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Abstrakt

Ovarialni karcinomy jsou nejsmrtelné;jsi skupinou gynekologickych malignit. Je to
dano vysokou mirou metastazovadni a ziskané lékové rezistence. Metastazovani je
charakteristické zménou fenotypu bunék z epitelidlniho na mezenchymalni, ¢imz
dochdzi ke ztrdté kontaktd burika-burika a burika-extraceluldarni matrix a naslednému
pohybu bunék. Tento proces se nazyva epitelo-mezenchymalni tranzice a bylo
prokazano, ze také hraje roli v rezistenci bunék na cisplatinu. Pohyb jednotlivych bunék
je zprostifedkovan rodinou Rho GTPaz a mizeme ho rozdélit na mezenchymalni a
améboidni typ. Pro améboidni je typickd signdlni drdha Rho/ROCK, kdeZto
mezenchymalni pohyb je zprostfedkovan drahami Rac/Cdc42. V mé diplomové praci
jsme sledovali rozdily v expresi vybranych proteini obou signalnich drah v burikach

ovarialnich karcinoma.

V prvni fazi jsme se zaméfili na porovndani bunécénych linii A2780 a A2780cis, ktera
je rezistentni na cisplatinu. Sledovali jsme markery améboidniho pohybu RhoA a
fosforylovany myozin a markery pohybu mezenchymalniho Wave-2, PAK a fosforylovany
PAK. Ve druhé fazi jsme sledovali vliv EGF a inhibitoru Y27632 na zménu pohybu bunék

obou linii.

K dosazeni nasich cild jsme kultivovali buriky v 3D prostredi kolagenniho gelu,
ktery simuluje pfirozené prostfedi nadorového stromatu v organismu. Po kultivaci a
ovlivnéni pomoci selektivniho ROCK inhibitoru Y27632 a epidermalniho rlstového
faktoru jsme vybrané proteiny imunochemicky obarvili a sledovali pod mikroskopem.
Dale jsme izolovali aktivni formy Rho GTPaz, které jsme nasledné podrobili detekci

pomoci western blotu.

Zjistili jsme, Ze rezistentni linie A2780cis exprimuje vétsSi mnozstvi RhoA kinazy i
fosforylovaného myozinu nez senzitivni linie A2780. Linie A2780cis také vykazovala vétsi
mnozstvi aktivnich forem RhoA. To naznacuje, ze bunky A2780cis vyuZivaji prevainé
améboidni typ pohybu a burky linie A2780 vyuzivaji pohyb mezenchymadlni. Ddle
z experimentl vyplynulo, Ze EGF sniZuje expresi RhoA i fosforylaci myozinu a naopak
zvysuje fosforylaci PAK. Z toho Ize usoudit, Ze potencuje pfesmyk z améboidniho pohybu
na mezenchymadlni. Podobné udc¢inky ma i inhibitor Y27632, ktery snizil fosforylaci

myozinu, doprovazenou poklesem aktivity RhoA a naopak zvysil fosforylaci PAK.

Kli¢ova slova: ovaridlni karcinomy, améboidni pohyb, mezenchymalni pohyb



Abstract

Ovarian carcinomas are the deadliest group of gynecological malignancies. This
is due to a high rate of metastasis and acquired drug resistance. Metastasis is characte-
rized by a phenotypic change of cells from epithelial to mesenchymal, resulting in the
loss of cell-cell and cell-extracellular matrix contacts and subsequent cell movement.
This process is called epithelial-mesenchymal transition and has been shown to also play
a role in cell resistance to cisplatin. The movement of individual cells is mediated by the
Rho GTPase family and can be divided into mesenchymal and amoeboid types. The amo-
eboid type is characterized by the Rho/ROCK signaling pathway, while mesenchymal
movement is mediated by the Rac/Cdc42 pathways. In my thesis, we investigated the
differences in expression of selected proteins in both signaling pathways in ovarian car-
cinoma cells.

Initially, we focused on comparing the A2780 and A2780cis cell lines, which are
resistant to cisplatin. We monitored markers of amoeboid movement, RhoA and phos-
phorylated myosin, and markers of mesenchymal movement, Wave-2, PAK, and phos-
phorylated PAK. In the second phase, we studied the effect of EGF and the inhibitor
Y27632 on the change in cell movement of both lines.

To achieve our goals, we cultured cells in a 3D environment of collagen gel, which
simulates the natural environment of the tumor stroma in the organism. After culturing
and influencing with the selective ROCK inhibitor Y27632 and epidermal growth factor,
we immunohistochemically stained selected proteins and observed them under a
microscope. We also isolated active forms of Rho GTPases, which we subsequently sub-
jected to western blot detection.

We found that the resistant A2780cis line expressed a greater amount of RhoA
kinase and phosphorylated myosin than the sensitive A2780 line. The A2780cis line also
exhibited a greater amount of active forms of RhoA, indicating that A2780cis cells mainly
use amoeboid movement, while A2780 cells mainly use mesenchymal movement.
Furthermore, the experiments showed that EGF reduces the expression of RhoA and
myosin phosphorylation and, conversely, increases PAK phosphorylation, suggesting
that it potentiates the shift from amoeboid to mesenchymal movement. The inhibitor
Y27632 had similar effects, reducing myosin phosphorylation, accompanied by a decre-
ase in RhoA activity, and increasing PAK phosphorylation.

Keywords: ovarian carcinomas, amoeboid movement, mesenchymal movement.



1. Uvod

| pfes obrovsky pokrok mediciny v poslednich letech zUstava rakovina vajec¢nikd
po celém svété stale velkou vyzvou. Je jednou z nejcastéjSich pficin umrti u Zen, protoze
preziti do zna¢né miry zavisi na stadiu onemocnéni. Karcinomy ovaria jsou typicky
diagnostikovany v pozdnim stadiu (Zavesky, 2011). Caste¢né je to pFi¢itano skuteénosti,
Ze pacientky nevykazuji Zadné specifické pfiznaky, dokud rakovina nepokroci a nezac¢ne
metastdzovat. Metastazy jsou ve skutecnosti hlavnim faktorem zodpovédnym za selhani
|éCby rakoviny (Hanahan et al., 2000), z tohoto dlivodu roste snaha navrhnout nové
|[é¢ebné strategie cilené pfimo na proces metastazovani. K vyvinuti bezpecné a ucéinné

antimetastatické terapie je tfeba porozumét mechanismu metastaz.

Pfi metastazovani se nadorové bunky oddéli od primarniho nadoru a migruji
tkanémi bud kolektivné ve shluku, nebo jako jednotlivé buriky. Jednotlivé buriky vykazuji
dva rGzné zpUsoby pohybu. Pohyb mezenchymalniho typu je charakterizovan
prodlouzenou bunéénou morfologii a vyZzaduje extracelularni proteolyzu. Pfi
améboidnim pohybu jsou buriky zaoblené, nezavislé na protedzach a vyzaduji vysokou
Rho-kindzovou signalizaci k fizeni zvySenych Urovni kontraktility aktomyozinu. Nadorové
buriky mohou prepinat mezi obéma typy pohybu v zavislosti na svém mikroprostredi.
ECM obklopujici nadorové bunky hraje vyznamnou roli v progresi rakoviny. Poskytuje

burikdm jak signdly chemické, tak mechanické (Parikova et al., 2010).

Slouceniny platiny samotné, nebo v kombinaci s jinymi chemoterapeutiky jsou
standardni 1é¢bou rakoviny vajecnik(l. BohuZel, dochazi velmi casto krecidivé

onemocnéni, protoZe ¢ast nddorovych bunék ziska rezistenci (Zavesky, 2011).

V této praci jsme se zaméfili na srovnani pohybu bunék ovarialnich karcinomu na

cisplatinu senzitivnich a rezistentnich v 3D prostfedi kolagenniho gelu.



2. Cil prace

Cilem této prace bylo zjistit jaky typ pohybu vyuzivaji cisplatina (CP) senzitivni
linie bunék ovarialnich karcinomd A2780 a CP rezistentni linie A2780cis. A poté sledovat
vliv selektivniho ROCK inhibitoru Y27632 a epidermalniho rlstového faktoru (EGF) na
expresi RhoA a fosforylovaného myozinu (signdlni drdha améboidniho pohybu) a Wave-

2, PAK a fosforylovaného PAK (signalni drdha mezenchymalniho pohybu).



3. Teoreticka cast

3.1 Ovarialni karcinomy

S prodluzujici se délkou Zivota neoddélitelné souvisi rostouci prevalence
nadorovych onemocnéni. Nejvice ohroZzenou vékovou skupinou jsou lidé nad 70 let. Jako
nastroj k prevenci a casnému odhaleni, které je velice dlleZité k ucinné terapii, se ¢im
dal castéji vyuzivaji screeningové metody. Efektivni screeningové nastroje k zachyceni
ovaridlnich karcinomu vsak nejsou v soucasné dobé dispozici (Ndlezinskd et al.,2020).
Vzhledem kjejich nespecifickym symptomim je diagndéza casto stanovena az
v pokrocilém stadiu. O to dulezitéjSi je ndvStéva preventivnich gynekologickych
prohlidek.

3.1.1 Epidemiologie

PfestoZze incidence v poslednich letech lehce klesd, stdle se jednd o
nejsmrtelnéjsi diagnézu mezi gynekologickymi malignitami. V roce 2018 byly ovarialni
karcinomy 5. nejcastéjsi onkologickou diagndézou vedouci k Umrti mezi Zenami. Ve
spojitosti se zhoubnymi nadory vajecnikd zemfelo v roce 2018 622 Zen, cozjeo 1,7 %
méné nez v roce 2017 (Krejci et al., 2018). V porovnani s ostatnimi evropskymi staty je
CR v Umrtnosti na 23.-24. mist&. Toto onemocnéni se vyskytuje pfedeviim u Zen
v perimenopauzalnim a postmenopauzalnim véku. Nejcastéjsi vék novych pacientek je
55-74 let, nejvyssi vékové specifickd incidence byla zaznamenana ve véku nad 60 let
(Krejci et al., 2018).

Sleté preziti pacientek Ié¢enych v letech 2014-2018 dosahovalo 48,4 %, coz je
vice nez v predchozich obdobich. Zalezi zde samoziejmé na klinickém stadiu, ve kterém
se dany novotvar diagnostikuje. U pacientek v |. stadiu je pozorovadno 5leté preziti
skoro 90 % (Krejci et al., 2018).
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3.1.2 Symptomy, diagnostika

Casna stadia ovaridlnich karcinomd jsou velmi €asto asymptomaticka nebo se
projevuji nejasné. Muze tak jednoduse dojit k zdméné za jiné, bézné a méné zavainé
onemocnéni. Mezi klasické symptomy karcinomu ovaria patfi pocit plnosti, nadymani,
snizeni apetitu. Mohou se objevit i travici obtiZze jako napr. zacpa nebo prijem a vyrazny
Ubytek na vaze. Ddle se mohou dostavit silnd Unava, poruchy menstruacniho cyklu a
zménénd frekvence moceni (Goff et al., 2004; Berek et al., 2021). V pokrocilejSich
stadiich se projevuje i zvétSeny objem bficha, coz mlzZe byt zplsobeno bud samotnou
rostouci masou nadoru, nebo jim vyprodukovanym vypotkem v dutiné bfisni (ascites)
(Nalezinska et al., 2020). V pozdnich stadiich casto dochazi k metastazovani do

endometria.

Az dvé tretiny pacientek byva diagnostikovano v pozdnich stadiich, kvili jiz
zminénym nejasnym symptom0m a také proto, Ze neexistuje zadny jednoduchy test,
ktery by se dal rutinné provadét pti preventivnich prohlidkach u gynekologa. Pfi
podezieni je nutné odebrani detailni anamnézy — potize, jak dlouho trvaji, menstruacni
cyklus, uZivani hormonalni antikoncepce/hormonalini substituéni terapie apod. Velice
dllezita je v tomto pripadé i rodinnd anamnéza, jelikoZ relativné velké procento téchto
nadoru je dédi¢nych. Nasleduje transvaginalni ultrazvuk, vySetieni panve. Z odebrané
krve se stanovi marker CA-125, ktery mlze byt zvySen u nadoru vajecniku, ale je slabé
senzitivni, zvlasté pro ¢asna stadia onemocnéni (Zavesky, 2011). Pravé kvali nizké
senzitivité, a s ni spojeného vyssiho rizika faleSné pozitivniho vysledku, se vySetfovani

tohoto markeru nevyuzZiva k preventivnimu screeningu.
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3.1.3 Histologicka klasifikace ovarialnich karcinomu

Nadory vajecnikd tvori skupinu histologicky heterogennich onemocnéni. Lisi se
od sebe svym plivodem, morfologii, molekuldrnimi mechanismy vzniku a také rizikovymi
faktory a progndzou. Na zakladé histologické analyzy je mulzeme rozdélit do tfi
zakladnich skupin: 1. nadory povrchového epitelu (90 %), 2. nadory germinalnich bunék
(3 %) a 3. stromalni nadory (7 %). Epitelidlni ovarialni karcinomy (EOC) se dale déli na
serdzni, mucindzni, endometrioidni, clear cell karcinomy, BrennerQv tumor a karcinomy

nediferencované a smisené (Millerova, 2016).

Nejbéznéjsi histologické typy nador( jsou dle déleni EOC rozdéleny do dvou
hlavnich skupin: na karcinomy I. a Il. typu. Za karcinomy typu | se povazuji low-grade
serdzni a endometrioidni karcinomy, ale patfi sem také clear cell karcinomy, maligni
Brennerovy tumory a mucindzni karcinomy. Vyznacuji se pomalou proliferaci a
postupnym ristem od premalignich Iézi az v LG tumory. Charakteristické pro né jsou
mutace gen(l KRAS a BRAF, jejichZ signalni drahy potom zUstavaji aktivovany, a naopak
se u nich neobjevuji mutace genu TP53 (Miillerovd, 2016; Kossai, 2018). Tyto nadory
jsou vétsSinou odhaleny v ¢asnéjsim stadiu a maji obecné lepsi progndzu nez nddory typu
Il. Pokud je ale nador typu | diagnostikovan v pozdnim stadiu, progndza je srovnatelna

s tumory typu Il (Kossai, 2018).

Typ Il EOC zahrnuje high-grade serdzni karcinom, ktery tvofi prevaznou ¢ast
nadord tohoto typu, dale do této skupiny patfi nediferencované karcinomy a
karcinosarkomy. U téchto tumorl dochazi k castym mutacim ve specifickych
onkogenech, pfedevsim jsou pro né typické mutace tumor supresorového genu TP53 —
jsou geneticky nestabilni. Maji agresivnéjsi povahu a rychle metastazuji (Kossai, 2018;
Millerova, 2016). Tumor supresorovy gen TP53 kdduje protein p53, ktery hraje zdsadni
roli pfi poSkozeni DNA, nedostatku kysliku nebo pfi aktivaci onkogen(. Kdyz k poSkozeni
dojde, protein p53 se aktivuje a nepfimo zastavuje bunéény cyklus v G1 fazi. Burika ma
poté Cas na reparaci poskozené DNA. Pokud se reparace nezdafi, dochazi k apoptdze. Pfi

rozvoji karcinomu je funkce tohoto proteinu inaktivovana.
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3.1.4 Patogeneze

Ovarialni karcinomy zahrnuji heterogenni skupinu malignit. Je to dano rozliSnosti
patogennich mechanisml a molekuldrnich zmén spojenych s rozvojem odlisnych
histologickych subtypl. Pouhych 5-10 % ovarialnich karcinoma je dédicnych, zbylych
90 % je sporadickych. Sporadickd forma je Castéjsi u starSich pacientek, hlavné ve
skupiné 50-79 let (Karlikovd, 2012).

3.1.4.1Sporadicka forma
Dlouhodobé existuji hypotézy, které popisuji etiologii ovarialnich karcinoma. Ani
jedna z hypotéz vsak nepopisuje presny mechanismus vzniku a jsou vice ¢i méné

prekonany.

Prvni z nich je hypotéza neustalé ovulace. Ta predpoklada, Ze riziko vzniku
karcinomu ovaria roste s poctem ovulaci (Reid et al., 2017). Karcinom tak vznika po
opravach povrchového epitelu vajecnikd, ktery praska pri kazdé ovulaci. Dochazi zde ke
zvyseni poctu bunécného déleni, a tedy i ke zvySeni poctu spontannich mutaci, které
mohou vést ke vzniku malignich bunék. Tato hypotéza vznikla na zakladé pozorovani, ze
se tyto karcinomy objevuji ¢astéji u Zen, které nerodily (Gong et al., 2013; Reid et al.,
2017).

Druhd hypotéza se nazyvd gonadotropinova a predpokladd, Ze vliv vysokych
hladin gonadotropin(i vede k produkci estrogent stimulujicich povrchovy epitel ovarii,
ten poté nadmérné proliferuje a vznikaji v ném cysty. Tento proces mUzZe opét vést
k maligni transformaci. Rizikem je tedy doba, kdy jsou vajecniky vystaveny vlivu

gonadotropinl (Reid et al., 2017).

3.1.4.2 Dédicna forma

Hereditarni karcinomy byvaji diagnostikovany v pokrocilejsich stadiich a je to
nejcastéjSi forma ovarialnich karcinom( u mladsich Zen. Byly popsdny syndromy spojené
s rozvojem raznych onkologickych onemocnéni. Asi nejzndméjSim je hereditarni
karcinom prsu a ovaria s mutaci tumor-supresorovych genii BRCA1 a BRCA2 (Andrews
et al.,, 2017). Geny BRCA1 a BRCA2 jsou tumor supresorové geny podilejici se na
opravach dvouvlaknovych zlom( DNA, déle na regulaci bunécného cyklu a transkripce
DNA. Tato mutace je autozomalné dominantné dédi¢na a je zodpovédna za nejméné 90
% hereditarnich karcinom( ovarii. Z celkového poctu ovarialnich karcinoma jsou pGvodci
asi 8-18 %. Celozivotni riziko ovariadlnich karcinom( je u mutace BRCA1 39-56 % a u
mutace BRCA2 10-37 % (Stellmachova et al., 2022). Tento syndrom je zodpovédny za
vysoké celozivotni riziko rozvoje karcinomu prsu a vajecnikl, navic se pridava i stredné

vysoké riziko vzniku dalSich nador( (tlusté stfevo, Zluénik, pankreas, oko, kize). Za
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Ucelem snizeni téchto rizik je Zendm s potvrzenou mutaci BRCA1 a BRCA2 doporucovano
preventivni chirurgické odstranéni vajecnikll a vejcovod(. NejcastéjSim subtypem u
téchto mutaci je high-grade serézni karcinom (Stellmachova et al., 2022; Andrews et
al.,2017).

DalSim je LynchGv syndrom (LS). Je to dédicné onemocnéni, kdy dochazi
k brzkému rozvoji kolorektalniho karcinomu, endometridlniho karcinomu a dalSich
nadorovych onemocnéni. Podkladem jsou nej¢astéji mutace mutatorovych gen(, napfr.
mismatch repair geny (MMR), ¢imz se nasledné hromadi mutace v burice. Mezi tyto geny
patfi geny MLH1, MSH2, MSH6 a PMS2 (Stellmachovd et al., 2022). V rodinach
postizenych timto syndromem je vysoké riziko rozvoje karcinomu nejen tlustého streva,
ale i ovarii, endometria a dalSich tkani. U pacientek s LS a ovaridlnim karcinomem je
Castéjsi mutace genl MLH1 a MSH2. AZ 22 % gynekologickych malignit spojenych s LS je
soubéinych endometridlnich a ovaridlnich karcinom(. Celkovd progndéza u Zen
s ovarialnim karcinomem a LS je lepSi nez u Zen s mutacemi gent BRCA1 a BRCA2, hlavné
kv(li ¢astéjSim neserdznim histologickym podtyplm karcinomd, ale i diky tomu, Ze jsou
tyto karcinomy odhaleny v dfivéjSich stadiich (nejcastéji | a Il) a nizkému véku pacientek

pfi diagndze (Andrews et al., 2017).

Mezi autozomalné dominantné dédi¢né syndromy patfi také Li-Fraumeniho,
Peutz-Jegerstv a GorlinGv syndrom. Tyto syndromy jsou vSak celkem vzacné a obecné

zvysuji riziko vzniku celého spektra onkologickych onemocnéni.

3.1.5 Rizikové a protektivni faktory

Jednim z nejzdsadnéjsich rizikovych faktor(i je pozitivni rodinnd anamnéza.
Vyskyt onemocnéni u pribuzného prvniho stupné 3-7krat zvySuje riziko onemocnéni.
Zvlasté vysoké riziko potom hrozi, pokud byl v rodiné karcinom ovaria diagnostikovan
vice Zenam a také pokud byl karcinom diagnostikovén v nizkém véku (Reid et al., 2017).
Mnohé studie prokazaly, Ze velké mnoiZstvi rizikovych faktorl souvisi s rznymi

histotypy.

Epidemiologicka data naznacuiji, Ze vznik karcinomu ovarii je pozitivné ovlivnén
anovula¢nimi cykly, coZ odpovidd hypotéze neustalé ovulace. Ztoho vyplyva, Ze
téhotenstvi a uzivani hormonadlni antikoncepce (HAK) sniZuje riziko vzniku ovarialniho
karcinomu (Stellmachova et al., 2022). Stejné tak gonadotropinovd hypotéza mlze
vysvétlovat protektivni Uéinek HAK a téhotenstvi. DalSimi protektivnimi faktory mohou
byt ze stejného dlvodu také pozdni nastup prvni menstruace (Gong et al., 2013), brzka

menopauza, laktace a multiparita (Roett et al., 2009).
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Po menopauze se velice rychle snizi hladina produkovanych estrogen(, ale
produkce androgenu klesd postupné ¢asem béhem nékolika let. Dohromady tyto dva
déje mohou vést k hormonalni dysbalanci a k hyperandrogenemii (Brzozowska et al.,
2020). To odpovida androgen-progesteronové teorii. Literatura podporujici tuto
hypotézu ik, Ze byla prokdzana souvislost se vznikem neserdznich podtypl ovarialnich
karcinomd, nejvice s endometrioidnim a mucindéznim podtypem nadorl (Trabert et al.,
2020; Ose et al., 2017). Syndrom polycystickych ovarii (PCOS) tuto teorii také podporuje,
sam o sobé je rizikovym faktorem pro vznik ovaridlniho karcinomu a je spojeny se

zvySenou hladinou androgend.

V souladu s touto teorii také existuji literarni zdroje zabyvajici se souvislosti mezi
vznikem ovarialnich karcinomU a obezitou. Nejvétsi roli hraje body mass index (BMI) u
premenopauzalnich Zen (Olsen et al., 2013; Schouten et al., 2008). Vysoké BMI bylo
spojeno s vysSim rizikem hlavné borderline serézniho karcinomu, invazivniho
endometrioidniho a invazivniho mucindzniho karcinomu. Dale také s invazivnim low-
grade serdznim karcinomem. Nejéastéji se objevujici high-grade serdzni karcinomy vsak
nejevi souvislosti s hodnotou BMI, z ¢ehoz tak vyplyva, Ze snizeni BMI nejspiSe nezabrani
prevaziné vétsiné umrti na ovarialni karcinom (Olsen et al., 2013). Jina studie fika, Ze
abdomindlni obezita zvysuje riziko vzniku predevsim endometrioidniho a clear-cell

karcinomu (Freuer et al., 2021).

Vliv hormonalni substitu¢ni terapie (HRT) je, na rozdil od jednoznacéné pozitivniho
vlivu hormondlni antikoncepce, nejasny. HRT sniZuje sekreci gonadotropinl, a tim
padem by méla mit pozitivni dopad, ale i tyto redukované hladiny jsou vys$si nez u
premenopauzalnich Zen. Navic mlZe zvySovat proliferaci ovariadlnich bunék indukovanou
estrogenem a muZe timto zplUsobem riziko zvySovat. Nejvétsi vliv ma HRT na vznik

seroznich a endometrioidnich karcinomu (Liu Y et al., 2019).

Moderni zdroje naznacuiji, Zze rizikovym faktorem pro mucindzni karcinom je i
kouteni cigaret (Jordan, 2006; Reid et al., 2017). Naopak u kuracek doslo ke snizeni rizika
u endometrioidniho. U serdznich a clear-cell karcinom(l nebyla zjisténa Zadnd souvislost
(Reid et al., 2017).

3.2 Extracelularni matrix a nadorové stroma

Nador je sloZen z vlastnich nddorovych bunék a nddorového stroma, které buriky
tésné obklopuje. Toto mikroprostredi se svym sloZzenim liSi dle potfeby tkané, ve které
se nador nachazi (Anderson et al., 2020). Nadorové stroma vSech nadorld ma vsak

zakladni znaky spole¢né. Obsahuje mimo jiné ECM, fibroblasty (CAFs), buriky ziskané (T
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a B-lymfocyty) i vrozené (makrofagy, neutrofily atd.) imunity, endotelidlni buriky a
neurony. Dal$imi slozkami jsou také enzymy se schopnosti remodelace ECM a rlstové
faktory (Cho et al., 2015).

Nejvice zastoupenymi nerakovinnymi burikami nadorového mikroprostredi jsou
fibroblasty. Jsou to bunky pojivovych tkani, které jsou schopné produkovat ECM
bohatou na kolagen a zajistuji také regeneraci a udrZovani téchto tkani (Da Silva et al.,
2020). Fibroblasty tvofi podstatnou ¢ast nddorového stroma jak v primarnim nadoru, tak
i v metastatickych loZiscich. Ovliviuji nadorové bunky, jejich progresi, invazivitu a
metastazovani tim, Ze produkuji ridstové faktory (EGF, apod.) (Novak et al., 2019),
chemokiny, cytokiny a enzymy schopné degradovat ECM (Lacina et al., 2015; Yoshida,
2020). Tyto latky mohou ovliviiovat progresi nadoru stimulaci proliferace bunék,
angiogenezi, podporou metastazovani, invazivity a pldsobenim zanétlivych faktord (Hale
et al. 2013). Stroma je dlleZité pro angiogenezi a metastazovani (Yoshida, 2020).
Mikroprostredi také ovliviiuje dostupnost kysliku, méni pH a tuhost nadoru (Kozlova et
al., 2020).

ECM je wvysoce organizovand nebunécna dynamickd struktura s mnoha
fyziologickymi a patologickymi funkcemi. Poskytuje bunkam jak strukturalni, tak
biochemickou podporu. Je zodpovédnd za komunikaci mezi burikami, bunécnou adhezi

ale také za diferenciaci a proliferaci, coz maze hrat kli¢ovou roli v progresi nadoru.

Kromé zachovani strukturdlni integrity obsahuji slozky ECM vazebnd mista pro
cytokiny a rustové faktory, které mohou byt v pfipadé potreby uvolnény a prezentovany
cilovym bunkam (Cho et al., 2015; Yoshida, 2020).

3.2.1 Vliv kolagenu na ovarialni karcinomy

ECM se sklada zfibrildrnich proteinl, glykoproteini a glykosaminoglykan.
V nadorech dochazi k preméné jeji fyziologické struktury a sloZzeni (viz Obrazek 3). Tyto
zmény, véetné zvySené sekrece fibronektinu a kolagend |, lll a IV, ukazuji, Ze progrese
nadoru vyzaduje kontinudlni interakci mezi ECM a nadorovymi burikami. Kolagen
zodpovida za pevnost a elasticitu tkané. V béznych tkanich, véetné ovarii, jsou kolagenni
vlakna vysoce usporadana do jednotlivych vrstev rovnobéznych s bazalni laminou bunék
epitelu. Pfi nddorovém bujeni jsou jeho vldkna kratsi a tlustéjsi, nahodile usporadana,
zesiténa a k bazalni laminé jsou témér kolmo. Tyto zmény vedou k tuhosti a snizené
elasticité tkané. Nedavné studie ukazaly, Ze zvySené zesitovani a ukladani kolagenu vede
k progresi nddoru prostfednictvim zvySené integrinové signalizace (Levental et al.,
2009). Kolagen tak usnadnuje migraci nadorovych bunék do stromatu. Navic se

predpokladd, Ze zvysSeni koncentrace kolagenu v nddorové tkani ohrozuje distribuci
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|é¢iva prfimo do nadorové tkané a je spojena s cisplatinovou rezistenci u ovaridlnich
karcinom0 (Cho et al., 2015). Vlivem zvysené proliferace nadorovych bunék dochazi
k remodelaci okolni ECM prostfednictvim matrix metaloprotedz (MMP). MMP degraduiji
okolni ECM a usnadnuji tim invazi nadorovych bunék do stromatu hned nékolika
mechanismy. Dochazi k rozruSeni mechanické bariéry ECM, ale také k uvolfiovani

rastovych faktord a cytokind.
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Obrdzek 3 Proména ECM béhem vzniku nadoru ve tkdni ovaria (Cho et al., 2015). Epitelidini
buriky (Epithelial cell) se méni na nddorové (Tumor cells). Pfi remodelaci ECM dochdzi
k zesileni kolagennich vidken (Collagen Type I, XI) a jejich zesiténi. Ve tkdni se objevuji
nddorové asociované fibroblasty (Cancer Associated Fibroblast), které tyto zmény samy
iniciuji.
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3.3 Metastazovani a pohyb bunék

Metastdzovani je proces tvorby sekundarnich nadorl v mistech, které neni
spojeno s plvodnim primarnim nadorem. Je charakteristickym znakem rakoviny, ktery
je zodpovédny za nejvice umrti spojenych s nddorovymi onemocnénimi. Je také casto

spojovano s neucinnosti terapie.

Nejprve musi dojit k uvolnéni bunky od bunék primarniho nadoru, prekonani
bazalni membréany v epitelu (Bravo-Cordero et al., 2012), poté membrany endotelu
cév. Nadorova burka poté muze krevnim nebo lymfatickym recistém postupovat do jiné
tkdné. Z endotelu musi opét prostoupit bazalnimi membranami do nové tkané, kde se
uchyti na zakladé své velikosti nebo vazbou na specifické molekuly v cilovém organu a
zacnou proliferovat. Nadorové buriky se takto mohou pohybovat samostatné, nebo ve
shlucich (Alberts et al., 2002).

cells grow as a benign tumaor bagal break through basal lamina Invade capillary
in epithelium larmina

{less than 1 in 1000 cells will survive

to form metastases)

adhers to blood vessel escape from blood vessel proliferate to form
wall in liwer (extravasation) metastasis in liver
Obrdzek 4 Metastaticka kaskdda (Alberts et al., 2002). Nejprve dochdzi k uvolnéni bunék
od okolni tkané, buriky prekondvaji bazdlni membrdnu epitelu a také endotelu cév. Poté putuji krevnim
nebo také lymfatickym recistém (méné neZ 1 burika z 1000 preZije a je schopna vytvorit metastatické
loZisko). Poté opét prechdzeji skrz endoel a bazdlni membrdnu v misté tvorby metastdz. V tomto misté
se uchytdvaji, proliferuji zde a tvori metastdzy.

19



Epitelidlni bunky jsou schopné metastdzovat pouze za predpokladu, Ze dokaZzou
projit alespon c¢asteCnou epitelo-mezenchymalni tranzici (EMT), diky ¢emui jsou

schopné pohybu.

3.3.1 Invaze bunék pres bazalni membranu

Bazdlni membrana a ECM jsou hlavnimi bariérami pro invazi bunék a jejich
migraci (Perrin et al., 2022). Prvnim krokem burky, pokud se chce stat invazivni, tedy
musi byt jeji unik pfes bazalni membranu a také rozklad ECM. Aby toho byla burka
schopnd, musi vytvaret invadopddia. Je to také pravdépodobné prvni krok EMT (Bravo-
Cordero et al., 2012). Invadopddia jsou membranové vycnélky bohaté na aktin a
specifické pro nadorové bunky schopné rozkladat ECM pomoci proteolytickych MMP.
Alterace ECM m{iZou byt vyvolany samotnymi nadorovymi burikami, ale také fibroblasty
a bunikami imunitniho systému, které se nachdzeji v nddorovém mikroprostredi. Po
rozlozeni okolni ECM invadopddia zaniknou a umozni bunce jeji pfesun. Burika takto
stfida stav migrace a stav kdy invadopddium rozkldda okolni ECM, ¢imz vytvari misto

k migraci (Perrin et al., 2022).

3.3.2 Epitelo-mezenchymalni tranzice

Epitelo-mezenchymani tranzice umoziuje polarizované epitelidlni bunce, kterd
normalné interaguje s bazalni membranou, podstoupit fadu biochemickych zmén a
ziskat tak fenotyp buniky mezenchymalni. EMT je nezbytna pro normalni pribéh
embryondlniho vyvoje, ale objevuje se i pfi patologickych stavech, napfiklad
karcinogenezi (Davidson et al., 2012; Kalluri et al., 2009). EMT probihda po indukci
transkripcénich faktord, které ovliviiuji expresi genli zodpovédnych za soudrznost bunék,
dynamiku cytoskeletu a preménu epitelidlnich bunék na mezenchymalni. Tyto
transkripcni faktory jsou napft. Snail, Slug, Twist nebo ZEB (Gonzalez et al., 2015). BEéhem
zmén v expresi proteind dochazi ke snizeni exprese epitelidlnich protein(, které se
Ucastni formace mezibunécnych spoji a spojd s ECM. Dochazi k tomu proto, aby se
zamezilo opétovnému spoji bunék a zaroven se tak i zvysi prostupnost epitelidini bariéry.
Jsou také exprimovany geny, které zajistuji vazbu epitelidlnich bunék k burikam
mezenchymalnim. Charakteristickym znakem EMT je snizena exprese E-kadherinu, ktera
vede k destabilizaci adheznich komplex(i. Reakci na to je zvySend exprese
mezenchymalniho N-kadherinu, ktery vytvofi mnohem slabsi vazbu mezi burfkami —

tento proces se nazyva kadherinova zaména (Lamouille et al., 2014; Loh et al., 2019).
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Diky této zaméné dochazi k oslabeni mezibunéénych spoju. Slabsi vazba potom burikdm

dovoluje jejich migraci a invazivitu (Lamouille et al., 2014).
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Obrdzek 5 Hlavni signdlni drahy ovliviujici EMT pFi nddorové progresi (Franco-Churaire et al., 2013).
Rada ristovych (HGF, FGF, TGF-f) a transkrip&nich faktort (Snaill, Zeb2, Twist, TCF1) vyskytujicich se
v nddorovém stromatu a jejich transdukcnich proteiny (MAPK, Smad, RhoA, [-catenin) umoZriuji realizaci
EMT. Signdlni dréha Rho/ROCK podporuje destrukci mezibunécnych adhezi, usnadriuje degradaci ECM a
zajistuje odolnost viici apoptdze. Mitogenem aktivovand proteinkindza (MAPK) pomoci svého efektoru
Snaill, stejné jako Smad protein s efektorem Zeb2 a transkripcni faktor Twist, sniZuje E-kadherin a dalsi
ldtky potrebné k udrZeni epitelidlniho fenotypu buriky. Ddle také zvysuji expresi vimentinu a fibronektinu
(dulezité pro vazbu dalsich sloZzek ECM) a podporuje osvojeni invazivnich viastnosti bunék. Signdlni dréha
Whnt/[f-catenin stimuluje po translokaci [-cateninu do jddra proliferaci bunék, nestabilitu
mezibunécnych spoju a podporuje schopnost migrace.
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Obrazek 6 Progrese normdlniho epitelu k invazivnimu karcinomu. Epitelidini buriky ztrdceji svoji
polaritu a oddéluji se od bazdlni membrdny. Méni se tak interakce mezi burikami a ECM. Dalsim
krokem je EMT, kdy se buriky stanou invazivnimi (zelené buriky) a je jim umoZnén vstup do
krevniho fecisté, z ného pak i vystoupit a tvofit metastdzy na vzddleném misté v organismu. Zde
mohou poté podstoupit MET (mezenchymové-epitelovd tranzice) a znovu si tak osvojit epitelidlni
fenotyp.

Integriny jsou transmembranové receptory zodpovédné za bunécnou adhezi bud’
se slozkami ECM, nebo s ostatnimi burikami. Po navazani ligandu aktivuji signalni drahy,
nejcastéji rGstovych faktorl nebo onkogent, ovliviujici bunécny cyklus, organizaci
cytoskeletu a pohyb novych receptorli na membrané bunky. To vSe je potfebné pro
iniciaci a progresi metastazovani nadord. Integriny jsou vazany k ECM a zajistuji hybnou
silu pro pohyb burky a naslednou invazi. Jsou také schopny ovliviiovat remodelaci ECM

diky tomu, Ze reguluji aktivitu a umisténi protedz (Desgrosellier et al., 2010).

3.3.3 Typy pohybu bunék

Nadorové buriky vyuZzivaji dva typy pohybu — améboidni a mezenchymalni. Mezi
typy pohybl muze bunka prepinat a o tom, jaky typ pohybu bude pravé vyuzivat,
rozhoduje potlacdeni, nebo naopak posileni aktivity rlznych signalnich drah. Proces
pfepnuti mezi témito dvéma pohyby se nazyvd mezenchymalné-améboidni prechod
(MAT) nebo améboidné-mezenchymalni prechod (AMT) a je zdavisly predevSim na
aktualnim sloZeni okolniho prostfedi a nutnosti nddorové buriky se na néj adaptovat
(Panikova et al., 2010).
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Obrazek 7 Tvar mezenchymadlnich (A) a améboidnich (B) bunék (prevzato z Parikovd et al., 2010)

3.3.3.1 Mezenchymalni pohyb

Mezenchymalni buriky maji podlouhly tvar a jsou polarizované. Polarita buriky je
dana rozloZenim proteint (viz Obrazek 8). Ty jsou lokalizovany v predni ¢asti buriky, kde
reguluji Rho GTPazy. NejvyznamnéjSimi ¢leny rodiny Rho GTPaz jsou RhoA, Rac a Cdc42.
U mezenchymalnich bunék jsou v pfedni ¢asti bunky aktivovany Cdc42 a Rac a naopak
diky degradaci enzymem Smurf je suprimovana RhoA. V zadni ¢asti bunky je oproti tomu
exprese RhoA vyssi (Gandalovi¢ova et al., 2015). Pro jejich pohyb je nutnd tvorba
filopodii a lamelipddii, ktera jsou bohata na aktin. Jejich tvorba je zavisla na polymerizaci
aktinovych vldken. Polymerizace je fizena zejména Rac a Cdc42, jejich efektorem je
protein WAVE. Aktivaci této drahy je potlacena aktomyozinové kontraktilita, kterd je
nutnd pro améboidni pohyb (Sanz-Moreno et al., 2008). Lamelipddia a filopddia jsou
stabilizovana fokalnimi adhezemi zprostfedkovanymi vazbou myozinu s ECM (Graziani
etal., 2022) na obou pdlech buriky pomociintegrin(. Kv(li nim je tento pohyb pomalejsi.
Na rozdil od améboidniho pohybu nedochazi k poruseni vazeb bunky s ECM, bunka
pouze ztrati kontakt s okolnimi burikami tkané (Gandalovic¢ova et al., 2015). Kontrakce
jsou zplsobeny vznikem stresovych vldken ukotvenych ve fokalnich adhezich, kterd
vznikaji aktivaci drahy Rho/ROCK. Dochazi zde také k fosforylaci myozinu (MLC). Zadni
¢ast buriky se smrsti a burika se posune kupredu. K pohybu 3D prostifedim ECM potrebuji

proteolytické enzymy k jeho degradaci (Parikova at al., 2010).

Rac fidi schopnost pohybu dopfedu, Cdc42 ma za ukol udavat smér pohybu a Rho
u mezenchymdlniho pohybu indukuje pfisunuti zadni ¢&3asti bunky k predni

(Gandalovi¢ova et al., 2015).
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Obrazek 8 Lokalizace proteini ovliviujicich polaritu buriky (Gandalovicovd et al., 2015)

3.3.3.2 Améboidni pohyb

Améboidni pohyb je charakterizovan vznikem kontraktilni aktomyozinové sité a
je podnécovan Rho/ROCK signdlni drahou. Rho aktivuje sv(j efektor — ROCK, tim je
aktivovana myozinkindza (MLCK), ktera fosforyluje MLC. Fosforylovany MLC poté zajisti

vyssi kontrakce.

Buriky maji kulovity tvar (Pankova et al., 2010). Pohyb je zajistén kontraktilitou
sité a je nezavisly na vazbé s ECM, protoZe vykazuje nizkou expresi Pl-integrinl
(Gandalovicova et al., 2015), takze je rychlejsi nez mezenchymadlni typ (Graziani et al.,
2022). Dale u améboidnich bunék nevznikaji stresova vldkna (Friedl et al.,, 2010).
Neobjevuji se u nich lamelipddia ani filopddia, ale malé puchyrky, které vznikaji na
membranach pravdépodobné kvili slabsimu propojeni membrany a cytoskeletu a
snizenému intraceluldrnimu tlaku (Petrie et al.,, 2017). Pfispivda tomu i samotna
aktomyozinova sit a s ni spojené proteiny, které se oddéluji od bunééné membrany diky
hydrostatickému tlaku cytoplazmy (Gandalovi¢ova et al., 2015). Diky tomu se mohou
pohybovat nezdvisle na degradaci ECM. Pouze se protlaci skrze vldkna matrix a

pfizpUsobi svij tvar jiz existujicim volnym prostorim v ECM.
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3.3.4 Mezenchym-améboidni tranzice (MAT)

(A) Amoebold Cancer Cells and EMT
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Obrazek 9 Pfechody mezi jednotlivymi bunécnymi fenotypy a signdlni drdhy je ovliviujici
(Graziani et al., 2022). V prvni &dsti obrdzku jsou zobrazeny typické tvary bunék jednotlivych
fenotypt a jak mezi sebou mohou prechdzet na zdkladé stimuli z nddorového stromatu. Pro
améboidni buriky je typicky kulaty tvar a silnd signalizace drdhy Rho/ROCK, kterd ddle
fosforyluje myozin). Améboidni i vietenovité (spindle) mezenchymdlni bunky migruji jako
samostatné buriky. Naopak epitelidlni buriky maji silné mezibunécné spoje a také spoje s ECM.
Téchto spoju ubyvd u mezenchymadlnich bunék a nejméné spoju vytvdri buriky vyuZivajici
améboidniho pohyb. EMT je fizeno Fadou rustovych a transkripnich faktord (TGF-f Wnt,
Notch, Twist, Zeb) a jejich dalsich plsobkd.

Pri MAT spontanné dochazi k pfechodu od mezenchymalnich bunék zavislych na
fokdlnich adhezich k bunkam, které jsou zavislé na bunééné kontraktilité bez vétsi
potfeby adheze. In vitro je mozné tohoto pfechodu dosahnout napft. aktivaci Rho kindz
nebo inhibici MMP (Holle et al., 2019). Opakem MAT je améboidné-mezenchymalni
tranzice (AMT) a diky témto protichdnym déjlim se mGze burika adaptovat na aktudlni
podminky a sloZzeni mikroprostredi a osvojit si tak fenotyp vhodny k preziti (Parnkova et
al., 2010).
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3.4 Inhibitor Y27632

Inhibitor Y27632 je selektivni pro ROCK kindzu. Inhibuje ROCK1 i ROCK2 a ve
vysSich koncentracich také proteinkindzu C (PKC) a proteinkindzu A (PKA) a MLCK.
Vykazuje zpomaleni pohybu, narusuje invazivnost a také proliferaci rakovinnych bunék.
Indukuje reorganizaci skeletu. Je negativhim efektorem Rho/ROCK signalni drahy, coz
vede k posileni cytotoxického pusobeni cisplatiny na burky ovaridlniho karcinomu.
Oslabuje fosforylaci lehkého MLC. Problémem ve vyuZiti inhibitord ROCK v klinické praxi
je jejich casty rozdil mezi ucinky in vitro a in vivo. Je to dano hlavné pocetnosti rodiny
kinaz, kdy inhibitor neni schopny specificky inhibovat pouze cilené kindzy (de Sousa et
al., 2020).

3.5 EGF

Epidermalni rlstovy faktor (EGF) je latkou stimulujici bunécné déleni,
diferenciaci a migraci zejména epitelovych bunék. Podili se také na procesu hojeni. Vaze
se ke specifickym receptoriim (EGFR). Jeho zvySena aktivita byla zjisténa u rady nadort,
véetné karcinomu ovarii. ZvySena exprese EGFR je spojena s vysokym stupném
proliferace bunék, pokrocilym nadorem a také horSimi vysledky terapie. Bylo také
zjisténo, Ze exprese EGFR reguluje adhezi bunék a mulZe ovliviiovat jejich rist a

invazivnost (Skirnisdottir et al., 2018).

3.6 Mechanismy rezistence na cisplatinu

Cisplatina je |éCivo ze skupiny platinovych cytostatik. Je velice uc¢inné na celou
Skalu onkologickych onemocnéni. Mechanismy ucinku jsou znac¢né pleiotropni. Vaze se
pevnymi vazbami na DNA a poskozuje ji alkylaci. DNA vtomto stavu neni schopna
replikace, ¢imz dochdzi i k inhibici transkripce. Dale je schopna vyvolat zvySenou expresi
death receptor(i na povrchu buriky a zvySenou syntézu death ligandl pomoci aktivace
stresovych kinaz. Tim dochazi k eliminaci bunék diky aktivaci apoptotické drahy. Jeji
oxidacnim stresem (Ghosh, 2019). Predpoklada se také, Ze cisplatina, diky preferencni
vazbé na guanin, inhibuje telomery bohaté na opakujici se sekvence TTAGGG (Svihovec
et al.,, 2018).

Nejbéznéji vyuzivanym postupem v Iéébé ovaridlniho karcinomu je chirurgické
odstranéni nadoru, které je nasledovano kombinovanou chemoterapii. K té se nejcastéji
vyuzivd kombinace cisplatiny a dalSich cytostatik. Cisplatina byva velmi Gc¢inna, u

pacientek s ovaridlnim karcinomem vsSak ¢asto dochazi k recidivam, kdy je uz nador
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k cisplatiné necitlivy (Dasari et al., 2014; Galluzzi et al., 2012). Aby se zamezilo této
rezistenci, uzivd se kombinace platinovych a taxanovych cytostatik. Diky této kombinaci
mUzZe také dojit ke sniZzeni davky cisplatiny, a tedy i ke sniZeni jejich nezadoucich ucinkd,
mezi které patfi nauzea, zvraceni, nefrotoxicita, neurotoxicita atd. (Svihovec et al.,
2018).

3.6.1 Thiolové slouceniny

U platinovych derivatd snadno dochazi kreakcim se slouceninami
obsahujicimi thiolové funkéni skupiny. Tyto reakce Ize vysvétlit na zdkladé Pearsonova
konceptu kyselin a zasad, kdy platina zde plsobi jako Lewisova mékka kyselina a thiolova
skupina jako mékka zasada. Thiolova skupina ma proto vysokou afinitu k vazbé s tézkymi

kovy, mezi které radime i platinu (Ghosh, 2019).

Pokud dojde ke zvySeni koncentraci nukleofilnich latek, napt. redukovaného
glutathionu (GSH), sulfatl nebo metalothioneinu, které jsou vysoce reaktivni
s cisplatinou, dojde ke snizeni oxidacniho stresu vyvolaného cisplatinou. Ten je ale
potieba k zajisténi jeji ucinnosti, a tak mGzeme fici, Ze se jednd o dal$i z mechanismu
vzniku rezistence. Vliv na tento déj ma i Uroven exprese glutathion-S-transferazy.
Katalyzuje totiz vazbu GSH s platinovymi derivaty a vysoké hladiny tohoto enzymu u
pacientd s ovarialnimi karcinomy muizZou byt spojeny s rezistenci k témto lécivim a také
se Spatnou progndzou (Song et al., 2022; Ghosh, 2019). Komplex cisplatiny s GSH je dale

vylouéen pomoci exportni pumpy.

Na stejném principu se cisplatina v krvi vaze na plazmatické bilkoviny, zejména
na albumin (HSA). Pfi této vazbé dochazi k deaktivaci cisplatiny. Nejcastéji se vaze
v misté vyskytu aminokyselin (AMK) cysteinu a methioninu (Ferraro et al.,, 2015;
Esposito, 2002), kdy obé ve své strukture obsahuiji siru. V literatute je uvadéno, Zze 65-
98 % cisplatiny je navazano na HSA béhem prvniho dne po podani (Ferraro et al., 2015).
Navazani cisplatiny na plazmatické bilkoviny vede dle nékterych zdroja ke snizeni jeji
ucinnosti, a tedy k rezistenci k terapii (Bal et al., 2013), jiné zdroje naopak uvadéji, ze
komplex HSA-cisplatina slouZi jako rezervoar, ze kterého je léCivo opét postupné

uvolfiovano (Ferraro et al., 2015).

3.6.2 Efluxni receptory

Pro optimalni U¢inek |é¢iva je nutné ho dostat do mista jeho Ucinku a zajistit jeho
akumulaci v tomto misté. Pravé tomu zabranuji mechanismy, které bud’ zvySuji eflux
[é¢iva mimo bunku, nebo zabranuji jeho vstupu dovnitf. Cisplatina se do bunky dostava

pasivni difuzi a také pomoci rznych transportnich protein(. Jednim z téchto proteind je
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i protein CTR1. Pritomnost cisplatiny v burnice vSak zpUsobuje sniZzovani koncentrace
CTR1 a ¢asem tak vznikad rezistence, jelikoZ se cisplatina nestihne navdzat na DNA (Song
et al.,, 2022; Ghosh, 2019). Transportéry ATP7A a ATP7B, nadmérné exprimované u
velkého mnoiZstvi malignit, naopak zajistuji odtok cisplatiny ven z bunky, tim padem
v burice neni zajisténa jeji dostate¢nd koncentrace a dochdzi k rezistenci k terapii
(Ghosh, 2019; Li et al., 2018). Za rozvoj mnohocetné Iékové rezistence je zodpovédnych
nejméné 11 transportérli ze skupiny ATP-binding cassette. Mezi né patii napriklad P-
glykoprotein nebo multidrug resistance-associated proteins. Tyto proteiny se béiné
vyskytuji v riznych tkanich a jsou zapojeny i do fyziologickych procesd organismu.
V nadorovych burikach je vsak jejich exprese nékolikanasobné vétsi (Liu W et al., 2019;
Amawi et al., 2019).

3.6.3 Inhibice apoptdzy

Apoptdza je programovana bunécna smrt slouzici k eliminaci poSkozenych a
nepouzivanych bunék. Svoje misto ma jak ve fyziologickych procesech, tak i
v patologickych. Za normalniho stavu je vbunce udrZzovana rovnovdaha mezi
proapoptotickymi a antiapoptotickymi faktory, pokud je tato rovnovaha narusena,
dojde k apoptdze (Hanahan et al., 2011). Iniciaci apoptdzy propaguji rizné faktory, mezi
které patfi zZlomy v DNA, pfitomnost reaktivnich forem kysliku, stres endoplazmatického

retikula nebo pfitomnost ligand(i membranovych ¢i cytoplazmatickych receptoru.

Pfi rozvoji onkologického onemocnéni dochazi k nerovnovaze mezi bunéénym
délenim a apoptdzou. Bunky, které mély zemftit, nedostanou signal k apoptdze a mohou
dale proliferovat a formovat nador. Obecné burika ziskdvd schopnost reparovat
poskozenou DNA nebo je snizena jeji schopnost podléhat apoptotickému procesu.
K poruse apoptdzy miize dochazet v podstaté v jakémbkoli jejim kroku (Hanahan et al.,
2011).

Po vazbé cisplatiny na DNA kni mUzZe vznikat rezistence nékolika rdznymi
zpUsoby. Pfitomnost nékolika opravnych mechanismd bunce zajistuje moznost opravy
Casti DNA zni¢ené vazbou cisplatiny. Pokud je poskozeni DNA pfili§ velké, dojde
k zastaveni bunécného cyklu ve fazi S nebo G2 a opravé DNA (Galluzzi et al., 2012).
Nucleotide excision repair (NER) systém bunce zajiStuje vystfizeni nukleotidd
postizenych vazbou k cisplatiné. K obnoveni celistvosti genu nasledné probiha syntéza
DNA. Bunky svysokou expresi NER naznacuji velmi nizkou senzitivitu k
terapii cisplatinou. MMR protein ma funkci rozpozndvat a opravovat chybné sparované
baze v DNA a také dokaZe opravovat léze zplsobené cisplatinou. Pokud je schopny tuto

lézi opravit, bunka preziva. Pokud ho ale opravit nedokaze, bunka podlehne apoptdze.
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Vyssi exprese tohoto proteinu vede k ¢astéjSim opravam a burika unika pred apoptdzou
(Ghosh, 2019). Pokud je funkce MMR odstranéna diky mutaci nebo snizené expresi,
nadorova bunka ignoruje poni¢enou DNA a dale ji v tomto stavu replikuje (Song et al.,
2022).

Poruchy tumor supresorovych genu, napf. TP53, vedou k jejich inaktivaci a bunka
tak md mozZnost se vyhnout apoptéze. Jejich normalni funkci je regulace bunééného
cyklu. Kapoptéze dochazi, pokud produkt TP53, protein p53, indukuje syntézu
proapoptotickych proteinli (Bykov et al., 2018; Florea et al., 2011). Vliv na sniZenou
citlivost k cisplatiné ma i mutace nebo zvySend exprese protoonkogenu H-ras nebo
receptoru a jeho ligandu Fas/FasL, dale také onkogenu Her2 nebo sniZena aktivita kaspaz
(Seifertova et al., 2010).

Metylace DNA patfi mezi epigenetické modifikace a je dulezita pro umléeni gent
spojenych s rakovinnym bujenim. Je schopna vyvolat zastaveni bunécného cyklu,
apoptézu a umléuji tumor supresorové geny. Tyto epigenetické modifikace mohou byt
nasledkem uzivani cisplatiny a mohou nasledné zplsobovat rezistenci k ni samotné.
(Florea et al., 2011).

CISPLATINA

/ \\ Poskozeni mtDNA

Poskozeni DNA \"/
" / \"/ Fas/FasL Prokaspéaza 9
NER /
Jv p53 \"/

Il
l Prokaspaza 8 et

Kaspaza 9

DNA polymeraza "
l v
Kaspaza 8

Tvmr 4’ Proapoptotické faktory

\ \ Kaspéaza 3,6,7
DNA neni opravena \’ /

DNA opravena APO PTOZA

BUNKA PREZiVA

Obrdzek 10 Mechanismus protinddorového ucinku cisplatiny s vyzna¢enymi principy rezistence
s vlivem na apoptozu (upraveno dle Ghosh, 2019)
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4. Experimentalni cast

4.1 Bunky A2780 a A2780cis

4.1.1 A2780
Pro nase Ucely byla tato bunécéna linie ziskana z katalogu European Collection of
Animal Cultures (ECACC, katalogové cCislo 93112519). Linie byla odvozena z lidské

nadorové tkané ovarialniho karcinomu nelécené pacientky.

4.1.2 A2780cis

Bunécéna linie A2780cis (Sigma, katalogové ¢islo 93112520) je rezistentni na
cisplatinu (CP). Rezistence byla vyvinuta opakovanou expozici materské linie A2780
zvySujicimi se davkami CP. K udrzZeni rezistence na CP bunécné linie A2780cis byl do
média kazdou tfeti pasaz pridan dichlorid cis-diaminplatnaty (Sigma Aldrich). Vysledna

koncentrace CP byla 3mM.

4.1.3 Pocitani bunék

Po pasazi byly bunky spocitany pod mikroskopem v Birkerové komurce. Burnky
byly rozsuspendovdny v 10 ml média. 10 ul suspenze bylo smichano 1:1 s trypanovou
modfi a naneseno do komUrky. Buniky byly pocitany tfikrat ve 25 ctvercich. Primérny
pocet byl vynasoben dvéma. Vysledek odpovidd pocétu x 10* bunék v 1 ml zikladni
suspenze. Nasledné byly buniky obou linii kultivovany na kolagennim gelu v médiu RPMI
(Sigma Aldrich) obohaceném o 10% fetalni bovinni sérum (FBS) pfi 37 °C v 5% CO..

4.2 lzolace kolagenu z ocasnich Slach potkana

K ziskdni kolagenu pro pfipravu gelu byly pouzity ocasni Slachy mladého potkana
o hmotnosti 180-200 g. Slachy byly vypreparovény ve fyziologickém roztoku, aby se
zamezilo jejich vyschnuti, a nastfihany na mensi kusy. Suspenze byla ponechdna pres
noc pfi 4 °C, prefiltrovdna a resuspendovdna v 0,25M kyseliné octové. Rozpousténi
probihalo pfi 4 °C za stdlého michani po dobu 48 hodin. Roztok kolagenu byl dialyzovan
proti 0,02M kyseliné octové, centrifugovan pfi 9 000 RPM a vysledna koncentrace byla

upravena na 1,33 mg/ml.

4.3 Priprava kolagenniho gelu

Kolagenni gel ke kultivaci byl pfipraven z roztoku kolagenu v 0,02M kyseliné

octové a Ctyrikrat koncentrovaném roztoku RPMI v poméru 3:1. Vysledna koncentrace
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kolagenu byla 0,1 %. Na Petriho misky o plose 8 cm? byl pipetovdn 1 ml smési (western

blot) a do jamek mikrotitracni desky 50 pl (imunochemické barveni).
4.4 lzolace aktivnich Rho-kinaz

4.4.1 Princip metody
K navazani aktivované formy Rho je vyuzivan fuzni protein GST-Rhotekin-RBD.
Reakci s glutathionovou pryskyfici jsou poté Rho kindzy navdzané na GTP precipitovany.

Z precipitatu jsou nasledné aktivni Rho eluovany pomoci SDS redukujiciho pufru.
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Obrdzek 11 Princip izolace aktivnich Rho-kindz (prevzato z Cell Signaling Technology, Inc. Active Rho
Detection Kit, str.1 [online]).

4.4.2 Sklizeni bilkovin z gelu na detekci aktivni Rho

Buriky byly vysazeny na Petriho misky o plose 8 cm? s 1 ml gelu. Polet vysazenych
bunék byl 1,5 mil pro kontrolni skupinu a EGF a 2 mil bunék pro skupinu s inhibitorem
Y27632. Bunky byly inkubovany 24 hodin za standardnich podminek a poté byly
ovliviiovany EGF (50ng/ml) a inhibitorem Y27632 (30 umol/l) po dobu 6 hodin. Po
uplynuti inkubacni doby bylo odsdato médium a misky byly omyty ledovym PBS. Po
promyti bylo pfidano 0,5 ml ledového Lysis/binding/wash pufru (Active Rho Detection
Kit, Cell Signaling) obohaceného o inhibitor serinovych proteaz PMFS

(Fenylmetansulfonyl fluorid, Cell Signaling), o vysledné koncentraci 5ul/ml. Po inkubaci
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za stalého trepani 10 minut pfi 4 °C, byl lyzat prfenesen do mikrozkumavky
a centrifugovan 15 minut pfi 4 °C a 16 000g. Supernatant byl pfenesen do nové

mikrozkumavky.

4.4.3 Stanoveni bilkoviny

Bilkoviny byly stanoveny pomoci Pierce™ BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher
Scientific), kdy nejprve dojde k redukci Cu?* na Cu* a nasledné Cu* reaguje s kyselinou
bicinchoninovou (BCA) za vzniku purpurového komplexu. Dle tabulky 1 byla do
mikrotitracni desky napipetovana koncentracni fada standard( v duplikatu a vzorky
v triplikdtu. Vzorky byly ptipraveny z9 pl destilované vody a 1 ul vzorku. Redéni
kalibra¢ni fady je uvedeno v tabulce 2. Pracovni roztok byl pripraven z CuSO4 a BCA
v poméru 1:50. Do okolnich jamek byla pipetovana destilovand voda, aby se zabranilo
vyschnuti vzorku. Mikrotitracni deska byla umisténa do spektrofotometru Spark (Tecan).
Po promichani a 30minutové inkubaci pfi 37 °C byla zmérena absorbance pri 562 nm.
Z namérenych absorbanci byla sestavena kalibra¢ni kfivka a pomoci rovnice regrese byla

vypoctena koncentrace vzorkd.

Tabulka 1 RozloZeni na mikrotitracni desce pFi stanoveni koncentrace bilkoviny

I 66 mm oo @ >
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H,0
H,0
H,0

H,0
H,0
H,0
H,0

H,0
H,0
H,0
H,0

H,0
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H,0
H,0

H,0
H,0
H,0
H,0

H,0
H,0
H,0
H,0

H,0
H,0
H,0
H,0

A2780cis  A2780cisEGF A2780cisINH

A2780cis  A2780cisEGF A2780cisINH

A2780cis  A2780cisEGF A2780cisINH
H,0 H,0 H,0

H,0
H,0
H,0
H,0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
H,0 H,0 H,0 H,0 H,0 H,0 H,0 H,0 H,0 H,0 H,0 H,0
H,0 s1 s2 s3 s4 S5 6 A2780  A2780 EGF A2780 INH H,0 H,0
H,0 s1 s2 s3 s4 S5 6 A2780  A2780 EGF A2780 INH H,0 H,0
H,0 H,0 H,0 H,0 H,0 H,0 H,0 A2780  A2780 EGF A2780 INH H,0 H,0

H,0
H,0
H,0
H,0

Tabulka 2 Redéni standardu (kalibraéni Fady)

STANDARD [l H,0 [ul]
S1 0 10
S2 1 9
S3 2 8
S4 3 7
S5 4 6
S6 5 5

4.4.4 Afinitni precipitace aktivovaného G proteinu
K afinitni precipitaci byl pouzit Active Rho Detection Kit (Cell Signaling). Prace

probihala na ledu a veskeré reagencie byly vychlazené. Izola¢ni kolonky byly vioZzeny do
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zachytnych mikrozkumavek. Na kazdou membranu v kolonce bylo napipetovano 100 pl
glutathionové pryskyfice. Poté byly kolonky centrifugovany 1 min pfi 6 000g a 4°C. Po
odstranéni eluatu byly kolonky promyty 400 pl Lysis/binding/wash pufru
a centrifugovany 1 min pfi 6 000g a 4°C. Kolonky byly pfeneseny do nové zachytné
zkumavky. Poté bylo pfidano 400 mg GST-Rhotekin-RBD a lyzat proteinu. Nanaska
proteinu byla 600 mg na kolonku. Kolonky byly hodinu inkubovany za stadlého tfepani pfi
4 °C a poté centrifugovany pfi 6 000 a 4 °C. Po odstranéni eludtu byly kolonky tfikrat
promyty 400 pl promyvaciho pufru. Po posledni centrifugaci byly kolonky preneseny do
nové zachytné zkumavky. Aktivované G-proteiny byly z kolonky eluovany 50 ul elu¢niho
pufru obohaceného o dithiotreitol (Sigma Aldrich) o vysledné koncentraci 200 mmol/I.
Eluované vzorky byly inkubovadny 5 min pfi 95 °C a poté zamrazeny na -20 °C do dalsi

analyzy.
4.5 Waestern blot

4.5.1 Princip metody

Western blot je metoda vyuZivana ke stanoveni nebo detekci urcitého proteinu.
Smés proteinl je pfi ni nanesena na gel, kde je poté pomoci gelové elektroforézy
rozdélena dle molekulové hmotnosti nebo ndboje. Nasledné jsou proteiny preneseny
zgelu na membranu a na membrané se cilovy specificky protein zvyrazni reakci

s protilatkou.

4.5.2 Priprava akrylamidového gelu

Nejprve byla sestavena aparatura na nalévani gelu (BioRad Laboratories). Do
stojanku byla zafixovdna obé skla ocisténd etanolem. Po sestaveni aparatury byl
pfipraven roztok 12% akrylamidového rozdélovaciho gelu dle tabulky 3 (BioRad
Laboratories). Roztok byl nalit mezi skla tésné pod spodni hranu stojanku. Poté byl
prevrstven 650 pl butanolu (Lachema). Polymerace gelu probihala 60 min. Butanol byl
vymyt destilovanou vodou pomoci stricky zbytky byly vysuseny filtracnim papirem. Byl
pfipraven roztok 4% akrylamidového zaostfovaciho gelu (BioRad Laboratories) podle
tabulky 3. Roztok byl nalit na vrstvu rozdélovaciho gelu a byl vloZzen desetijamkovy

hrebinek. Po hodiné polymerace byl gel pfipraven k pouziti.
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Tabulka 3 Priprava akrylamidového gelu

Na pfipravu 2 gelt Rozdélovaci 12% gel Zaostrovaci 4% gel
H,0 5 ml 3,05 ml
Rozdélovaci pufr 1,5M 3,75 ml X

Zaostrovaci pufr 0,5M X 1,25 ml
Akrylamid 6 ml 0,65 ml

SDS 75 ul 75 ul
APS 37,5 ul 37,5 ul
TEMED 5 ul 3,75 ul

4.5.3 Elektroforéza
Z gelu byl vyjmut hiebinek a jamky byly promyty elektroforetickym pufrem. Skla

s pripravenym gelem byla umisténa do kazety. Celd kazeta byla poté vloZzena do rdmu
a uzaviena. Sestava byla vloZena do elektroforetické vany (BioRad Laboratories) a byl
nalit Laemmli pufr. Tento pufr byl pfipraven podle tabulky 4 a pH bylo upraveno na 8,3.

Pfed pouzitim byl nafedén na koncentraci 1x a byly jim fedény vzorky.

Vzorky byly do jamek naneseny pomoci Hamiltonovy injekéni stfikacky. Do
prvniho gelu bylo nanaseno 25 pl a do druhého 20 pl vzorku na jamku. Do obou gell
bylo téZ naneseno 5 pl proteinového markeru (BioRad Laboratories). Elektroforéza
probihala pfi napéti 220 V a elektrickém proudu 240 mA. Po celou dobu byla vana
chlazena ledem. Elektroforézu byla ukoncena po pfiblizné 40 minutach, kdy vzorky
doputovaly ke spodni hrané kazety. Skla s gelem byla vyjmuta z kazety a oplachnuta
destilovanou vodou. Po oddéleni skel byl vyjmut gel, ze kterého byl odstranén okraj

s jamkami. Gel byl promyvam 5 min v transferovém pufru (viz Tabulka 5).

Tabulka 4 Priprava Laemmli elektroforetického pufru

Na pripravu 10x koncentrovaného Laemmli running pufru
H,0 1000 ml
Tris Base (Sigma Aldrich) 30,0g
Glycin (Sigma Aldrich) 144,0¢g
SDS (Sigma Aldrich) 100¢g
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4.5.4 Prenos vzorki z gelu na membranu

Nitrocelul6zovd membrana (BioRad Laboratories) byla inkubovédna 10 min v 30%
metanolu (Lachema). Poté byla sestavena kazeta na pfenos proteini v tomto poradi:
vycpavka, chromatograficky papir (Whatman), gel, membrana, chromatograficky papir,
vycpavka. Byly vytlaceny bublinky mezi membranou a gelem a kazeta byla zasvorkovana.
Poté byla umisténa do transferové vany (ThermoFisher Scientific) naplnéné
transferovym pufrem (viz Tabulka 5). Pfenos probihal 120 min pfi napéti 200 V a proudu

350 mA za stalého chlazeni vodou.

Membrdana byla po vyjmuti z kazety oplachnuta destilovanou vodou a obarvena
0,5% roztokem Ponceau S (ThermoFisher Scientific), ¢imz dosSlo k obarveni protein na
membrané a vizudlni kontrole Uspésného prenosu. Membrana byla zastfizena na
potfebnou velikost a Ponceau S bylo odmyto pomoci TBS pufru. SloZeni TBS pufru je
uvedeno v tabulce 9. Volna vazebna mista na membrané byla blokovana roztokem 5%
kaseinu (BioRad Laboratories) v TBS s 0,1% tweenem (VWR). Blokace probihala 1 hod.
Poté byly membrany vloZzeny do parafiimovych kapsicek (VWR) spolu s roztokem
primarni protilatky. Na prvni gel byl pozit roztok Rho protilatky (soucast Active Rho
Detection Kit, Cell Signaling) v 5% kaseinu a na druhy gel byla pouZita protilatka proti
RhoA (Cell

s membrdnami byly inkubovany za stalého trepdni pfi 4 °C prfes noc. Druhy den byly

Signaling). Obé protilatky byly fedény v poméru 1:500. Kapsicky
membrany vyjmuty z kapsiCek a promyvany 5x 10 min v TBS pufru stweenem
a 1x 10 min v TBS pufru. Poté byly membrdany inkubovany 60 min se sekundarni anti-
rabbit protilatkou (ThermoFisher Scientific) v 5% kaseinu. Redéni protilatky bylo 1:2000.

Nasledné byly membrany opét promyvany, a to 3x v TBS s tweenem a 1x v TBS.

Tabulka 5 Priprava transferového pufru

Na pfipravu 1 | transfer pufru

H,O

doplnit do celkového objemu 1000 ml

Tris Base (Sigma Aldrich)
Glycin (Sigma Aldrich)
Methanol (Lachema)

3,03g
14,4 g
200 ml

Tabulka 6 Priprava TBS pufru

Na pfipravu 1 | TBS pufru

H,O
Tris Base (Sigma Aldrich)
NaCl (Sigma Aldrich)
HCl (Lachema)

doplnit do celkového objemu 1000 ml
24,2 g
80,0g
Uprava UH 7,6
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4.5.5 Detekce

Detekce proteind byla provedena pomoci SuperSignal West Femto Maximum
Sensitivity Substrate (ThermoFisher Scientific). Byly smichany roztoky A a B v poméru
1:1. Mnozstvi bylo zvoleno tak, aby smés prekryla cely povrch membrany. Po 1 min byla
membrana lehce osusena a uloZzena do eurofélie. Ke snimani chemiluminiscence byla

pouzita kamera Syngene.

4.6 Imunohistochemie

4.6.1 Princip metody

Imunohistochemické metody funguji na principu interakce antigen-protilatka.
Specifické primarni protilatky se vazou na specificky cilovy antigen. VyuZivaji se za
Ucelem zobrazeni urcitych struktur v bunice nebo na jejim povrchu. V pfipadé pozitivni
reakce je tato struktura zvyraznéna barevné. V nasem pfipadé jsme vyuzili DAPI
k barveni bunécnych jader (4‘,6-diamidin-2-fenylindol) — modrd fluorescence
a testované protilatky byly oznaceny fluorescenénim barvivem FITC (fluorescein

isothiokyanat) — zelena fluorescence.

4.6.2 Pouzité protilatky

Tabulka 7 PouZité protilatkv

Protilatka Katalogové cislo Vyrobce
RhoA 2117 Cell Signaling
P-Myosin Light Chain 2 (Ser19) 3675 Cell Signaling
Wave-2 3659 Cell Signaling
PAK1/2/3 2604 Cell Signaling
P-PAK1(Ser199/204)/PAK2(Ser192/197) 2606 Cell Signaling
Alexa Fluor® 488 AffiniPure Goat Anti-Rabbit
111-545-144 Jackson ImmunoResearch
1gG (H+L)
Rh i TRITC) AffiniP Donkey Anti-
praminell ) S SAMEEY SNt 715-025-150 Jackson ImmunoResearch
Mouse IgG (H+L)
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4.6.3 Barveni a mikroskopie

Tabulka 8 RozloZeni pipetovanych bunék A2780, A2780cis, EGF a Y27632

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
K K K K K K K K K K K K
EGF EGF EGF EGF EGF EGF EGF EGF EGF EGF EGF EGF
INH INH INH INH INH INH INH INH INH INH INH INH

IO ™TmMmoO o>

Ze zakladni suspenze bylo do 96jamkové mikrotitracéni desky (Techno Plastic
Products) vysazeno 25 tisic bunék linie A2780 a 50 tisic bunék linie A2780cis na jamku.
Deska byla inkubovdna 24 hodin za standardnich podminek. Poté byly buriky ovlivnény
EGF (Peprotech) a inhibitorem Y27632 (VWR) dle rozpisu (viz Tabulka 8). Vysledna
koncentrace EGF byla 50 ng/ml a koncentrace inhibitoru Y27632 byla 30 umol/Il. Po
48hodinové inkubaci byly buriky zafixovany.

4.6.3.1Barveni bunék

Prvnim krokem fixace bylo oplachnuti bunék 200 ul PBS, poté bylo pfidano 200
pl  paraformaldehydu po dobu 10 minuta opét byly buriky oplachnuty PBS.
K permeabilizaci membrany bunék bylo pouzito 200 ul vychlazeného roztoku 1 % citratu
sodného s 0,1 % Triton X-100 po dobu 10 minut. Poté byly buriky tfikrdt oplachnuty 200
pl PBS. Pokazdé bylo PBS ponechdno na burnikach 5 minut, aby dosSlo k dokonalému
vymyti predchoziho roztoku z kolagenniho gelu. DalSim krokem bylo blokovani
nespecifickych vazeb bilkovin po dobu 30 minut pomoci 200 pul 1 % FBS. Inkubace s 50 pl
primarni protilatky probihala pres noc pti 4°C. Primarni protilatky byly redény v PBS

v pomeéru viz Tabulka 9.

Druhy den byla primarni protildtka odmyta pomoci PBS (tfikrat po 5 minutach).
Nasledné byly buriky inkubovany s 50 pl sekundarni protilatky po dobu jedné hodiny ve
tmé. Sekundarni protilatku byla volena dle typu primarni protilatky (viz Tabulka 9). Po
inkubaci byly bunky opét tfikrat oplachnuty PBS. Poslednim krokem bylo dobarveni jader
pomoci 100 pl DAPI (4,6-diamidino-2-fenylindol) s inkubaci po dobu 2 minut. Preparat
byl dvakrat oplachnut PBS po dobu 2 minut. Nakonec byl gel s burikami opatrné vyjmut
z jamky pomoci pipety na podlozni sklicko a zamontovan do kapky fluorescencniho

montovadla na vodné bazi Vectashield mounting medium.
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Tabulka 9 Redéni a kombinace protildtek

Primdrni protilatka Sekundarni protilatka
RhoA 1:300 Anti-rabbit 1:200
P-myo 1:300 Anti-mouse 1:200
Wave-2 1:500 Anti-rabbit 1:200
PAK 1:500 Anti-rabbit 1:200
P-PAK 1:500 Anti-rabbit 1:200

4.6.3.2 Mikroskopie
K mikroskopii byl pouzit mikroskop Nikon Eclipse 80i (zvétSeni 600x)

s monochromatickou kamerou COOL-1300Q a softwarem NIS-Elements.
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5. Vysledkova cast

V této praci jsme se vénovali studiu bunék ovarialnich karcinomu linii A2780 a na
CP rezistentni A2780cis kultivovanych ve 3D prostfedi kolagenniho gelu. Sledovali jsme
markery mezenchymalniho a améboidniho pohybu — RhoA, fosforylovany myozin (P-
myo), PAK, fosforylovany PAK a Wave-2. Porovnavali jsme nejen bunécné linie mezi
sebou, ale také vliv rlstového faktoru EGF, ktery aktivuje RAC1 a Cdc42 a specifického
ROCK inhibitoru Y27632.

5.1 Morfologie bunék

Buniky vyuzivajici mezenchymalni pohyb maji podlouhly tvar a tvori lamelipddia
a filopddia. Oproti tomu, bunky vyuzivajici pohyb améboidni, vybézky netvofi a maji
zaobleny tvar. Morfologie nami vyuZivanych bunék je zobrazena na obrazku 12.
V bunécné linii A2780 se mez zaoblenymi bunkami nachazi i malé procento bunék
podlouhlého tvaru s vybézky (A). Pocet protahlych bunék se po ovlivnéni EGF (B) ani
Y27632 (C) nezvysuje. Oproti tomu bunécna linie A2780cis (D, E) obsahuje kulaté burnky
s patrnymi vychlipkami cytoplazmy. Ve skupiné ovlivnéné Y27632 (F) se vSak kromé

téchto bunék objevuiji i protahlé bunky.
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Obradzek 12 Morfologie bunék A2780 (A) po ovlivnéni EGF (B) a Y27632 (C) a bunék A2780cis (D) po
ovlivnéni EGF (E) a Y2780 (D), zvétseni 400x
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5.2 Markery améboidniho pohybu

Améboidni pohyb je zavisly na RhoA kinaze, ktera prostfednictvim svého
efektoru ROCK fosforyluje myozin. Na obrdzku 13 jsou viditelné rozdily v expresi RhoA
kindzy mezi obéma bunécnymi liniemi. Rezistentni linie A2780cis (D) exprimuje vétsi
mnozstvi RhoA nez linie A2780 (A). RUstovy faktor EGF (B, E) sniZuje expresi RhoA u obou
linii. Naopak Y27632 (C, F) vliv na expresi nema. Rozdil mezi liniemi je patrny i na drovni
aktivity Rho kinaz (obrazek 14). Linie A2780cis obsahuje vétsi mnozZstvi aktivnich Rho
kindz i samotné RhoA kindzy. EGF ani Y27632 nemaji viv na celkovou aktivitu. Aktivita
RhoA klesa v linii A2780 jak vlivem EGF, tak vlivem inhibitoru. V linii A2780cis pouze
vlivem Y27632. Rozdily v aktivité RhoA mezi bunécnymi liniemi se projevily i na drovni
fosforylovaného myozinu (Obrazek 15 A, D). Dale dochazi k poklesu fosforylovaného

myozinu vlivem inhibitoru u linie A2780cis (Obrazek 15 F).

Obrdzek 13 Imunochemické barveni RhoA v burnkdch A2780 (A), po ovlivnéni EGF (B)
a Y27632 (C) a v burikdch A2780cis (D), po ovlivnéni EGF (E) a Y27632 (D), zvétseni 600x



A2780 A2780cis

EGF - + - - + -
Y27632 - - + - - +
Aktivni RhoA - .y - - A e

Smés aktivnich Rho [

Obrazek 14 Aktivita Rho kinaz
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Obrdzek 15 Imunochemické barveni fosforylovaného myozinu v burikdch A2780 (A), po
ovlivnéni EGF (B) a Y27632 (C) a v burikdch A2780cis (D), ovlivhénych EGF (E) a Y27632 (F),
zvétseni 600x
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5.3 Markery mezenchymaliniho pohybu

Mezenchymadlni pohyb bunék je zprostfedkovavan kindzami Racl a Cdc42.
Efektory Racl jsou potom Wave-2 a PAK1/2/3 a jejich fosforylovana forma (P-PAK). Diky
nim dochdazi k polymeraci aktinu v lamelipédiich. Kontrolni skupiny obou linii nevykazuji
rozdily v expresi Wave-2 (Obrazek 16 A, D). EGF v obou liniich zvySuje expresi tohoto
proteinu (Obrazek 16 B, E). Naproti tomu Y27632 sice nema vliv na expresi Wave-2 v linii
A2780 (Obrazek 16 C), ale v linii A2780cis (Obrazek 16 F) expresi snizuje. Exprese PAK
1/2/3 (Obrazek 17 A, D) ani fosforylovanych forem (Obrazek 18 A, D) se vobou
kontrolnich skupinach nelisi. Linie A2780 vsak vykazuje narlst exprese po ovlivnéni jak
EGF (Obrazek 17 B), tak Y27632 (Obrdazek 17 C). Naopak v linii A2780cis nepozorujeme
zadné zmény v expresi (Obrazek 17 E, F). Ke zvysené expresi fosforylované formy PAK1/2

vlivem EGF a Y27632 dochazi v obou liniich (Obrazek 18 B, C, E, F).

..

Obrdzek 16 Imunochemické barveni Wave-2 v burikdch A2780 (A), po ovlivnéni EGF (B)
a Y27632 (C) a v burikdch A2780cis (D), po ovlivnéni EGF (E) a Y27632 (F), zvétseni 600x
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Obrédzek 17 Imunochemické barveni PAK1/2/3 v burikdch A2780 (A), po ovlivnéni EGF (B)
a Y27632 (C) a v burikach A2780cis (D), po ovlivnéni EGF (E) a Y27632 (F), zvétseni 600x

..

Obrdzek 18 Imunochemické barveni P-PAK1/2 v burikdch A2780 (A), po ovlivnéni EGF (B)
a Y27632 (C) a v burikach A2780cis (D), po ovlivnéni EGF (E) a Y27632 (F), zvétseni 600x

43



6. Diskuze

Metastazovani je celosvétové hlavni pri¢inou Umrti souvisejicich s rakovinou.
EpitelidIni bunky jsou schopné metastdzovat pouze za predpokladu, Ze dokazou projit
alespon ¢aste¢nou epitelo-mezenchymadlni tranzici (EMT). Jednd se o proces, kdy
dochazi ke ztraté adheze bunka-burika a burika-ECM, coZ vede k migraci nadorovych
bunék a metastazovani (Ashrafizadeh et al., 2020). Casteéna EMT umoZfiuje burikdm
kolektivni migraci bunék ve formé shluk(. Projdou-li buriky Uplnou EMT, netvoli jiz
shluky, ale pohybuji se jednotlivé, a to pomoci mezenchymdlni nebo améboidni migrace.
Nadorové buniky mohou mezi kolektivni a samostatnou migraci prepinat v zavislosti na
podnétech prostiedi, ve kterém se zrovna nachdzeji (Saxena et al., 2020). V této
diplomové préci jsme se zaméfili na exprese markerd améboidniho a mezenchymalniho
pohybu v bunécnych liniich ovaridlnich karcinom(, a to jak v linii na CP senzitivni, tak
vlinii na CP rezistentni. Recidiva onemocnéni se vznikem nadorovych bunék
rezistentnich na platinové slouceniny je dalsi prekazkou |écby ovaridlnich karcinomd.
K mechanismim rezistence také vyznamné prispivd EMT, kterd muze byt CP pfimo
indukovana prostrednictvim chemokin( produkovanych tumor asociovanymi makrofagy
(Ashrafizadeh et al., 2020; Liu et al.,, 2020). Bunky byly kultivovany ve 3D prostredi
kolagenniho gelu, protoze pravé kolagen je hlavnim proteinem ndadorového

mikroprostredi.

V morfologii jednotlivych linii jsou patrné rozdily. V senzitivni bunécné linii A2780
jsme pozorovali buriky protahlého tvaru se zretelnymi vybézky, kdezto v rezistentni linii
A2780cis byly viditelné zaoblené buriky s bleby. Morfologie bunék naznacuje, ze buriky
linie A2780cis mohou vykazovat prevazné améboidni typ pohybu. U bunék linie A2780
bylo evidentni, Ze se mohou pohybovat pomoci migrace mezenchymalni. V fadé studii
bylo popsano, Ze nadorové burikky mohou prepinat mezi jednotlivymi typy pohybu
v zavislosti na signalech mikroprostiedi (Parikova et al., 2010). Pficemz aktivace signalni
drahy jednoho typu pohybu inhibuje signalni drahu pohybu druhého. Zjistovali jsme, zda
jsou bunky ochotné zménit svij tvar a vyuzivany zplUsob pohybu pomoci selektivniho
inhibitoru ROCK Y27632 a epidermalniho rdstového faktoru (EGF), ktery stimuluje
tvorbu lamelipddii (Itoh et al., 2008; Yilmaz et al., 2009). Jak Y27632, tak EGF by tedy
mély stimulovat mezenchymalni typ migrace. CoZ je vsouladu se zvySenim poctu

podlouhlych bunék s vybéziky, které byly po oSetrfeni Y27632 i EGF patrné v obou liniich.

Pohyb bunék je zprostfedkovan rodinou Rho GTP4az. Pro améboidni pohyb je
charakteristickd aktivace signalni drahy Rho/ROCK, ¢imz dochazi k fosforylaci myozinu.

Fosforylaci myozinu se zvySuje jeho asociace s F-aktinem a kontraktilita buriky tak roste.
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Mezenchymalni typ migrace je zprostfedkovan dalSimi ¢leny Rho GTPaz - kindzami Racl
a Cdc42, které reguluji tvorbu lamelipddii prostfednictvim Wave-2 a PAK (Bravo-Cordero
et al.,, 2012).

U bunék A2780cis jsme oproti burikdm A2780 pozorovali zvySenou expresi RhoA
i P-myo. Také aktivita RhoA kinazy byla v linii A2780cis vyssi. CoZ odpovida pocatecni
teorii odvozené z morfologie bunék. Tedy, Ze A2780cis vyuzivaji predevsim améboidni
pohyb, ktery je spojovan s vyssiinvazivitou nadoru (de Toledo et al., 2012). KdeZto buriky
A2780 vyuzivaji zplisob migrace prevainé mezenchymalni. Pfi porovnani celkové aktivity
Rho kinaz jsme zjistili, Ze linie A2780cis obsahuje vétsi mnozstvi aktivnich forem nez linie
A2780. lJelikoz jsme nezjistili markantni rozdily mezi expresi fosforylovaného PAK
v kontrolnich skupinach, domnivame se, Ze k narlstu aktivnich forem Rho kindz dochazi
vlivem zvyseni hladiny aktivni RhoA. V bunkach cervikalniho karcinomu rezistentnich na
CP byla prokdzdna zvySend exprese proteind Rac a Wave-2 v porovnani s burikami
senzitivnimi (Wang et al., 2018), coz se v pfipadé naSich experimentl s bunkami

ovaridlnich karcinomu nepotvrdilo.

EGF podporuje presmyk z améboidniho pohybu na mezenchymalni
prostfednictvim aktivace Rac a Cdc42 (Kurokawa et al., 2004; Kim et al., 2009). S timto
zjisténim koresponduji i nase vysledky, kdy po ovlivnéni EGF u obou linii doslo ke snizeni
exprese RhoA a tim padem i fosforylovaného myozinu. Zapojeni EGF do aktivace Racl
a Cdc42 (Itoh et al., 2008) bylo potvrzeno zvySenim fosforylace PAK v obou bunécnych
liniich. Pozorovali jsme nejen narlst fosforylace PAK vlivem EGF, ale i zvySeni exprese
Wave-2. Protein Wave-2 snizuje fosforylaci myozinu (Sanz-Moreno et al., 2008) a jeho
exprese byla zvySend v bunkach rezistentnich na cisplatinu (Wang et al., 2018). Nase
experimenty vsak vyssi expresi v CP rezistentnich burikdch nepotvrdily. Dale z nasich
vysledkd vyplyva, Ze EGF indukuje expresi PAK 1/2/3 v bunikach A2780, kdeZto na linii
A2780cis nema vliv. | pfesto jsou hladiny fosforylovaného PAK v obou liniich srovnatelné.
Zvysena exprese PAK1 byla objevena nejen v burikdch ovaridlnich karcinomu ale také u
bunék kolorektalniho karcinomu a v burnkach glioblastomu. Délka preziti pacientl
s diagnostikovanym glioblastomem koreluje s pfitomnosti aktivni fosforylované formy
P-PAK1 v cytoplazmé (Whale et al., 2011).

ROCK inhibitor Y27632 prokazatelné oslabuje nejen pohyblivost
a metastazovani, ale i proliferaci bunék karcinomu prostaty bunék linie PC3 a zlepsuje
citlivost bunék ovaridlniho karcinomu a karcinomu plic na CP (de Sousa et al., 2020).
Inhibice ROCK ma za nasledek pokles fosforylace myozinu (Wu et al., 2014; Sanz-Moreno

et al., 2008). Také naSe experimenty prokazaly, Ze v burikdch A2780cis nedochazi po
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ovlivnéni ke snizeni exprese RhoA, ale pouze k poklesu fosforylace myozinu. Pokles
fosforylace myozinu doprovazela zvysend fosforylace PAK. Z ¢ehoZ usuzujeme, Ze v linii
A2780cis dochazi kaktivaci signalnich drah mezenchymalniho pohybu na ukor
améboidniho. Tato teorie je podporenad snizenou aktivitou RhoA kindzy. V bunécéné linii
A2780 prevazuje mezenchymalni typ pohybu, ktery je inhibitorem Y27632 jesté vice

stimulovan, jak dokazuje zvySené hladiny fosforylovaného PAK i pokles aktivity RhoA.

Rho GTPazy predstavuji potencialni cile protinadorové 1écby. Jak viak naznacuje
nase prace, je tfeba zohlednit vztahy mezi jednotlivymi ¢leny této rodiny. Schopnost
nadorovych bunék prepinat mezi améboidnim a mezenchymalnim typem migrace
zvySuje Sanci nadorovych bunék na preziti v nepfiznivém prostiedi. K u¢inné eliminaci
nadorovych bunék bude tedy pravdépodobné zapotrebi vyuZit kombinaci inhibitor(

signalnich molekul obou typd migrace.
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7. Zaveér
V této diplomové praci jsme se snazili zjistit, jaky typ pohybu vyuZivaji bunky
ovaridlnich karcinoma linie A2780 a A2780cis pfi migraci a zda jsou ochotné ménit sv(j

tvar a zpUlsob pohybu.

Zjistili jsme, Ze bunky linie A2780, puvodné vykazujici mezenchymalni typ
pohybu, byly po ovlivnéni inhibitorem Y27632 jesté vice podpofeny k vyuzivani tohoto
typu migrace, jelikoz vykazovaly zvySené hladiny fosforylovaného PAK a klesala u nich
aktivita RhoA. EGF v této linii opét stimulovalo zvyseni hladiny exprese fosforylovaného

PAK a doslo k patrnému zvySeni poctu podlouhlych bunék.

Bunécna linie A2780cis, plvodné vyuZivajici prevdiné améboidni pohyb,
vykazovala po ovlivnéni inhibitorem Y27632 snizené hladiny P-myo doprovazenych
zvySenou fosforylaci PAK. Z toho vyplyvd, Ze dochazelo k prevazeni mezenchymalniho

pohybu na Ukor améboidniho. Potvrzuje to i snizend aktivita RhoA.

Duikladné prostudovani mechanism( bunécného pohybu predstavuje potencidlni
strategii pro cileni antimetastatické lécby. Prokdazali jsme, Ze bunky ovaridlnich
karcinomd mohou za urcitych okolnosti ménit typ pohybu a tim i svoji invazivitu.

K vytvoreni ucinné IéCby je tedy treba cilit na signdlni drahy obou typd pohybd.
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8. Seznam zkratek

VYZNAM
AMK Aminokyselina
AMT Améboidné-mezenchymalni tranzice
BCA Bicinchoninova kyselina
BMI Body mass index
BRCA1/2 Breast cancer gene 1/2
CAF Nadorové asociovany fibroblast
Ccp Cisplatina
ECM Extracelularni matrix
EGF Epidermalni rastovy faktor
EGFR Receptor pro epidermalni ristovy faktor
EOC EpitelidIni ovarialni karcinom
EMT Epitelo-mezenchymalni tranzice
FBS Fetalni bovinni sérum
FGF Fibroblastovy ristovy faktor
GSH Glutathion
HAK Hormonalni antikoncepce
HGF Rlstovy faktor hepatocytu
HRT Hormonalni substitucni terapie
HSA Lidsky sérovy albumin
MAPK Mitogeny aktivovand proteinkinaza
MAT Mezenchymalné-améboidni tranzice
MLC Lehky rfetézec myozinu
MLCK Kindza lehkého fetézce myozinu
MMP Matrixové metaloprotedzy
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MMR Mismatch repair gen
NER Systém opravy DNA vystfizenim nukleotidu
PKA Proteinkinaza A
PKC Proteinkinaza C
PCOS Syndrom polycystickych ovarii
P-MYO Fosforylovany myozin
RBD Rho-vazebna doména
SDS Dodecylsiran sodny
TCF1 Faktor T-lymfocyt(
TGF-B Transformujici rlistovy faktor 3
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