamnejSiu skupinu, zmenenu pocas nadorového
ochorenia mozgu. Kelimu akol. vykonali vroku 2016 experiment s cielom
identifikovat’ mozné biomarkery nadorového metabolizmu. Analyzovali metabolity
krvnej plazmy pacientov s gliomom, pricom u pacientov s rakovinou mozgu boli
v porovnani s kontrolnou skupinou ndjdené nizsie koncentracie cholinu [9]. MoZnym
dovodom zniZenych koncentracii tohto metabolitu v krvi je, Ze nadorové bunky
prijimaju cholin vo zvySenej miere a akumuluju metabolity, ktoré ho obsahuju. Bolo
preukdzané, ze zhromaZzdovanie fosfolipidov, obsahujicich cholin, ma suvis
s agresivnejSim fenotypom rakoviny [10].

Metabolomika predstavuje slubny ndstroj na identifikovanie zmenenych
metabolickych drah. Je potrebné intenzivne patratt po moZnostiach vyuZitia
metabolomickych analyz v klinickej praxi.

Pod’akovanie. Stidia vznikla za finanénej podpory grantovej schémy VEGA
(1/0658/20), VEGA (1/0081/20) a VVGS-PF-2022-2136.
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Introduction

Pancreatic neoplasms are a leading cause of cancer related mortality worldwide. The
most common subtype (>90%) is pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC), which
arises from the pancreatic exocrine cells and has a 5-year survival rate of 11%, regardless
of stage. The second most common subtype is pancreatic neuroendocrine neoplasm
(pNEN), which arises from the pancreatic endocrine cells [1]. PNENs can be further
classified, according to the WHO 2019 classification [2], into pancreatic neuroendocrine
tumors (pNETs), which are benign, well differentiated neoplasms with favorable
prognosis (85% S5-year survival rate) and pancreatic neuroendocrine carcinomas
(pNECs), which are malignant, poorly differentiated tumors and have similar prognosis
with the PDAC. Lately, a significant improvement in the understanding of the
mechanisms involved in the progression of pancreatic neoplasms and the interplay with
their microenvironment has been accomplished and many molecules have been
proposed as potential prognostic and therapeutic biomarkers with Caveolin-1 being one
of them.

Caveolins are predominantly membrane proteins and are constitutional parts of
caveolae, which are small cave-like invaginations of the cell membrane which are
implicated in cell communication, signaling cascades and transport. Caveolin-1 is the
main representative of the caveolin protein family and is expressed in various cell types,
most predominantly in adipocytes, pneumocytes and fibroblasts.

The differential expression of Caveolin-1 has been shown to correlate with
pathophysiological processes and clinical outcomes in neoplastic disease. Its role in
tumor formation and progression has been proven to be stage- and cell type-dependent
[3]. In early stages of the disease, Caveolin-1 is a well-established tumor suppressor, as
evidenced by studies in lung, breast and colon cancer. Intracellular actions of Caveolin-
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1, beyond its function in caveolae formation, have been implicated in the regulation of
cancer through alternative signaling outputs [4]. In later stages though, high expression
of Caveolin-1 has been associated with aggressive phenotypes, such as poorly
differentiated tumors, metastatic disease and resistance to chemotherapy [5].
Furthermore, the levels of Caveolin-1 expression in the tumor microenvironment,
especially in stromal cell populations supporting cancer (cancer-associated fibroblasts),
have been proved to affect disease prognosis [6].

In pancreatic cancer, the role of Caveolin-1 has not been fully elucidated and often
contradictory results are published. Therefore, the current research revolves around
pancreatic malignancies including pancreatic ductal adenocarcinoma and pNENs where
the relative data are limited. In the herein presented study, Caveolin-1 expression was
explored in epithelium and stroma cell populations of pancreatic adenocarcinomas and
NENSs and their metastatic lymph nodes, in association with the degree of differentiation.

Materials and Methods

Patients and tissues Sixty-eight patients with histopathological confirmed pancreatic
lesions were included in the present study, approved by ‘Hippokration’ Hospital’s
ethical committee. Patients were initially enrolled based on their pathological report
following surgical excision but for data analysis, pNEN cases were revaluated according
to the latest 2019 WHO definition. Eventually, 11 patients were diagnosed with
Pancreatic Neuroendocrine Carcinomas (pNECs), 14 with Pancreatic Neuroendocrine
Tumors (pNETs) and 36 with Pancreatic Adenocarcinoma (PDAC) Demographic and
clinical data were collected from the patients' medical files and are presented in Table 1.

Immunohistochemistry. Immunohistochemistry was performed using Spm sections of
formalin fixed paraffin embedded tissues. Briefly, slides were deparaffinized in xylene
(10 minutes) and then rehydrated through graduated alcohols (100%, 90%, and 70%),
followed by a wash in 1x Phosphate Buffered Saline (PBS), for 10 minutes each. The
slides were subjected to two cycles of antigen retrieval for 6 minutes in pH 6.0 citrate
buffer in a microwave, cooled and washed in 1x PBS. Endogenous peroxidase activity
was blocked using 0.3% hydrogen peroxide for 10 minutes. After rinsing in PBS, slides
were incubated with a primary antibody for Caveolin-1 (Cell Signaling, 1:800, Cat#
3267) at 1:800 overnight at 4°C. The detection was performed according to the
ChemMateEnVision system (DAKO EnVision Detection Systems, Peroxidase/DAB,
Rabbit/Mouse) protocol. Sections were then counterstained with Mayer hematoxylin,
dehydrated, cleared mounted using toluene-free mounting medium (Dako CS705) and
observed by means of light Microscopy.

Pancreatic lesions and normal adjacent (NA) tissue were evaluated separately, and
staining intensity scores were calculated using the immunoreactive score (IRS) by
multiplying intensity (negative to high: 0-3) with the percentage of stained cells ,
grouped in 4 categories (0-10%=1, 11-50%=2, 51-80%=3, 81-100%=4). Data were
statistically analyzed using SPSS 26 software.
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Results

Staining intensity scores for Caveolin-1 were analyzed using the non-parametric tests
to compare the expression profile in pancreatic NA epithelium and lesions’ epithelium
as well in the corresponding stroma respectively.

Table 1: Patients’ demographic and clinical data.

Type of ' Number | Mean Age SEX Grade Lymph
Pancreatic of node
Cancer samples male | female I Il 1] metastasis
PDAC 43 65.53+1.64 29 14 0 17 26 28
PNECs 11 61.18+3.2 6 5 0 0 11 5
PNETs 14 60.57+3.07 10 4 9 5 0 4

PDAC: In epithelial cell population staining for caveolin-1 was positive in 33% of
the PDAC lesions and this result was statistically significant compared to NA epithelium
(IRS:1.43+0.4 vs 0, p=0.001). Caveolin-1 protein expression was also significantly
elevated in the stroma cells supporting PDAC epithelium compared to those supporting
NA epithelium (IRS: 3.65+0.4 vs 2.32+0.3, p<0.001). This expression profile was not
retained in the stroma cells in the metastatic lymph nodes as a reduction in caveolin-1
expression was observed (IRS:1.6+£0.4, p=0.02) (Figure I). Furthermore, although not
reaching a statistical significance Caveolin-1 expression was induced in the cancer
epithelium in patients with histological grade III disease compared to grade II and in
patients with lymph node metastasis compared to non-metastatic disease (p=0,1 and
p=0,08 respectively).

N

t y - ' .I," 4 i
Figure 1. Immunohistochemical analysis of Caveolin-1 expression in PDAC (A) normal stroma (B)
and lymph node stroma (C). Protein expression was increased in stromal cell populations supporting

PDAC compared to both normal stroma (p<0.001) and lymph node stroma (p=0.02).

NENs: Caveolin-1 expression was only detected in PNECs epithelium (IRS:1+0.5,
p=0.02). Still, caveolin expression was absent in the epithelium of those PNEC patients
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presenting infiltrated LNs whereas, in the absence of infiltrated LN caveolin expression
was rather increased (1.83 + 0.9, p=0.034).

Discussion

This study investigates the expression profile of caveolin-1 in some of the most
abundant types of pancreatic neoplasms. In our PDAC cohort, epithelial Caveolin-1 was
elevated in cancer cells compared to those present in the normal adjacent epithelium and
it was also associated with more advanced disease as represented by the presence of
lymph node invasion and high histological grade (although statistical significance was
not reached). Thus, the herein presented results are in accordance with the pre-existing
literature, since many studies have also inclined towards caveolin-1 as a negative
prognostic biomarker in pancreatic adenocarcinoma [5, 7, 8]. Still, its role within
tumor’s microenvironment seems to be rather complex. In the present study, although
Caveolin-1 was found upregulated in cancer stroma compared to normal stroma, that
was not related to advanced disease and furthermore it was reduced in the
microenvironment sustaining an infiltrated lymph node. Recent data from a study using
a human pancreatic cancer model showed that the downregulation of caveolin-1 offered
growth advantage in cancer-associated fibroblasts and was associated with unfavorable
outcomes [6]. Caveolin-1 expression was also associated with poor differentiation in our
NEN cohort as evidenced by the difference between the benign NETs and the malignant
NECs. Interestingly, lower levels of epithelial Caveolin-1 were found in metastatic
disease, indicating a different pathway of progress in NEC patients compared to PDAC.
To our knowledge, this is the first study to investigate the role of Caveolin-1 in
neuroendocrine tumors further supporting a key and complex role for Caveolin-1 in the
progress of pancreatic lesions besides the limited number of patients included. Thus,
further research is required to elucidate the mechanisms behind this correlation and
therapeutic intervention against caveolin-1 in pancreatic cancer could be developed.
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Uvod

Nadorové ochorenia patria medzi hlavné pri¢iny chorobnosti a imrtnosti na svete.
Nador na mozgu je jednym z najimpozantnejSich nadorov vébec [1]. Glioblastom, ako
najbeznejsi a najagresivnejsi typ primarneho maligného nadoru centradlneho nervového
systému, je stale dolezitou vyzvou z hladiska diagnostiky a liecby. Chemoterapeuticka
liecba temozolomidom prind$a neuspokojivé vysledky a prognézu a kvalitu zivota
pacientov vyraznejSie nezlepSuje. TaktieZ doposial neexistuju Ziadne schvélené
diagnostické a prognostické biomarkery aani nové terapie, akymi su napriklad
inhibitory imunitného kontrolného bodu pre glioblastom [2].

Kyselina gyroforova (GA) je typ aromatického polyfenolu patriaceho k skupine
sekundarnych metabolitov produkovanych lisajnikmi. Tieto latky chréania rastlinu pred
stresom vyvolanym nepriaznivymi vplyvmi okolia. GA sa radi medzi depsidy
s popisanymi  antimykotickymi, antiinflama¢nymi, antiproliferativnymi, UV
protektivnymi, protinadorovymi, ¢i cytostatickymi vlastnostami [3]. Jej ucinky na
nadory mozgu in vivo vSak doteraz popisané neboli.

Material a metody

V experimente sme pracovali s rodi¢ovskou generaciou samic (n=3) a samcov (n=3)
laboratornych potkanov kmena Fischer F344. Samce a samice sme k sebe nasledne
pripustili. Po potvrdeni gravidity u samic sme vybranym samiciam na 15. deni podali
jednorazovu intraperitonedlnu davku N-etyl-N-nitrozourey (ENU) v koncentracii 100
mg/kg hmotnosti. Intaktné samice ovplyvnené neboli. Po 30 diloch sme potomstvo od
rodicov odstavili arozdelili podla pohlavia. V experimente sme pracovali s troma
experimentalnymi skupinami tvorenymi vylu¢ne samicami. Prvd skupina samic bola
intaktnd (INT) (n=6), druht skupinu tvorilo Sest’ samic, ktorym bola podavana kyselina
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gyroforovd (GA) atretiu skupinu samic (n=11) tvorili nadorové nelieCené samice
(ENU). Liecenym samiciam bola GA podavana v davke 10 mg/kg hmotnosti v roztoku
10% etanolu po dobu 2 mesiacov per os. V posledny den experimentu sme laboratdrne
potkany usmrtili rychlou dekapitaciou. Po usmrteni sme zvieratam vyexcidovali mozgy,
ktoré sme nasledne podrobili histologickej analyze, o. i. sme sledovali hmotnost’
a histologickl stavbu pecene s cielom odpozorovat’ mozné zmeny, ktoré by mohla GA
na peceni spdsobit’. Krv sme potkanom odoberali okamzite po dekapitécii. Krvné vzorky
sme analyzovali pomocou veterinarneho hematologického analyzatora EXIGO H400.
Vysledky sme vyhodnocovali v Statistickom programe GraphPad Prism 8.0.1. a to na
zaklade normélneho rozdelenia dat prisluSnym testom a posttestom. Hodnoty su
uvedené ako priemer + smerodajna odchylka (SD - standard deviation).

Vysledky

Prirastok hmotnosti. PoCas experimentu sme vypocitali prirastok hmotnosti.
Nadorové zvieratd ENU skupiny priberali najviac v porovnani s INT a nadorovou GA
skupinou. GA dokazala znizit prirastok hmotnosti na troveil INT zvierat (P<0,001).
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Graf 1 Priemerny prirastok hmotnosti samic potkanov Fischer F344. Hodnoty su vyjadrené ako
aritmeticky priemer £ SD. Signifikancia vs ENU *XP<0,001.

Hmotnost mozgov a pecene. Hmotnost' mozgov sa u samic potkanov znizila po
indukcii karcinogénom (P<0,05). Pri naddorovej skupine liecenej s GA sa hmotnost’
mozgov nezvysila v porovnani s INT samicami. V pripade hmotnosti pe€ene sme
zaznamenali v nadorovych skupinach samic ENU a GA signifikantne niZSie hodnoty
v porovnani s INT skupinou (P<0,05). Taktiez sme nezaznamenali histologické zmeny
na peceni experimentalnych zvierat.
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Graf 2 Hmotnost’ mozgov samic potkanov kmeria Fischer F344. Signifikancia vs INT * P<0,05.
Findlna hmotnost’ peCene samic potkanov kmeria Fischer F344. Signifikancia vs INT * P<0,05.

Krvné parametre. Statisticky signifikantny narast trombocytov (PLT)(P<0,01) sme
pozorovali v oboch nadorovych skupinach pocas celého nadorového procesu. Zvysné
zlozky krvi ovplyvnené neboli.

Tabul’ka 1. Krvné parametre. Udaje sii vyjadrené ako aritmeticky priemer + SD. vs. INT**P< 0,01.
HGB, hemoglobin; MCV, stredny objem Cervenych krviniek; MPV, stredny objem krvnych dosticiek;

HCT, hematokrit; RBC, Cervené krvinky; RDW, Sirka distribucie Cervenych krviniek.

parameter |jednotky |INT ENU GA

WBC 10°%1 5319 56=16 56=08
LYM 10°%1 3614 3810 3.8=05
LYM % 65626 659=30 68951
MON 1091 0,23 £ 0,06 028 =005 1+0.10
MON % 52=13 5714 45+18
NEU 10%1 1405 104 13203
NEU % 254=+34 242142 20,96 £4.7
EOS 10°%1 0.2=0,10 0,1+0,10 0.12+0,04
HGB gl 1503 =87 152,1+8.8 1506 4,0
MCH pg 18802 19=+04 19+0.2
MCHC ol 38R £36 39425x35 388240
RBC 101311 8040 8.03 0,60 8+0,15
MCV fl 48,5030 48,1104 49+ 0,50
HCT % 3872 38621 3908
RDW % 12505 134=04 13,02+06
RDWa fl 31403 20384 29+83
PLT 10°1 138,7+13.0 290+21,0** |3083+19,1
MPV fl 50304 49=13 48+14
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Nadory na mozgu. V skupine ENU lokalizdcia nddorov zahfnala parakochledrnu
gliovii hmotu a corpus callosum. V skupine GA boli nadory lokalizované v corpus



callosum, zvukovej kore, ¢i capsula interna. Skupina ENU zaznamenala incidenciu
nadorov v 100% pripadoch, zatial’ co v skupine GA sa incidencia zniZzila na 82%.

Reaktivne formy kyslika. V skupine ENU doslo k miernemu zvyseniu (P=0,57)
hladiny ROS v leukocytoch. V skupine GA sme zaznamenali Statisticky signifikantné
znizenie hladiny ROS (P<0,001) v porovnani s ENU skupinou, na troven INT zvierat.

Diskusia so zavermi

Aj napriek pokroku a liecbe zostava rakovina mozgu stale jednou z najagresivnejSich
nadorovych ochoreni vobec, sprevadzana vysokou mierou umrtnosti a zlej prognosticke;j
terapii. Nadorova kachexia je komplexna porucha, ktora je zapric¢inend metabolickou
nerovnovahou azdpalom, ¢o vo vysledku vedie k extrémnemu chudnutiu
u onkologickych pacientov [4]. Zaznamenali sme znizenie hmotnosti peCene a mozgu
pri oboch nadorovych skupinach. V pripade krvnych parametrov sme sledovali narast
poctu trombocytov nad fyziologicki hodnotu, ¢o je dosledok zvdcSujuceho sa
glioblastomu [5]. Po indukcii nadoru sa hodnoty ROS v leukocytoch zvysili. KedZze GA
ma preukédzané antioxidacné vlastnosti, vd’aka svojej polyfenolovej Struktire, tak bola
schopnd svojim antioxidaénym mechanizmom znizit' tito hladinu na troven INT
zvierat. ZvySené hladiny ROS st preto spojené s réoznymi patologickymi procesmi,
ateda i nddormi [6, 7]. Nadorova skupina ENU vykazovala vyssi prirastok hmotnosti
oproti GA a INT skupine, ¢o mozZe byt dosledkom patologického vplyvu glioblastému
na os hypotalamus-hypofyza-nadoblicky [8]. AvSak, v pripade nadorovych zvierat
lieCenych s GA v davke 10 mg/kg hmotnosti, dokédzala znizit hmotnost’ tychto zvierat
na troven INT skupiny. Nakol’ko doteraz nebola publikovana Ziadna Stadia, ktora by sa
zaoberala vplyvom GA na nadory mozgu in vivo, nie je mozné nase vysledky porovnat
sinymi Stidiami. Tieto prelimindrne vysledky mozu sluzit ako podklad k d’alSim
Studiam, zaoberajucim sa mechanizmami ucinku réznych davok GA na nddory mozgu.
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Uvod
Leukémia je Specificky druh rakoviny, ktord postihuje hematopoézu (krvotvorbu).
Predpoklada sa, ze k leukémii dochadza v dosledku genetického poskodenia buniek, kde
su poskodené gény, ktorych produkty riadia bunkovy rast, o umoziuje bunkam
nekontrolovane sa delit. Impulzy poSkodzujice DNA ako je expozicia ionizujucim
ziarenim alebo toxickymi chemikaliami vratane latok niekedy pouzivanych na liecbu
roznych typov rakoviny prispievaju k rozvoju leukémie (a inych druhov rakovin).
Leukemické bunky, rovnako ako ostatné nadorovo transformované bunky, moézu mat’
deregulované mechanizmy bunkovej smrti s naslednym naruSenim homeostazy, ¢o
moze viest’ aj k zdvaznym aZz fatadlnym dosledkom [1].

Pyrazol je 5-Clankovy aromaticky heterocyklus obsahujici dva navzajom susedné
atomy dusika a 3 aromatické atomy uhlika s sp? hybridizaciou. Tento $truktirny motiv
sa nachadza v mnoZstve malych molekul s rozsiahlym vyuzitim v priemysle [2].

Zavedenim atému fluoru vznikaji zlG€eniny s atraktivnymi vlastnost'ami, ktoré
nemozno dosiahnut’ s vyuZzitim inych prvkov . Napriklad v oblasti medicinskej chémie
mozno spomentt’ zavedenie jedného atomu fludru do prirodne sa vyskytujtcich zlic¢enin
ako je uracil za vzniku 5-fluorouracilu ¢i hydrokortizon za vzniku 9a-fludrhydrokortizon
[3]. Toto poznanie znacne rozsirilo farmakologické vyuzitie fluoru ako substituenta
najcastejSie za vodik pri syntéze novych lieiv. V stcasnosti asponl jeden atom fluéru
obsahuje priblizne 1/3 vSetkych pouZivanych lie€iv. Pri pouZiti fluéru sa vyuziva jeho
blokovaci a maskovaci efekt. Dalsou velmi dodlezitou vlastnostou fluérovanych
zlucenin je ich lipofilita. So zvySenou lipofilitou sa Casto zlepSuje priepustnost’ cez
membrany buniek. Predpoklada sa, Zze zavedenim fludru resp. fluérovej skupiny sa zlepsi
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lipofilita organickych zlicenin (hlavne aromatickych zlacenin vdaka silnému +M
efektu) [4].

Preto sa vtejto praci zamerali na Stadium vplyvu novosyntetizovanych N-
perfludrfenyl substituovanych pyrazol-5-yl-aminov na leukemické bunky (L1210,
SKM1 a MOLM-13).

Materialy a metody

Biologicky model a podmienky kultivacie. V tejto praci bol pouziti model mySacich
leukemickych buniek L1210, zlozeny z troch sublinii S,R a T a modely buniek akutne;
myeloidnej leukémie oznacované ako SKM-1 a MOLM-13 aich varianty ziskané
selekciou na vinkristin- SKM-1/VCR a MOLM-13/VCR, poskytnuté Ustavom
molekularnej fyziologie a genetiky Centra biovied, SAV. Bunky L1210 boli kultivované
v RPMI-1640 médiu s obsahom 8 % fetdlneho hovéddzieho séra, 1 % penicilin-
streptomycinu a 0,05 % gentamicinu (1 pg/ml). Bunky SKM-1 a MOLM-13 boli
kultivované v RPMI-1640 médiu s obsahom 8 % fetalneho hovéddzieho séra, 1 %
penicilin-streptomycinu. Kultivacia pre vSetky linie prebiehala pri 37 °C a v atmosfére
s 5 % COz rovnako ako pri experimentoch.

MTT test. Bunky (3x10%200 ul) sa kultivovali v 96- jamkovej platnicke
s prislusnymi derivatmi o prislusnej koncentracii v rozsahu 5-50 pM v ¢asovych
intervaloch 24 a 48 hodin.

Po inkubdcii sa k peletu pridalo 200 pl bezsérového RPMI-1640 média spolu s 10 pl
MTT o koncentrécii 5 mg/ml v PBS, vzniknuty formazén sa rozpustil v 150 ul DMSO.
Zmerala sa absorbancia pri 540 nm.

Fragmentacia celkovej DNA. Bunky (5%10%5 ml) sa kultivovali v 6- jamkovej
platnic¢ke v pritomnosti derivatov s vyslednou koncentraciou 25 a 50 uM po dobu 24
hodin. Celkovii DNA sme izolovali pomocou kitu- GIN70. Izolovani DNA sme
nasledne rozdelili na agar6zovom gély.

Calcein-AM. Bunky (250x10°/ 500 pl) sa kultivovali v 24-jamkovej platnicke
v pritomnosti derivatov s vyslednou koncentraciou 25 a 50 uM po dobu 24 hodin. Ku
kontrole 1 sa pridal 1 pl tariquidaru o vyslednej koncentracii 0,5 uM a Calcein-AM, tak
aby vysledna koncentracia bola 10 nM. Vzorky boli nasledne analyzované pomocou
prietokového cytometra.

Vysledky a diskusia

Testované derivaty sme oznacili A1 — AS. Pre optimalizaciu vyberu vhodnych
koncentracii a zisteniu potencidlnych ucinkov sme sa rozhodli pre MTT metdodu, pri
ktorej sme testovali 5 koncentracii z kazdého derivatu v case 24 a 48 hodin.
Zaznamenali sme klesajlci trend viability buniek s rasticou koncentraciou derivatov.
Najucinnej$im sa ukézal derivat AS. Ako jediny uz pri koncentracii 10 uM dosiahol
inhibiciu metabolickej aktivity do vySky 50-60 % pri R a T sublinii v oboch ¢asoch.
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Linia L1210 reagovala pri vSetkych derivatoch citlivejsie ako linie SKM-1 a MOLM-
13.

Tabul’ka 1 Viabilita testovanych bunkovych linii po 24h s derivdtmi v koncentrdcii 10 uM

latka S R T SKM1 | SKM1/VCR | MOLM-13 | MOLM13/VCR
K 100,00] 100,001 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
DMSO 88,25 | 81,20 | 90,20 91,56 96,71 91,91 98,70
Al10uM | 75,791 81,25 | 92,09 77,52 85,66 83,71 82,42
A210pM | 79,75] 56,39 | 67,32 80,04 69,43 65,41 77,47
A310uM | 58,54 | 59,06 | 58,43 69,18 84,93 73,70 76,27
A410uM | 88,291 66,89 | 79,18 80,20 80,63 69,37 76,17
A510pM | 43,39 32,84 | 37,50 53,89 51,76 46,77 46,84

Pre testované derivaty sme sa nasledne rozhodli vyuzit’ viacero metdd, medzi ktoré
patri aj dokdzanie fragmentacie celkovej DNA, ¢o sme pre liniu L1210 po ovplyvneni
buniek derivatmi Al a A4 dosiahli. Fragmentacia celkovej DNA je dolezity znak
apoptdzy a ako kontrolu sme pouzili cis-platinu, ktord je dokazany spuStac apoptozy

[5].

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 1 2
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Obrazok 1. Fragmentdcia celkovej DNA T buniek :1.DNA ladder (1kb),2. DNA ladder (100bp),
3.kontrola, 4.DMSO, 5. Cis-Pt, 6.A1 25 uM, 7. A1 50 uM, 8. A2 25 uM, 9. A2 50 uM, 10. A3 25 uM,
11. A3 50 uM, 12. A4 25 uM, 13. A4 50 uM, 14. 25 uM, 15. 50 uM.

Dalsou metddou, ktorti sme pouzili, bolo vyuzitie farbiva prechadzajiiceho do bunky
Calcein-AM, ktory sapouziva sa ako vitdlne farbenie. V naSom pripade, vSak
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pouzivame jeho druhu vlastnost’ a to, Ze je substratom pre P-glykoprotein, transportna
pumpu vyskytujicu sa v bunkach SKM-1/VCR, MOLM-13/VCR a subliniach R a T
linie L1210.

ADZKP C02 caltgr
< Gate: P1 = Gate: P1

Count
Count

T A I ol Wl W Wt WS S W2

FL1-A FL1-A
SKM-1/VCR MOLM-13

Obradzok 2. Akumuldcia calcein-AM v bunkovych liniach SKM-1/VCR a MOLM13. Farby v grafoch
zodpovedajiu bunkdam : zelend -bez ovplyvnenia a bez pouZitia calcein — AM, ruzovd — bez ovplyvnenia
a bez tariquidaru, Cierna- bez ovplyvnenia ale s tariquidarom (c=500 nM), cervend — A2 (c=25 uM)
modrd — A2 (c= 50 uM).

Pri liniach, ktoré neexprimuju P-glykoprotein sme zaznamenali rovnakd metabolicku
aktivitu neovplyvnenych aj ovplyvnenych buniek. Na inhibiciu P-glykoproteinu sme
vyuzili tariguidar, ktory je dobre zndmy a popisany inhibitor [6]. Pri pouziti koncentracii
25 a 50 uM sme u derivatov Al a A2 zaznamenali ¢iastoénu inhibiciu transportnej
pumpy, avSak v porovnani s tariquidarom je tato inhibicia slaba.

Pyrazol a jeho derivaty vykazuji vyznamné biologické a farmakologickeé t¢inky, ako
su: protirakovinové, protizapalové, antioxidaéné, antibakteridlne, analgeticke,
antivirusové, antimikrobidlne, antimykotické, antiglykemické, antiamoebické a
antidepresivne. Vzhl'adom na obrovské mnozZstvo biologickych vlastnosti je pyrazol
jednym z najviac Studovanych heterocyklickych jadier obsahujtcich dusik.

V praci Swanepoel a kol. testovali 5S-aminopyrazolovy derivat na bunkovych liniach
HeLa, MeWo a HepG2, pricom cytotoxicky u€inok sa prejavil iba na linii HeLa (IC50
=65 uM) [7].

Nase novosyntetizované derivaty indukuji bunkovu smrt’ s IC50 v rozmedzi 25-30
pM, bez pritomnost vidzby anexinu V ako markera apoptézy zato vsSak
s fragmetnovanou DNA. TaktieZ sme zaznamenali zvyraznenie objemu lysozomalneho
kompartmentu, ktory sme dokazali pomocou flourescenéného farbiva Lysotracker
Green na prietokovom cytometri a monodansylkadaverinom na konfokalnej
mikroskopii.

Nase vysledky naznacuju, ze dané latky maju potencial vyvolat’ autofagiu u buniek,
avSak tento typ bunkovej smrti eSte musime potvrdit’.
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Uvod

Experimentalny model nddorovych organoidov je relativne novy spdsob kultivacie
nadorovych buniek. V st€asnosti je tomuto modelu venovana zvySena pozornost’ najmé
z dovodu, Ze v porovnani s klasickymi bunkovymi liniami disponuje viacerymi
Specifickymi vlastnost'ami vratane schopnosti zachovat’ si individudlnu charakteristiku
nadoru pacienta. Medzi vyhody nadorovych organoidov patri zachovanie si genetického
a histologického profilu nddoru, nadorovej heterogenity, a taktiez schopnost’
rekapitulovat’ odpoved’ na lie¢bu. Dalou vyhodou je moznost’ manipulacie v in vitro
podmienkach. Model naddorovych organoidov bol popisany u viacerych typov nadorov
ako nadorov pltc, peCene, prostaty, mocového mechura, glioblastomov ¢i
kolorektalnych karcindmov [1]. Neddvno bola tito metodika prispdsobend aj pre
zaloZenie organoidov z karcindmu prsnika [2, 3].

Dolezitou vlastnost'ou nddorovych organoidov je rekapitulacia odpovede nadorovych
buniek na liecbu. Viacero publikacii popisalo zhodu medzi citlivostou nadorovych
organoidov vo¢i lie€be a klinicky pozorovanou odpovedou pacienta. To vytvara
potencial pre ich klinické vyuzitie a vyuzitie pre potreby personalizovanej mediciny.
Nadorové organoidy by mohli byt vyuZzité pri vybere vhodnej lieCebnej stratégie,
napriklad v pripadoch progresivneho ochorenia alebo v pripade zlyhania predoslych
sposobov liecby. Taktiez by mohli pomoct pri diagnostike a vybere terapie na zéklade
genetickych analyz nadoru a analyz génovej expresie. Niekol'ko §tadii zaoberajlcich sa
problematikou nadorovych organoidov a ich vyuZitia v personalizovanej medicine uz
bolo publikovanych. Tieto Stadie napriklad popisujl testovanie lieciv na organoidoch
odvodenych z karcindmov individudlnych pacientov, ale aj rozsiahlejSie skriningy lieciv
na skupine viacerych organoidovych kultar [4, 5]. Studii, ktoré by sa zaoberali
testovanim lie€iv na organoidoch odvodenych z karcindému prsnika je vSak kvoli novosti
tohto modelu malo.
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Material a metody

Nadorové organoidy boli zalozené zo vzorky metastazy karcindbmu prsnika na
zéklade publikovanych protokolov [2, 3]. Vyuzitiu vzorky nddorového tkaniva
predchadzal informovany stuhlas pacienta. Nadorové tkanivo bolo manualne nakrajané
a inkubované¢ v médiu s obsahom kolagenazy z Clostridium histolyticum (Sigma-
Aldrich) pri 37°C po dobu 1,5 hod. Prefiltrovana suspenzia bola nasledne centrifugovana
5 min pri 1500 rpm. Bunkovy pelet bol premyty v Advanced DME/F12 (Thermo Fisher
Scientific) médiu a centrifugovany 5 min pri 1500 rpm. Bunkovy pelet bol rozriedeny v
BME typu 2 (R&D Systems) a suspenzia bola vysiata vo forme kvapiek do 6-jamkove;j
platnicky (Greiner Bio-One GmbH). Po zatuhnuti kvapiek bolo do jamiek pridané
organoidové¢ kultivaéné médium pripravené podla dostupného protokolu [2].

Pre in vitro lieCbu boli nadorové organoidy vysiate do 96-jamkovej platnicky v pocte
3000 organoidov/jamku v 5% BME typu 2 (R&D Systems) rozriedené¢ho v kultivaénom
médiu. Po 5 dnioch boli organoidy ovplyvnené nasledujiicimi lie€ivami: everolimus
(Sigma-Aldrich), crizotinib (Sigma-Aldrich), exemestan (Sigma-Aldrich) a letrozol
(Sigma-Aldrich). Koncentracie jednotlivych lie¢iv boli zvolené na zaklade
predchadzajtcich experimentov pricom sa pohybovali vrozmedzi 1 — 16 uM pre
everolimus a 0,01 — 100 uM pre crizotinib, exemestan a letrozol. Viabilita nadorovych
organoidov bola zmerana pomocou CellTiter-Glo® 3D Cell Viability Assay (Promega
Corporation).

In vivo pacientske xenografty boli vytvorené bilaterdlnou ortotopickou
transplantaciou nadorovych buniek trom imunodeficientnym NSG (Charles River
Laboratories) mySiam. Rast xenograftov bol podporeny aplikovanim estrogénovej
tabletky subkutanne na chrbat zvierata. Mysi boli lieCené 1 mg/kg everolimom (Sigma-
Aldrich) 5-krat tyzdenne po dobu 4 tyzdiiov. Rozmery naddorov boli pravidelne merané
a hmotnosti nddorov boli zmerané na konci experimentu, ked’ boli zvierata utratené.

Vysledky a diskusia

Organoidova kultira bola zaloZzend zo vzorky metastazy invazivneho lobularneho
karcinomu prsnika nachédzajucej sa na vaje¢niku. Organoidy boli udrZzované v in vitro
kultare a taktiez ortotopicky transplantované do imunodeficientnych mys$i kmetia NSG
s cielom ziskat’ in vivo pacientske xenografty.

Zalozena organoidova kultura bola vyuzita pre in vitro testovanie lieCiv. Na zaklade
informacii o genetickom profile a molekuldrnom type nadoru boli pre testovanie vybraté
lieCiva everolimus, crizotinib, exemestan a letrozol. Everolimus je inhibitor mTOR (z
angl. mammalian target of rapamycin) signalnej drdhy pouzivany pri lieCbe
metastatickych karcindmov prsnika [6]. Crizotinib je ALK ( zangl. anaplastic
lymophoma kinase) a ROS1 (z angl. c-ros oncogene 1) inhibitor s popisanym proti-
nadorovym u¢inkom u E-kadherin mutovanych karcindmov prsnika [7]. Exemestan
aletrozol su inhibitory aromatdzy vyuzZivané u estrogén-receptor pozitivnych
karcindmov prsnika [8]. Znizend viabilita nadorovych organoidov bola pozorovana po
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posobeni everolimu, crizotinibu a exemestanu. Po pdsobeni letrozolu nedoslo k zmene
percenta viability nddorovych organoidov, ¢o bolo v sulade s klinickym pozorovanim
u pacientky.

Xenografty ziskané ortotopickou transplantaciou nadorovych organoidov boli
vyuzité pre in vivo testovanie efektivity everolimu. Pred transplantaciou bola mySiam
subkutanne aplikovand estrogénova tabletka pre podporu rastu nadorov. Liecba
everolimom =zacala 45 dni po transplantacii nadorovych buniek. Mysi lieCené
everolimom vykazovali niz§iu hmotnost’ nadorov v porovnani s nddormi z kontrolne;j
mysi. Tieto vysledky st v sulade s in vitro testovanim na nadorovych organoidoch.

Nadorové organoidy predstavuju in vitro kultiru buniek odvodenych z nadorového
tkaniva pacienta. Viacero S§tudii popisalo potencial ich vyuzitia pre ucely
personalizovanej mediciny. Prikladom moéze byt $tadia Sachs et al. (2018), v ktorej boli
nadorové organoidy ovplyvnené tamoxifénom. Organoidy vykazovali rozdielnu
senzitivitu voc¢i tamoxifénu, pricom tieto vysledky boli v stlade s klinicky pozorovanou
odpoved’ou pacientov [3]. Dalia $tadia s vyuzitim organoidov karcinému prsnika sa
zaoberala skriningom viac ako 40 proti-nadorovych lieiv. Vo vicSine pripadov
nadorové organoidy rekapitulovali klinicky pozorovani odpoved’ u pacientov [5].
V tejto praci boli organoidy odvodené z metastazy invazivneho lobularneho karcindému
prsnika vyuZité pre in vitro testovanie lie€iv. Znizena viabilita nddorovych organoidov
po pdsobeni everolimu bola potvrdend aj vinm vivo podmienkach s vyuzitim
pacientskych xenograftov. In vitro testovanie lie€iv na naddorovych organoidoch bolo
v stulade s klinickym pozorovanim. Tieto vysledky, spolu s dal§imi Stadiami
zaoberajicimi sa modelom organoidov odvodenych z karcindému prsnika, podporuju ich
potencial pre klinické vyuzitie a ich mozné uplatnenie pri vybere vhodnej lieCebnej
stratégie v ramci personalizovanej mediciny.
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Uvod

TGCTs (z angl. Testicular Germ Cell Tumors) patria medzi najcastejSie sa vyskytujuce
solidne nadory postihujice mladych muzov vo veku 22 - 40 rokov. Vicsina pripadov je
vdaka chemoterapii, zalozenej na baze cisplatiny, dobre lieCitelnd. Existuje vSak
skupina pacientov, priblizne 20%, ktord je na tento typ liecby rezistentna [1].
Embryonalny karcinom (EC) je maligny germinativny nador tvoreny bunkami
pripominajicimi embryondlne zarodocné bunky [2]. Je jednym z histologickych
subtypov TGCTs, ktory je najcastejSie zastupeny v ramci skupiny zmieSanych
neseminoémov (az 77 %) [3].

Mikroprostredie je povazované za jeden z kliCovych faktorov ovplyviiujucich
chemorezistenciu solidnych nadorov [4]. TGCTs sa v porovnani so zdravym
testikularnym tkanivom vyznaCuju signifikantne zvySenym cievnym zasobenim.
Dochddza u nich, podobne ako u vac€Siny solidnych nadorov, k vytvoreniu
neorganizovane] cievnej siete s obmedzenou funkénostou. T4 méd za nasledok
nedostatocné zasobenie kyslikom v urCitych oblastiach nadorovej masy a formovanie
tzv. hypoxickych oblasti [5,6]. Predmetom naSho vyskumu bola analyza znizZenej
koncentrécie kyslika v prostredi, so zameranim sa na expresiu CA IX v modelovych
bunkovych linidch embryondlneho karcindomu aznich odvodenych variantov,
rezistentnych na cisplatinu.

Material a metodika

Bunkové linie. V naSej praci sme pouZzili 3 bunkové linie pre EC (NTERA-2, 2102Ep
a NCCIT) a z nich odvodené varianty rezistentné na cisplatinu. NTERA-2 a 2102Ep boli
kultivované v médiu DMEM (Biosera, Nuaille, France), bunkové linia NCCIT v médiu
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RPMI — 1640 (Biosera). Obe kultivacné média obsahovali 10% fetdlne hovéddzie sérum
(Biosera), antibiotikd — Penicilin/ streptomycin (HyClone™ Penicillin-Streptomycin
Solution (100X); HyClone Laboratories, Inc., Logan, UT, USA), amfotericin B (Sigma
— Aldrich; Saint — Louis, MO, USA) a glutamin (PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Austria). Bunky boli kultivované v podmienkach 2D alebo 3D (vo forme
multicelularnych sféroidov), v termostate pri 37°C s 5% obsahom CO». Bunkové linie
v 2D kultivaénych podmienkach boli okrem normoxickych podmienok inkubované
v hypoxickych prostrediach s 1% a 0,2% obsahom 02, v casovom intervale 24h a 48h.

gRT-PCR. RNA bola zo vzoriek vyizolovand pomocou komercne dostupného kitu
NucleoSpin® (Macherey — Nagel; Diiren, Germany) a prepisand do cDNA s vyuzitim
kitu RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (ThermoFischer Scientific; Watham,
MA, USA). V oboch pripadoch sme postupovali podl'a prilozeného manuélu vyrobcu.
Kvalita a Ccistota vyizolovanej RNA bola stanovend pomocou NanoDrop
spektrofotometra ND — 1000 (ThermoFischer Scientific). Génova expresia vo vzorkach
bola sledovana pomocou real — time PCR s vyuzitim Taq Man primerov (TagMan™
Gene Expression Assay, FAM; ThermoFischer Scientific). Porovnanie hladiny expresie
sledovanych génov bolo pocitané s pouzitim 2—AACt metdd, pricom expresia génu
HPRT bola referenc¢nou hodnotou. Pre priebeh reakcie bol pouzity termocyklér AriaMX
Real — time PCR systém (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA) a vysledky
boli Statisticky spracované v programe REST® (Gene Expression Unit, M. Hentze
Group, Germany).

Western blotting. Bunkové lyzaty boli pripravené z bunkovych peletov pouzitim
RIPA roztoku (#9806; Cell Signaling Technology; Danvers, MA, USA), spolu s
komer¢ne zakiipenymi inhibitormi fosfataz PhosSTOP (Roche; Mannheim, Germany) a
protazovymi inhibitormi — Complete (Roche). Takto oSetrené vzorky boli nasledne
centrifugované pri 14 000 g, 10 min., 4°C. Koncentricia proteinov bola stanovena
pomocou kitu Pierce™ BCA Protein Assay Kit (ThermoFischer Scientific).
Denaturované proteiny boli ndsledne separované pomocou polyakrylamidovej
elektroforézy (SDS — PAGE), preblotované na nitrocelul6zovii membranu (Thermo
Scientific). Membrana bola blokovana v 5% odtu¢nenom mlieku s TBS, 1h pri RT (z
angl. Room Temperature). Na detekciu CA IX proteinu bola membrana inkubovana s
primarnou protildtkou M75 (riedenie 1:3; dar z Virologického ustavu, SAV BA) a
sekundarnou protilatkou (riedenie 1:2000; #7076S; Cell Signaling Technology). Ako
kontrola bola stanovena hladina B-aktinu detegovaného primarnou protilatkou (A1978;
Sigma — Aldrich; — 1h; pri RT; riedenie 1:4000; 42 kDa; a sekundarnou protilatkou
#7076S; Cell Signaling Technology; — 1h; RT; riedenie 1:2000). Analyzované proteiny
boli vizualizované fluorescencne a ich hladiny boli kvantifikované pomocou volne
dostupného softvéru Imagel 1.46r. (NIH, Bethesde, MA, USA). Data boli Statisticky
spracované pomocou softvéru GraphPad Prism® (Graphpad Inc., La Jolla, CA, USA).
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Vysledky a diskusia

Pocas hypoxie v bunke nastdva zmena energetického metabolizmu z oxidativne;j
fosforylacie na tzv. aerdbnu glykolyzu. Tento proces je spojeny s nadexpresiou
viacerych proteinov vratane karbonickej anhydrazy IX (CA IX) [7]. Jeho zvySené
hladiny boli detegované¢ v primarnom nddorovom tkanive izolovanom od TGCTs
pacientov, a bol dokdzany signifikantny vzt'ah medzi intratumoralnou expresiou CA IX
a zhorSenym prezivanim, bez progresie v analyzovanej skupine pacientov. Tato
asocidcia bola zvyraznena najmé v metastatickej podskupine pacientov [8]. Ukazalo sa
tiez, Ze pacienti s metastatickym ochorenim maju signifikatne zvysenu hladinu CA IX
v sére v porovnani so zdravymi kontrolami. Prognostick4 loha hladiny CA IX v sére
v danej praci detegovana nebola [9]. NaSe experimenty boli zamerané na stanovenie
expresie CA IX v bunkovych liniach NTERA-2, 2102Ep a NCCIT a z nich odvodenych
cisplatina rezistentnych variantoch.
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Obrazok 1. Western blot analyza expresie CA IX pre NCCIT liniu (parentdlny a rezistentny variant) v
normoxickych a hypoxickych podmienkach pocas 24h (4) a 48h (B) inkubdcie a pre linie NCCIT v
2D (C) a 3D kultivacnych podmienkach (D).

Hladiny CA IX sme detegovali na tirovni génovej expresie pomocou qPCR, ako aj na
urovni proteinov Western blot analyzou. Z doterajSich vysledkov sme v NCCIT)
a NTERA-2 liniach (parentalnych aj rezistentnych variantoch) dokazali, Ze hypoxické
prostredia ako aj doba kultivacie signifikantne zvySuji expresiu CA IX na arovni
génovej expresie a aj na urovni proteinov. Najvyssie hladiny CA IX proteinu sme
detegovali v linit NCCIT (Obrazok 1 a Graf 1). V linii 2102Ep zatial’ prebehla analyza
len na urovni proteinov. V parentdlnom ani rezistentnom variante tejto linie nebola
hladina proteinu CA IX preukazana. V buducnosti by vSak v tejto linii mohla byt’ zistena
expresia inych proteinov, ktoré sluzia ako markery hypoxie. TaktieZ sme detegovali
zvySenu hladinu proteinu CA IX linie NCCIT kultivovanej v 3D v senzitivhom
1 rezistentnom variante na chemoterapiu na baze platiny (Obrazok 1 a Graf 1). Na
zéklade uvedeného sa nazddvame, ze v podmienkach 3D kultivicie dochadza
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k vytvoreniu tzv. hypoxickych jadier v multicelularnych sferoidoch, priCom vyraznejsia
expresia CA IX v 3D podmienkach bola pozorovana v cisplatina-rezistentom variante
NCCIT bunkovej linie. Hypoxické jadra budu vizualizované a expresia CA IX v nich
bude nésledne analyzovana pomocou imunohistochemického farbenia.
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Graf 1. Statistické vyhodnotenie expresie CA IX pre NCCIT liniu (parentdlny a rezistentny variant) v
normoxickych a hypoxickych podmienkach pocas 24h (A) a 48h (B), v 2D a 3D kultivacnych
podmienkach (C).

Na zéklade dosial’ ziskanych vysledkov sa d’alej zameriame na inhibiciu CA IX v
analyzovanych bunkovych liniach s vyuZzitim inhibitorov SLC-0111 a FC531. Rovnako
bude testovana aj kombinicia uvedenych inhibitorov s cisplatinou, pricom bude
sledovany efekt danej intervencie na hladinu chemorezistencie. Potenciondlny efekt
bude overeny aj v in vivo podmienkach. DoterajSie data ukazuji, ze CA IX by
v budtcnosti mohla predstavovat’ jeden z moZnych terapeutickych ciel'ov pre pacientov
trpiacich ochorenim rezistentnym na lie€bu cisplatinou.
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Uvod

Duktélny adenokarciném pankreasu (PDAC) predstavuje viac ako 90 % zo vsetkych
karcindémov pankreasu a odhaduje sa, ze do roku 2030 sa stane druhou najcastejSou
pri¢inou umrti suvisiacich s rakovinou [1]. Vysokd mortalita PDAC je dosledkom
neskorej diagnostiky a agresivnej povahy ochorenia s véasnym metastatickym Sirenim a
rezistenciou na konven¢nu liecbu. Epitelidlno-mezenchymalny prechod (EMT) je
dediferenciacny proces vedici ku vzniku mezenchymalneho fenotypu, zvySeniu
migracnej kapacity, invazivnosti a metastatického potencialu buniek PDAC [2, 3].

Aberantnd metylacia DNA je vyznamnym epigenetickym faktorom pri regulécii
expresie génov. Spoloénym znakom invazivnej formy PDAC je hypometylacia
promotorov, spojend s aberantnou expresiou transkripcnych faktorov asociovanych s
EMT (EMT-TF) a hypermetylacia génu kodujuceho epitelidlny marker E-kadherin [4,
5]. Strata E-kadherinu, kI"aCovej adhéznej molekuly epitelovych buniek, je jednym z
charakteristickych znakov EMT. Decitabin (DAC) je epigenetické hypometylacné
¢inidlo, ktoré prostrednictvom kovalentnej inhibicie DNA metyltransferdzy (DNMT)
pasivne hypometyluje DNA [6].

Cielom projektu bolo objasnenie ulohy metyldcie DNA pri reguldcii expresie
vybranych génov podielajucich sa na EMT a progresii PDAC. Epigenetické lieciva
(vratane DAC) preukézali potencidl modulovat’ citlivost nadorovych buniek na iné
formy protinddorovej terapie. Preto predpokladame, Ze by mohli pomoct’ prekonat
rezistenciu PDAC na konvenénu terapiu.

Material a metody

Styri bunkové linie PDAC (BxPC-3, MIA PaCa-2, PANC-1 a SU.86.86) boli
kultivované pri 37 °C vo vysokogluk6zovom DMEM médiu s pridanim 10 % FBS, 2
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mM glutaminu a 10 pg/ml gentamicinu. Bunky vysadené na Petriho misky v hustote 2.5
x 10° /misku boli pocas 72 hodin (DAC pridavany kazdych 24 hodin) ovplyvnené
subcytotoxickymi koncentraciami DAC (6 — 8 uM, priblizne 1Czo).

Na analyzu génovej expresie bola celkova RNA izolovana z bunkovych peletov
pomocou miRNeasy Mini Kit (Qiagen). 4 pg celkovej RNA boli reverzne
transkribované pomocou RT? First Strand Kit (Qiagen). Kvantitativna analyza expresie
(qPCR) génu TWISTI bola uskutocnend pomocou TagMan® Assays (Thermo Fisher
Scientific) s génom HPRTI pouzitym na normalizaciu. Analyza génov FNI, CDH?2,
NID2, BMP2, DSC2 a STEAPI bola realizovana s vyuzitim individudlne dizajnovanych
primerov a pomocou GoTaq qPCR Master Mix (Promega). Vzorky s hodnotami Ct > 35
boli vylugené z analyzy relativnej expresie vypocitanej pomocou metody 2 24 [7].

Na analyzu metylacie DNA bola genémova DNA zo vzoriek izolovand pomocou
FlexiGene DNA Kit (Qiagen) a deaminovand bisulfitom sodnym pomocou EpiTect
Bisulfite Kit (Qiagen). Profily metyldcie DNA génov asociovanych s EMT boli
analyzované pyrosekvenovanim na platforme PyroMark Q24 (Qiagen). VSetky
pyrosekvencéné protokoly boli navrhnuté pomocou softvéru PyroMark (Qiagen) a
pozostavali z analyzy 2-7 CpG miest v promotorovej oblasti génu.

Vysledky

Metyldcia DNA v promotorovej oblasti 15-ich vybranych EMT génov, vratane
Styroch TF (SNAII, SNAI2, TWISTI a ZEBI), sa medzi analyzovanymi bunkovymi
liniami liSila (Obrazok 1).
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Obrazok 1. Analyza metyldacie DNA vybranych EMT génov. Metylacia DNA promdtorovych oblasti
EMT-TF (A), kadherinov (B) a funkénych EMT génov (C). Metyldacia génov v jednotlivych
bunkovych linidach je uvedend v percentdich = SD.

Vo vSeobecnosti boli pre EMT-TF detegované nizke hladiny metylacie DNA s
hodnotami pod 10 %. Gén TWISTI vo vSetkych bunkovych liniach, ako aj gény SNAII
a SNAI2 v bunkidch MIA PaCa-2 boli vysoko metylované, podobne ako oblasti
promoétorov génov FNI, BMP2, CDH2, NID2 a DSC?2 u bunkovych linii MIA PaCa-2 a
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PANC-1. Metylacia DNA génov CDHI, OCLN a ITGAS5 bola nizka vo vSetkych
analyzovanych bunkovych liniach.

Hypometylacny u¢inok DAC bol potvrdeny analyzou zmien metyladcie DNA u
siedmych vysoko metylovanych génov (Obrazok 2). Ovplyvnenie buniek
subcytotoxickymi koncentraciami DAC viedlo k efektivnemu zniZeniu metylacie DNA
v Studovanych génoch.
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Obrazok 2. Zmeny v metylacii DNA a génovej expresii indukované DAC. Metylicia DNA (A-D) a
expresia (E-H) vybranych EMT génov pred a po ovplyvneni DAC pre jednotlivé bunkové linie.
Metyldacia je znazornend v percentdch + SD a relativha expresia ako fold change + SD. Gény
neexprimované v kontrolnej vzorke nie su zobrazené. Vyznamnost’ rozdielov bola hodnotend
Studentovym t-testom a vyjadrend prostrednictvom * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Skratky:
CTRL — neovplyvnend kontrola; DAC — bunky ovlyvnené DAC.

Vyznamny pokles vykazovali vSetky analyzované gény u bunkovej linie MIA PaCa-
2; gény TWISTI, CDH2, FNI, NID2 a DSC2 u buniek PANC-1; TWIST1, CDH2 a NID?2
u bunkovej linie BxPC-3 a TWISTI u linie SU.86.86. S vynimkou génu STEAPI,
signifikantny pokles metylacie koreloval so zvySenim expresie vSetkych analyzovanych
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génov. U bunkovych linii BxPC-3 a SU.86.86 doslo k signifikantnému zvySeniu
expresie aj u nizko metylovanych génov FNI, BMP2 a DSC2, u ktorych sa
hypometyla¢ny u¢inok DAC neprejavil.

Dalgim délezitym vysledkom je reaktivacia expresie metylaéne utlmenych génov v
dosledku DAC-indukovanej hypometylacie (Obrazok 3), vratane reaktivacie
neexprimovan¢ho génu TWISTI u vsetkych bunkovych linii. V bunkovej linii MIA
PaCa-2 boli tiez reaktivované gény STEAPI, CDH2, BMP2, NID2 a DSC2. V bunkach
PANC-1 bola reaktivacia detegovana u génov CDH2, STEAP1 a BMP2.
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Obrazok 3. Reaktivdcia metyldaciou inaktivovanych génov. Narast relativnej fluorescencie po kaZdom
cykle qPCR zodpovedd mnoZstvu TWISTI mRNA pritomnej vo vzorkdach buniek BxPC-3 (4), MIA
PaCa-2 (B), PANC-1 (C) a SU.86.86 (D) pred a po expozicii DAC. Reaktivdcia ostatnych génov
spojenych s EMT u MIA PaCa-2 (E) a PANC-1 (F) je zndzornend na gélovej elektroforéze produktov
qPCR. Skratky: CTRL — neovplyvnend kontrola; DAC — bunky ovlyvnené DAC.

Diskusia

Epigenetické mechanizmy, vratane metylacie DNA, sa podielaju na regulacii
dynamickych zmien, ktoré podmieiiuju ziskanie mezenchymalneho fenotypu
epitelidlnych buniek, zodpovedného za hematogénne Sirenie nadorovych buniek.

V tejto praci sme sa zamerali na objasnenie ulohy metylacie DNA v regulécii génovej
expresie vybranych génov podiel’ajucich sa na procese EMT pouZitim DAC. Tento
inhibitor DNMT je deoxycytidinovy analdg, pouzivany na reaktivaciu génovej expresie
inaktivovane] metylaciou promotora [8]. U bunkovych linii PDAC sme po pouziti
subcytotoxickych koncentracii DAC zaznamenali reaktivaciu vsetkych metylacne
umlcanych génov a na ich reaktivaciu bolo dostatocné uz 13%-né znizenie metylacie
DNA (gén BMP2 u PANC-1). DAC je schopny indukovat’ zmeny génovej expresie aj
nepriamo prostrednictvom demetylacie regulaénych elementov alebo zmien v
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modifikacidch histonov [9]. ZvySenie expresie u viacerych EMT génov s nizkou
metylaciou naznacuje jeho nepriamy uc¢inok.

Tieto vysledky potvrdzuju kriticki ulohu metylacie DNA v regulacii expresie génov
zapojenych do progresie PDAC a odhaluju tak potencidl pre nové moZzZnosti
kombinovanej terapie tohto agresivneho nadorového ochorenia.
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Rakovina prsnika sa v roku 2020 stala najcastejSou onkologickou malignitou na svete
[1]. Jej liecba spociva najcastejSie v chirurgickom odstraneni nadoru a oZarovni
postihnutého miesta. Pacientkam s vys$Sim Stddiom rakoviny sa pred radioterapiou (RT)
zvy€ajne podava aj chemoterapia (CHT) [2]. T4 pdsobi réznymi sposobmi, najmé ako
DNA poskodzujtci agens, teda alkylacné a interkalacné ¢inidl4, no mdze tiez inhibovat’
syntézu DNA alebo polymerizaciu mikrotubulov. Mechanizmus RT vyuZiva ionizujlice
ziarenie, ktoré poskodzuje DNA a vytvara v nej dvojvlaknové zlomy. Ziarenie viak
zasiahne aj zdravé tkaniva a ked’Ze priblizne 5 % pacientov, tzv. radiosenzitivnych, ma
znizenu efektivitu opravy DNA, na oZzarovanie reaguji prudkymi klinickymi
symptomami. U pacientok s rakovinou prsnika tieto odpovede zahfniaji vyrazné
zacervenanie pokozky, olupovanie koZe, opuch tkaniva ¢i zapal sliznice [3]. Preto je
dolezité¢ hl'adat’ markery, ktoré by pomohli s identifikdciou radiosenzitivnych (RS)
pacientov este pred zaciatkom ich ozarovania, aby bolo mozné RT predist.

Jednym z potencidlnych markerov si DNA opravné fokusy, ktoré reprezentuju
miesto DNA dvojvldknového zlomu. Po vzniku zlomu sa sptsta celd kaskada procesov,
ktoré zahfniaji mnohé signalizacné a opravné proteiny, napr. fosforylovany histon 2AX,
teda YH2AX, aprotein 53BP1. Vizualiziciou tychto proteinov méZeme v bunke
zobrazit miesto poskodenia ako farebny bod — fokus [4]. Dalsim potencidlnym
markerom st chromozémové aberacie. Po vzniku DNA dvojvlaknového zlomu moéze
dojst’ k jeho nespravnemu opraveniu. Vzniknuté vol'né konce totiz vel'mi rychlo fazuju
s akymkol'vek inym volnym koncom, ktory je v ich blizkosti a to zapri€ini vznik
aberacii. NajcCastejSie sledované aberacie ako dosledok ionizujiceho Ziarenia su
dicentrické a ring chromozdémy [5]. Ako mozny marker individudlnej RS st v sti¢asnosti
Studované aj mikrojadrd. Pri deleni buniek sa dcérske chromozomy segreguju do
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opacnych poélov bunky. Ak maji chromozémy poskodenu centroméru, nemaju ju alebo
bolo poskodené deliace vretienko, moze sa stat, ze niektory chromozém bude za
ostatnymi zaostavat. Pri vzniku novej jadrovej membrany vznikd membrana aj okolo
zaostavajucich chromozomov a vznikaju tak mikrojadra [6].

Preto ciel'om tejto prace bolo sledovanie spominanych markerov DNA poskodenia,
teda fokusov, aberacii a mikrojadier a validacia ich pouzitia pre identifikaciu RS
pacientov. Pri vSetkych markeroch sme sledovali in vivo 1ézie, no pri fokusoch aj
poskodenie v in vitro podmienkach.

Material a metody

Pre analyzu DNA opravnych fokusov bola pouzita periférna krv 56 pacientok,
odobrata v Styroch réznych ¢asovych etapach ich liecby: pred zaciatkom RT, 24 h po 4.
ozarovacej frakcii (doposial’ prijatd davka 10 Gy), jeden mesiac po skonceni RT a jeden
rok po skonceni RT. Zkrvi sme izolovali lymfocyty pouzitim lymfocytového
separacného média a nasledne sme ich kultivovali pri 37°C v 5 % COx». Po kultivacii
boli bunky prenesené na mikroskopické skld, fixované v 3 % paraformaldehyde
a permeabilizované pomocou 0,2 % roztoku Triton-X-100. Proteiny YH2AX a 53BP1
boli imunologicky oznacené primdrnymi protildtkami: monoklondlnou mySou anti-
YH2AX (NOVUS, Centennial, CO, USA) a polyklondlnou kréli¢ou anti-53BP1
(NOVUS, Centennial, CO, USA); a nésledne aj sekundarnymi protilatkami: kozou anti-
mySou Alexa Fluor 488 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
a kozou anti-krali¢ou Alexa Fluor 555 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA). DNA sme oznacili pomocou reagentu Vectashield s DAPI (4',6-diamidino-
2-fenylindol). Lymfocyty boli analyzované fluorescenénym mikroskopom Zeiss Axio
Imager Z2 (Carl Zeiss, Oberkochen, GE) a softvérom Metafer 5.0 (MetaSystems,
Altlussheim, GE). V pripade in vitro experimentu, boli bunky po izolacii z periférnej
krvi oziaren¢ y la¢mi davkou 2 Gy na ozarovacom systéme TrueBeam (Varian, Palo
Alto, CA, USA) a kultivované pri 37°C v 5 % CO».

Pre analyzu chromozémovych aberacii a mikrojadier sme pouzili periférnu krv 12
pacientok, ktori sme odobrali v troch réznych casovych etapach ich lieCby: pred
zaCiatkom RT, 24 h po 4. ozarovacej frakcii (doposial’ prijata davka 10 Gy) a jeden
mesiac po skonceni RT. Krv sme kultivovali 72 h pri 37°C v 5 % COz v kultivatnom
médiu s fytohemaglutininom M (Gibco/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA),
ktory indukuje delenie T lymfocytov. V pripade CA sme 45 minit pred koncom
kultivacie pridali do média kolchicin (Sigma-Aldrich, St. Loius, MO, USA) na
zastavenie delenia buniek v metafaze, v pripade mikrojadier sme v 44. hodine kultivacie
pridali cytochalazin B (Sigma-Aldrich, St. Loius, MO, USA), ktory zastavuje
cytokinézu. Po kultivacii sme bunky inkubovali v 0,075 M hypotonickom roztoku KClI,
ku ktorému sme neskor pridali fixacny roztok glacialnej kyseliny octovej s metanolom
(1:3). Bunky sme opakovane fixovali fixacnym roztokom, preniesli na mikroskopické
skla a znacili ¢inidlom Giemsa-Romanowsky. Mikroskopicka analyza bola uskuto¢nena
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na mikroskope Zeiss Axio Imager Z2 (Carl Zeiss, Oberkochen, GE) so softvérom
Metafer 5.0 (MetaSystems, Altlussheim, GE). V pripade CA sme hodnotili dicentrické
a centrické ring chromozomy.

Déta sme Statisticky analyzovali programom Statistica 8.0 pomocou multifaktorialnej
analyzy ANOVA a testu Fisher LSD. Vysledky boli povazované za signifikantné pri p
< 0,05. Analyza receiver operating characteristic (ROC) bola uskuto¢nena softvérom
Sigma Plot 12.5.

Vysledky a diskusia

Analyza DNA opravnych fokusov ukézala, Ze senzitivne pacientky maji pred
zaCiatkom radioterapie vyssie mnozstvo YH2AX (p =0,01) a 53BP1 fokusov (p =0,001)
ako nesenzitivne pacientky (Obrazok 1A), no tento rozdiel sa pocas ozarovania stratil a
nebol pozorovatelny ani po skonceni RT (nezobrazené). Fokusy YH2AX a 53BPI
sledované pred zacatim RT by mohli byt’ ukazovatel'om poskodenia DNA a senzitivity
a preto sme sa rozhodli podrobit’ ich tzv. ROC analyze (Obrazok 1B), aby sme overili,
¢i su vhodné na identifik4ciu radiosenzitivnych jedincov. Pre obidva typy fokusov sme
pozorovali miernu senzitivitu a Specificitu testu (AUC pre YH2AX = 0,75; AUC pre
53BP1 =0,77), ta vSak nie je postacujuca pre spol'ahlivé rozliSenie pacientov.

Objavili sme vplyv confoundera — CHT. Pacientky liecené CHT maju pred zacatim
RT vyssie mnozstvo YH2AX/53BP1 fokusov (p = 0,043) a pocas nej po prijatej davke
10 Gy viac 53BP1 (p = 0,018) a yYH2AX/53BP1 fokusov (p = 0,043) (nezobrazeng¢). Je
mozné, ze ide o dosledok akumulécie poSkodenia, ktoré vzniklo pocas predchadzajice;j
CHT. CHT posobi aj ako alkylaény ¢i interkalacny agens a tvorba dvojvlaknovych
zlomov je, teda, pre fiu bezna [7].
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Obrazok 1. DNA opravné fokusy indukované in vivo pred radioterapiou. A) Porovnanie mnoZstva
fokusov vu senzitivnych a nesenzitivnych pacientok. B) ROC analyza yH2AX a 53BP1 fokusov.
Chybové usecky v tomto a vo vietkych d’alSich grafoch predstavujit smerodajnit odchylku, p-hodnoty
su zobrazené hviezdickami (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <0,001).

Po in vitro oziareni ionizujucim Ziarenim davkou 2 Gy sme pozorovali rozdielnu
kinetiku DNA opravnych fokusov u senzitivnych a nesenzitivnych pacientok (Obrazok
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2). Po 30 minutach od in vitro oziarenia, kedy bol pozorovany najvyssi pocet fokusov
v oboch skupinéch, bolo u senzitivnych pacientok vyssie mnozstvo 53BP1 (p=0001) a

YH2AX/53BP1 (p = 0,005).
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Obrazok 2. In vitro kinetika DNA opravnych fokusov. yH2AX, 53BP1 a yH2AX/53BPI1fokusy boli
pozorované 30 min, 2 h a 24 h po oZiareni lymfocytov pacientok ionizujicim Ziarenim ddavkou 2 Gy.

Rozdielnost’ v indukcii fokusov by mohla byt zapri¢inend odliSnou signalizdciou DNA
poskodenia. Kedze pocet YH2AX fokusov sa medzi pacientkami nelisil, rozdiel
v signalizécii by sa mohol nachddzat’ v downstream casti signaliza¢nej drahy od H2AX
[8]. Po 2 a 24 hodinéch, kedy pocet fokusov klesal, sa mnozstvo fokusov nelisilo, ¢o
naznacuje rovnaku efektivitu opravy DNA.
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u Nesenzitivne

Dicentrické chromazémy Ring chromozémy
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Mikrojadra

UDrazoK >. vapovea CRromoiomovycn aperacll a mikrojaaier na raaioterapiu. Lymjocyty pott
pacientkam odobraté pred radioterapiou (1), pocas nej po davke 10 Gy (2) a jeden mesiac po jej

skonceni (3).

V priecbehu RT a po nej dochiadza k akumulacii CA, najmd dicentrickych
chromozoémov, ale aj mikrojadier (Obrazok 3). Vyznamné rozdiely medzi senzitivnymi
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a nesenzitivnymi pacientkami sme neobjavili, no je tu pritomny trend vysSieho poctu
mikrojadier u senzitivnych pacientok.
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Uvod

Karcinom prsnika patri medzi najéastejSie onkologické ochorenia u Zien s priblizne
24,2% incidenciou a 15% uroviiou mortality, ¢o predstavuje okolo 2,1 miliéna novych
pripadov a 0,63 miliona tmrti [1]. Diseminacia nadorovych buniek prostrednictvom
hematogénnej alebo lymfogénnej cirkulacie vedie k tvorbe metastatickej choroby az u
priblizne jednej tretiny pacientov. Faktory urcujuce sposob Sirenia rakovinovych buniek
zavisia najmé od typu rakoviny a vlastnosti mikroprostredia nddoru [2]. Pri karcindme
prsnika, lymfovaskuldrna invazia v strede a okolo nadorového tkaniva naznacuje
mechanizmy S§irenia rakoviny. Nadorové bunky sa §iria z nadorovej hmoty lymfatickym
obehom spdsobom intenzivnej neovaskularizicie - neolymfangiogenézy [3]. Metastazy
v lymfatickych uzlinach sa povazuju za klicovy prognosticky marker Sirenia a
agresivity nadoru [4].

Avsak detekcia a pocet cirkulujucich nddorovych buniek (CTC) v krvnej cirkulacii
sa taktieZ pouziva ako nezdvisly prognosticky faktor pre primarny a metastaticky
karcindm prsnika. Pri hematogénnej disemindacii karcindbmu prsnika zohrava hlavnu
ulohu epitelidlno-mezenchymaélny prechod (EMT) a z neho vyplyvajuce bunky
s mezenchymalnym fenotypom, ktoré s charakterizované zvySenou migracnou
kapacitou, invazivnostou, apoptézou a rezistenciou [5]. In vitro $tudie zamerané na
karcindm prsnika na modeloch bazalnych bunkovych linii zaznamenali znizenu expresiu
¢lenov klastra miR-200 a upregulaciu EMT génov SNAII, SNAI2, ZEBI a ZEB2. Okrem
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toho, ZEBI a ZEB2 boli priamo regulované miR-205. Znizené hladiny miR-205
iniciovali EMT a suviseli s metastatickym fenotypom pacientov [6]. V naSej Studii sme
skamali nové prognostické¢ vlastnosti charakteristické pre procesy invazivity a
metastazovania. Na vzorkdch nadorov od pacientok s invazivhym duktdlnym
karcindmom prsnika sme vyhodnocovali expresiu 7 miRNA a 6 génov regulujucich
epitelidlno-mezenchymalny prechod a to vratane centra tumoru (TU-C), invazivneho
frontu tumoru (TU-IF), metastaz v lymfatickych uzlinach (MLU) a frakcie periférnej
krvi obohatenej o CTC. Na vzorkach tkaniva od pacientov so vzdialenymi metastdzami
sme zistili vysoku expresiu génu ZEBI. Naproti tomu, v depletovanej frakcii periférne;
krvi sme pozorovali downregulaciu miR-205-5p u pacientov s epitelidlnymi a/alebo
mezenchymalnymi markermi charakteristickymi pre CTC (CTC+). Podl'a ziskanych
vysledkov miR-205-5p a gén ZEB] st sl'ubnymi kandidatmi pre markery metastatického
potencialu v duktalnom karcinome prsnika.

Material a metody

Pacienti. V naSej $tadii sme analyzovali vzorky tkaniva invazivneho duktalneho
karcindému prsnika v parafinovych blo¢koch (FFPE) od 31 pacientok a vzorky periférnej
krvi od 30 pacientok. Vzorky tkaniva boli odobraté z centra nadoru, invazivneho frontu
a metastaz v lymfatickej uzline. 13 vzoriek prsného tkaniva a 12 vzoriek periférnej krvi
sa pouzilo od zdravych zien. Zo ziznamov pacientov sa ziskali klinické a
histopatologické charakteristiky, imunohistochemické udaje (velkost nédoru,
histologicky stupeii, stav regiondlnych lymfatickych uzlin (LN) a metastaiz (MTS),
Stddium TNM (T-tumor, N-nodus (uzlina) a M-mestatdza), LVI (lymfovaskuldrna
invazia), stav hormonalnych receptorov (ER/PR — estrogénovy a progesteronovy
receptor) a expresia HER2 — receptor pre I'udsky epidermélny rastovy faktor, expresia
Ki-67 a E-kadherinu). Definicia nddorov bola klasifikovand podla TNM systému.
Material a klinicko-histopatologické zaznamy boli pripravené na Ustave patologie
OUSA.

Metody. Vo vzorkach 31 pacientok s invazivnym duktdlnym karcindmom prsnika
sme vyhodnocovali expresiu 7 miRNA (miR-9-5p, miR-124-3p, miR-200c-3p, miR-
203a-3p, miR-205-5p, miR-221-3p, miR-720) a 6 génov (CDH 1, TWIST, SNAILI, SNAI2,
ZEBI, ZEB?2) a to vratane centra tumoru (TU-C), invazivneho frontu tumoru (TU-IF),
metastaz v lymfatickych uzlinaich (MLU) a frakcie periférnej krvi obohatenej o
cirkulujuce naddorové bunky (CTC).

Frakcie periférnej krvi obohatenej o cirkulujuce nadorové bunky boli spracované
pomocou RosetteSep Human CD45 Depletion Cocktail (StemCell Technologies,
Vancouver, BC, Kanada). Detekcia CTC sa uskuto¢nila pomocou kvantitativnej
polymerdzovej ret'azovej reakcie v redlnom case (QRT-PCR). Extrakcia RNA z frakcie
periférnej krvi bola analyzovand na pritomnost’ transkriptov EMT génov TWIST]I,
SNAILI, SLUG a ZEBI, a epitelového antigénu (CK19) pomocou TagMan Assay
(LifeTechnologies, USA). Vzorky s vyS§imi hladinami expresie epitelového a/alebo
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mezenchymalneho génu v porovnani s kontrolami boli povazované za CTC pozitivne
(CTC+). miRNA a mRNA z frakcie periférnej krvi obohatenej o cirkulujuce nadorové
bunky a tkaniva nadoru FFPE sa pouzili pre analyzu génovej expresie. miRNA z frakcie
CTC sa izolovali pomocou miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Nemecko) a miRNA z
FFPE vzoriek sa izolovali pomocou miRNeasy FFPE Kit (Qiagen, Hilden, Nemecko)
podl'a pokynov vyrobcu.

mRNA z frakcii CTC boli izolované pomocou miRNeasy Mini Kit RNeasy MinElute
Cleanup Kit (Qiagen, Hilden, Nemecko) a mRNA zo vzoriek FFPE — pomocou supravy
PureLink FFPE Total RNA Isolation Kit (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA)
podrla protokolu.

miRNA a mRNA boli reverzne prepisané do cDNA pomocou miScript II RT Kit
(Qiagen, Hilden, Nemecko) a RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo
Fisher Scientific, Vilnius, Litva).

Na expresnu analyzu miRNA sa pouzil miScript SYBR Green PCR Kit (Qiagen,
Maryland, USA) a metéda RT-PCR bola realizovana pomocou miScript miRNA PCR
Array (CMIHS02741, Qiagen, Nemecko) v systéme AriaMx Real-Time PCR System
(Agilent, Santa Clara, CA, USA) za nasledujucich podmienok: preddenaturacia pri 95
°C 15 min, 40 cyklov pri 94 °C 15 s, 55 °C 30 s a 70 °C 30 s, cyklus topenia pri 95 °C
30, 65 °C 30 s a 95 °C 30 s. Normalizécia pre expresiu miRNA bola stanovena podl'a
referenéného génu Snord95. Expresia CDHI, TWISTI, SNAII, SNAI2, ZEBI, ZEB?2
areferenéného génu /8S a qRT-PCR bola analyzovana pomocou TagMan Gene
Expression Assays — single tube assays (Thermo Fisher Scientific, Pleasanton, CA,
USA) v systéme AriaMx Real-Time PCR System (Agilent, Santa Clara, CA, USA) za
nasledujucich podmienok: inkubécia uracil-N-glykozylazy — 1 cyklus pri 50 °C 2 min,
aktivacia enzymu — 1 cyklus pri 95 °C 20 s, denaturacia — 40 cyklov pri 95 °C 30
s a hybridizacia primerov (anneling) 60 °C 30 s. Fluorescencia bola detegovana medzi
10. a 40. cyklom a fold change bol vypocitany ako normalizovana relativna génova
expresia pomocou vzorca 244t

Expresie miRNA a mRNA a asociacie s klinicko-patologickymi charakteristikami
boli Statisticky vyhodnotené.

Vysledky a diskusia

V naSej Studii sme analyzovali expresie miRNA a mRNA na vzorkach z TU-C, TU-
IF, MLU a CTC. Vzorky z LMU boli downregulované pre miR-205-5p a upregulované
pre ZEBI (Tabulka 1). V porovnani s TU-C a TU-IF gén ZEBI bol upregulovany
v MLU. Pri porovnani vzoriek CTC+ a CTC- sme zaznamenali downregulédciu miR-
205-5p. Vo vzorkdch CTC+ expresia miR-205-5p negativne korelovala so ZEBI (r v
rozsahu od -0,853 do -0,588 a p-hodnota v rozsahu od 0,001 do 0,044).
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Tabul’ka 1. Porovnanie expresie miR-205-5p a génu ZEBI1 medzi kontrolami a roznymi typmi vzoriek
pacientov s karcinomom prsnika.

miRNA/gén TU-C vs. C-Tkanivo  TU-IF vs. C- Tkanivo = LNM vs. C- Tkanivo

FC p-hodnota  FC p-hodnota FC p- hodnota
miR-205-5p 0,512 0,251 0,350 0,054 0,210 0,012
ZEBI 0,482 0,117 0,474 0,052 22,08 0,043

CTC- vs. C-Krv CTC+ vs. C- Krv CTC+ vs. CTC-

FC p-hodnota FC p-hodnota FC p- hodnota
miR-205-5p 10,792 0,082 0,443 0,370 0,041 0,010
ZEBI 0,683 0,206 1,121 0,751 1,641 0,410

TU-IF vs. TU C LNMyvs. TU C LNMvs. TU IF

FC p-hodnota FC p- hodnota FC p- hodnota
miR-205-5p 0,684 0,612 0,409 0,100 0,598 0,318
ZEBI 0,982 0,947 45,794 0,015 46,615 0,014

FC — fold change.

VysSie uvedené vysledky naznacuju dolezita tulohu ZEBI pri invazii [7].
Transkripény faktor ZEBI je regulovany viacerymi signalnymi drahami a molekulami,
ako s TGF-B, B-katenin a miRNA. Okrem toho ZEB] iniciuje chemorezistenciu, ale
inhibuje apikalno-bazalnu polaritu rakovinovych buniek a antiestrogénovu citlivost’ [8].
Nadmerna expresia ZEBI prispieva k zachovaniu kmenovych vlastnosti a
epigenetickému preprogramovaniu [9]. Tieto funkcie by mohli prispiet’ k odolnosti a
prezivaniu hematogénne diseminovanych buniek karcinomu prsnika pri zvySeni hladin
génu ZEBI.

Pomocou jednorozmernej Statistickej analyzy sme nasli asociacie medzi up- alebo
downregulovanou expresiou miRNA a EMT génom a relevantnymi klinicko-
patologickymi charakteristikami (Tabul'ka 2). Vo vzorkach TU-IF boli detegované
kombinacie downregulovaného ZEBI s metastazami v lymfatickych uzlinach, LVI a
vysSim TNM. V tkanivach MLU upregulacia ZEBI bola spojena s ER+, vys§im TNM a
MTS+ v primarnom nadore. NavySe sme zistili, Ze miR-205-5p bola upregulovana u
pacientov s LNM+ a vy§§im TNM, ale vyznamne downregulovana u pacientov s CTC+.
Znizujuce sa hladiny miR-205-5p boli pozorované u menej agresivnych podtypov
karcinomu prsnika a ER+/PR+ nédorov az po agresivnejSie pripady [6]. Znizend hladina
miR-205-5p prispieva k chemorezistencie CTC, ktora vyplyva z nadmernej expresie
VEGF-A a FGF2 [10]. Znizené¢ hladiny expresie miR-205-5p vo vzorkach CTC+
umoznuji vysSiu expresiu génu ZEBI, ¢o modze zlepSit metastaticky potencial
hematogénne diseminovanych nadorovych buniek. Nasli sme iba jednu §tadiu in silico,
v ktorej boli identifikované Specifické rozdielne exprimované miRNA, medzi ktorymi
bola miR-205 pre metastaticky karcindm prsnika [6].
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Tabul’ka 2. Kombindcia vyznamnych vysledkov up- a downreguldcie miR-205-5p a expresie génu
ZEBI1 u pacientov s karcinomom prsnika vo vzt'ahu s roznymi klinicko-patologickymi parametrami.

Vzorky miRNA/Gén Klinické charakteristiky FC p-Value  95% CI
TU-IF ZEBI LNM-+ vs. LNM- 0,497 0,035 0,079—4,408
TNM Il and IV vs. TNM 1T 0,438 0,007 0,059-2,126
and II
LVI+vs. LVI- 0,482 0,034 0,079-3,844
LNM ZEBI MTS + vs. MTS- 824,73 0,018 0,283—-1584361,8
Frakcie miR-205-5p CTC+ vs. CTC- 0,041 0,010 0,000-69,820
periférnej
krvi
CTC+ vs. CTC- 0,041 0,010 0,000-69,820
LNM-+ vs. LNM- 22,961 0,035 0,012—400412,9

Zriedkavé publikéacie o expresie miRNA v CTC poukazuju na prinos originalnych
vysledkov naSej Stadie, v ktorej boli vzorky periférej krvi obohatenej o CTC
charakterizované epitelovymi a/alebo mezenchymalnymi znakmi. Nadmernéd expresia
ZEBI by mohla zvysit' metastaticky potenciadl rakovinovych buniek Sirenych cez
lymfaticky obeh. Naproti tomu, znizena expresia miR-205-5p by mohla prispiet’ k
iniciacii ochrannych prvkov — imunitny Unik a chemorezistencia prostrednictvom
zvySenej expresie niekol’kych cielovych génov vratane ZEBI. miR-205-5p a gén ZEBI
by mohli byt’ sl'ubnymi kandidatmi pre markery metastatického potencidlu v duktdlnom
karcinome prsnika.
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Introduction: Uterine serous carcinoma (SC) is an aggressive variant of endometrial
cancer with unfavourable prognosis. Mutations of the 7P53 tumour suppressor gene are
characteristic in SC, while the mutations of the PTEN tumour suppressor gene are
considered as atypical according to the literature. In contrast, mutations of the PTEN
gene are the most frequent in the endometroid variant of endometrial cancer.

Aim of the study: To evaluate an association between the histomorphology of SC
and the presence of PTEN mutations and in this way to determine if the sequencing
analysis of the PTEN gene from SC tumour samples provides potentially useful
information for therapeutic decision-making in patients from the Slovak population.

Patients and methods: In our study, the DNA was isolated from microdissections
from eight formalin fixed paraffin embedded SC tissue samples of patients from the
Slovak population. All (9) exons of the PTEN gene were amplified with PCR and then
analysed with Sanger sequencing.

Results: We found more mutations than expected based on international standards,
and we also found rare mutations in our study group. Of the eight analysed samples,
three were found to have mutations in the PTEN gene, two of which contained two
mutations in heterozygous state (c.389G>A + ¢c.419T>G and ¢.19G>T + ¢.1021T>Q),
and one contained a single mutation in homozygous state (c.730C>T). All detected
mutations can be found in the COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations in Cancer)
database and are classified as pathogenic, therefore are considered relevant in neoplastic
context.

Conclusion: Comparing our results with the study of the TCGA (The Cancer
Genome Atlas) Research Network and data from COSMIC, we suggest that in the
population of the Slovak Republic, the frequency of PTEN gene mutations in SC is
higher than the American (TCGA—approx. 2 %) or international (COSMIC —7 %)
average. Thus, the sequencing analysis of this gene from tumour samples would be an
effective, useful laboratory method with clinically relevant results. The protein encoded
by the PTEN gene (PTEN) is the main negative regulator of the PI3K-Akt-mTOR
signalling pathway, which alterations are important in the biology of many gynecologic
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malignancies such as gestational trophoblastic tumors. Loss of PTEN function leads to
hyperactivity of this pathway, deregulating the cell cycle. Therefore, mutations of the
PTEN gene can be exploited in the therapy as they increase the sensitivity of the tumour
cells to PI3K and mTOR inhibitors. In this way, PTEN mutational analysis could be a
relevant component useful in clinical practice.

Acknowledgement: The authors disclosed receipt of the following financial support
for the research and/or authorship of this article: VEGA 1/0559/22 from The Ministry
of Education, Science, Research and Sport of the Slovak Republic.
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SKYRIN — OD MALEJ BIOMOLEKULY PO ZVRATENIE REZISTENCIE NA
TRAIL V HYPOXII
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Skyrin (SKR) je mala prirodna biomolekula, potencidlny prekurzor v biosyntéze
hypericinu. Tato molekula s bisantrachinénovou $truktirou sa prirodzene vyskytuje vo
vel'’kom mnozZstve roznych hub, lisajnikov a rastlin, medzi inymi aj Hypericum spp. Hoci
bola cytotoxicita tejto molekuly testovand na viacerych bunkovych liniach, presny
mechanizmus jej G¢inku dosial’ nie je zndmy.

Na stanovenie vplyvu SKR na bunkové linie kolorektalneho adenokarcinému sme v
naSich experimentoch pouzili bunkové linie HCT 116, HT-29 a SW620. Vsetky
experimenty sme uskutoc¢nili paralelne v hypoxickych (1% kyslika) a v normoxickych
podmienkach (20% kyslika). Vykonané boli testy metabolickej aktivity bunieck (MTT
assay), stanovenie celularity, viability, mnozstva apoptotickych a mftvych buniek, fazy
bunkového cyklu a klonogénnej schopnosti tychto buniek. Na stanovenie mechanizmu
ucinku SKR bola vykonand komparativna proteomickd analyza spojena s
bioinformatickou analyzou ziskanych dat a ich verifikaciou s vyuzitim RT-qPCR.

Na zéklade naSich vysledkov, SKR mal negativny efekt na nadorové bunkové linie
HCT 116 a HT-29 v hypoxickych aj v normoxickych podmienkach. Efekt SKR na
bunkovt liniu HCT 116 bol vyraznejsi, €o sa prejavilo znizenou metabolickou aktivitou
(MTT assay), celularitou a akumulaciou buniek v Gl faze bunkového cyklu.
Zaznamenali sme taktiez signifikantny narast mnoZstva apoptotickych buniek v hypoxii
aj NOrmoxii.

Na zéklade vysledkov z komparativnej proteomickej analyzy (kompletné data su
dostupné prostrednictvom databdzy ProteomeXchange s identifikdtorom PXD019995)
spojenou s bioinformatickou analyzou dat a verifikdciou pomocou RT-qPCR
predpokladdme, Ze mechanizmus u¢inku SKR je spojeny so signifikantnou upregulaciou
Receptora smrti 5 (DRS; Death receptor 5; TNFRSF10B, UniProt O14763). Narast
mnozstva tohto receptora na TRAIL je spojeny so zvratenim rezistencie na TRAIL
v hypoxii, ako aj pri TRAIL rezistentnych bunkovych linidach (HT-29 a SW620). Na
zéklade nasich vysledkov predpokladame, ze SKR mdze byt vyuzity ako protinadorové
lieCivo respektive ako adjuvans pri lieCbe zacielenej na receptory TRAIL.
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Chemoterapeuticka liecba patri medzi Standardné lieCebné postupy pri karcinomoch
prsnika. Hlavnym cielom chemoterapie su rychlo sa deliace bunky, no jej toxickym
ucinkom su rovnako vystavené aj bunky nadorového mikroprostredia. Ked'Ze aktivne
komunikuju s nddorovymi bunkami, zmeny v nddorovom mikroprostredi spdsobené
chemoterapiou moézu ovplyvnit' spravanie néadorovych buniek. Je zndme, Ze
komunikacia medzi nadorovymi bunkami a okolitymi stromélnymi zloZkami moéze
ovplyviiovat’ terapeuticki odpoved’ (1). V naSej praci sme sa preto zamerali na efekt
doxorubicinu (DOX) a paklitaxelu (PAC) na mezenchymové stromalne bunky (MSC),
ktoré tvoria dolezZita sucast mikroprostredia nadorov prsnika.

Chemoterapiou ovplyvnené MSC (DOX-MSC, PAC-MSC) sme kultivovali s tromi
réznymi prsnikovymi nddorovymi liniami, aby sme ukézali efekt chemoterapiou
ovplyvneného mikroprostredia na spravanie nddorovych buniek in vitro ain vivo.
Kondiciované média z ko-kultivacii sme pouZili na stanovenie zmien cytokinov
a chemokinov po ovplyvneni MSC doxorubicinom a paklitaxelom. Nadorové bunky
spolu s ovplyvnenymi aj neovplyvnenymi MSC sme subkutanne podali
imunodeficientnym SCID/Beige mySiam. Nasledne sme analyzovali invazivitu
nadorovych buniek do okolit¢ho tkaniva a metastazovanie do okolitych organov. Na
Stadium angiogenézy sme pouzili rovnaké kombinacie buniek, ktoré sme aplikovali na
chorioalantoicki membranu prepeli¢iecho embrya.
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Chemoterapiou ovplyvnené MSC zmenili sekrecny profil a ovplyvnili proliferaciu
a sekréciu cytokinov u nddorovych buniek. Imunohistochemické analyza xenograftov
odhalila zvySeny invazivny potencidl nadorovych buniek, ktoré boli mysiam injektované
spolu s DOX- a PAC-MSC a infiltraciu nadorov nervovymi vldknami. Takéto MSC
zaroven zvysili angiogenézu, ktord hra kl'aCovu tlohu pri tumorigenéze (2).

Vysledky prezentované v tejto Studii poukazuji nato, ze neoadjuvantna
chemoterapeutickd liecba by mohla menit inak zdrava strébmu na tzv. nador
podporujucu. Zmeny, ktoré chemoterapia sposobuje v mezenchymovych stromalnych
bunkach vyrazne vplyvaji na invazivitu a metastazovanie nddorovych buniek a zvysuju
angiogenézu. Pochopenie nddorového mikroprostredia a jeho komplexnej siete signdlov
preto moze v buducnosti napomoct’ pri modifikovani liecebnych postupov alebo ich
cieleni na r6zne mechanizmy.
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Testikularne nadory z germinativnych buniek (TGCTs, z angl. festicular germ cell
tumors) predstavuju priblizne 1% vSetkych muzskych malignit, napriek tomu sa jedna o
najcastejsie solidne nadoroveé ochorenie u muzov do 34 rokov [1]. Signifikantné znizenie
mortality a zlepSenie celkového 5-ro¢ného preZivania na viac ako 95% prinieslo v liecbe
TGCTs az zavedenie cisplatiny [2]. Napriek tomu vSak priblizne 10-15% pacientov
vykazuje rezistenciu voc€i cisplatine, ktord predstavuje vyrazny klinicky problém.
Rozvoj chemorezistencie je hlavnou pri¢inou morbidity a mortality TGCTs pacientov a
pre tychto pacientov zatial’ neexistujii vhodné lieCebné alternativy [3].

Vtejto praci sme sa zamerali na identifikdciu moZnych prognostickych
a terapeutickych markerov v TGCTs rezistentnych voci cisplatine. Ako modelové
systémy sme pouzili viaceré¢ bunkové linie a ich rezistentné varianty, ako aj in vivo
modely a pacientske tkaniva. Z metodickych pristupov vyuzivame metdody molekularne;
bioldgie, imunohistochemické farbenia a r6zne funkéné testy. Analyza expresie AIF
(apoptézu indukujuci faktor) v TGCTs ukazala, ze pacienti s metastatickymi TGCTs s
vysokou expresiou AIF mali lepSie celkové prezivanie v porovnani s pacientmi s nizkou
AIF expresiou (p=0,048) [4]. V bunkovej linii NOY-1 CisR (chemorezistentné linia
odvodend znadoru zo Zitkového vaku) sme detegovali zvySent expresiu viacerych
markerov naddorovych kmenovych buniek, pri¢om pri ALDH3A1 géne tato nadexpresia
korelovala so zniZenou metylaciou. Predovplyvnenie NOY-1 CisR buniek
napabucasinom, inhibitorom markerov nadorovych kmenovych buniek, zvysilo citlivost’
tychto buniek na cisplatinu v in vitro aj in vivo podmienkach [5]. Molekularna analyza
TGCTs bunkovych linii ukézala dereguldciu Wnt/B-katenin signalnej drahy a potencial
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inhibicie tejto signalnej drahy v prekonani chemorezistencie TGCTs sme dokazali aj v in
vivo podmienkach [6]. Daldi mozny terapeuticky ciel’ by mohol predstavovat’ PARP,
avSak kombindcia PARP inhibitora (veliparib) a cisplatiny in vivo nepotvrdila
synergicky ucinok pozorovany v in vitro experimentoch. ZlepSenie terapeutického
efektu by mohli priniest’ iné PARP inhibitory, prip. ich kombinacia s inymi lie¢ivami.
V naSej praci sme ukazali viacero biomarkerov, ktoré by mohli sluzit' ako nové
terapeutické, ale aj prognostické ciele. Na zaklade naSich vysledkov by v buducnosti
bolo mozné v klinickej praxi lepSie nastavit’ liecbu u refraktérnych TGCTs pacientov,
vyhnut sa tak neziaducim u¢inkom chemoterapie a tym zvysit’ aj kvalitu ich zZivota.

Pod’akovanie

Tato pracu financne podporila Agentira na podporu vyskumu a vyvoja — grant
APVV-20-0158 a Vedecka grantova agentira MSVVaS SR a SAV — grant VEGA
2/0124/21. Téato praca vznikla s podporou Nadacie Vyskum rakoviny a organizécie Liga
proti rakovine.

[1
[2
3
(4
[5
[6

Bray F. et al., CA Cancer J Clin, 2018, 68(6): 394-424.
Siegel R.L. et al., C4 Cancer J Clin, 2019, 69(1): 7-34.
Jacobsen C. et al., Andrology, 2015, 3(1): 111-21.
Letkovska K. et al., Cancers, 2021, 13(4): 776.
Schmidtova S. et al., Cancer Cell Int, 2020, 20(1): 1-16.
Schmidtova S. et al., Int J Mol Sci, 2021, 22(8): 4263.

—_ e e e e

113



