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Abstrakt

Nemalobunéény karcinom plic patii v celosvétovém métitku mezi nejcetnéjsi
zhoubna onemocnéni viibec. I pres veskery pokrok v poznani o jeho etiopatogenezi ¢i vyvoji
cilené protinadorové terapie, zakladni vyzkum v oblasti tohoto onemocnéni a jeho
efektivngjsi 1é¢ba predstavuje nadale vyzvu. Signalni draha Hedgehog se v ptipad¢ své
nepfimefené aktivace podili onkogennim vlivem na rozvoji nemalobunééného karcinomu
plic. P53 je zndmy tumor supresorovy gen fungujici jako bariéra proti vzniku nadori. Tento
jeho ucinek je dan predevsim transkripcni aktivaci riznych proapoptotickych gentl, z nichz
jeden je gen kodujici protein SIVA-1. Nedévno vsak bylo piekvapive zjisténo, ze SIVA-1 ma
u nemalobunééného karcinomu plic na mys$im modelu nddoru naopak proonkogenni funkci.
Cilem této prace bylo vice objasnit vyznam signalni drahy Hedghog a proteinu SIVA-1 u
lidského nemalobunééného karcinomu plic a ptipadné objasnit jejich mozny vzajemny vztah
pii vzniku a progresi nemalobunécéného karcinomu plic u ¢lovéka. Na vybranych nadorovych
bunécnych liniich lidského nemalobunééného karcinomu plic byla ovéiena exprese
jednotlivych komponent signalni drahy Hedgehog. Ve vzorcich ziskanych od 39 pacientii
operovanych pro nemalobunéény karcinom plic a ve vybranych bunécnych liniich tohoto
nadoru byla potvrzena exprese proteinu SIVA-1. Tyto nalezy potvrzuji vyznam jak drahy
Hedgehog, tak proteinu SIVA-1 pfi vzniku nemalobunééného karcinomu plic. Za zésadni
nalez této prace lze povazovat zcela nové a origindlni zjisténi, Ze protein SIVA-1 aktivuje
proonkogenni signalni drahu Hedgehog. Toto zjisténi je v souladu s predchozimi dikazy, Ze

protein SIVA-1 ma specificky u nemalobunééného karcinomu plic onkogenni roli.

Klicova slova: nemalobunécny karcinom plic, karcinogeneze, signalni draha Hedgehog,

protein SIVA-1



Abstract

Non-small cell lung cancer belongs to most frequent malignant tumours at all
worldwide. Despite significant progress in knowledge about etiopathogenesis and targeted
anticancer therapy, basic scientific research in this particular field and development of more
effective treatment remains challenging. In case of its inadequate activation, the Hedgehog
signaling pathway is involved in non-small cell cancer development. P53 is well known
tumour suppressor gene, that serves as anticancer barrier. Its activity is mostly determined by
the transcriptional activation of many pro-apoptotic genes, one of which is SIVA-1. Recently,
it has been surprisingly shown, that SIVA-1 has also pro-oncogenic properties in a mouse
model of non-small cell lung cancer. The aim of this study was to clarify the importance of
Hedgehog signaling pathway and protein SIVA-1 and their potential relationship in
development and progression of human non-small cell lung cancer. In selected cell lines of
human non-small cell lung cancer, expression of each single component of Hedgehog
signalign pathway was detected. In the tissue samples of tumour obtained from 39 patients
that underwent surgery for non-small cell lung cancer and selected cell lines of the same
tumour, expression of SIVA-1 protein was revealed. These findings indicate the importance
of both Hedgehog signaling pathway and SIVA-1 protein in development of non-small cell
lung cancer. The crucial discovery of this study should be considered completely novel and
original finding, that protein SIVA-1 activates prooncogenic Hedgehog signaling pathway.
This finding is consistent with previous evidence, that SIVA-1 protein has specific

prooncogenic role in non-small cell lung cancer.

Keywords: non-small cell lung cancer, carcinogenesis, Hedgehog signaling pathway, SIVA-

1 protein



1. Uvod

1.1. Bronchogenni karcinom

1.1.1 Epidemiologie a rizikové faktory

Bronchogenni karcinom je nejcastéj$im plicnim nadorem (99 % vsSech malignich
plicnich nadoril) a patii mezi nejCastéji se vyskytujici typ zhoubného onemocnéni u ¢loveka.
(Sung H. et al., 2021). Ve Spojenych statech americkych je evidovano pies 230 000 novych
piipadii zhoubnych plicnich naddorti a 130 000 umrti na toto onemocnéni ro¢né¢ (Spiegel R. L.
et al., 2021). V Ceské republice bylo toto onemocnéni v roce 2018 4. nejéastéji
diagnostikovanym zhoubnym nddorem kromé nemelanomovych koznich nadort. V tomtéz
roce bylo diagnostikovano v Ceské republice 6 459 novych ptipadt, incidence tedy byla 60,8
na 100 000 obyvatel. Pomér vyskytu u muzi byl téméf dvojnasobny oproti vyskytu u Zen
(1,9:1). Toto onemocnéni bylo v roce 2018 v Ceské republice v rAmci onkologickych diagnoz
nejcastéjsi pri¢inou umrti (19,2 % vSech umrti na zhoubny novotvar kromé nemelanomovych
koznich nadort). V obdobi 20142018 byl v CR stiedni vék nové nemocnych 69 let, 50 %
pacientil bylo ve véku 6375 let (Krej¢i D. et al., 2021).

Mezi nejdilezitjsi rizikovy faktor zodpoveédny za vznik bronchogenniho karcinomu
je koufeni tabakovych produktti, primarné cigaret. Odhaduje se, Ze koufeni cigaret se podili
na vzniku az 90 % ptipadi vSech typt plicnich nadort (Alberg A. J., Samet J. M., 2003).
Mezi znamé karcinogeny v Zivotnim prostfedi nebo na pracovisti podilejici se na vzniku
maligniho onemocnéni plic patii azbest a radon (Beckett W. S., 1993). Roli hraje i znecisténi
ovzdusi a vyfukové plyny (Raaschou-Nielsen O. et al., 2013). Radioterapie na oblast
hrudniku pro jiné naddorové onemocnéni zvysuje nasledné riziko vyskytu primarniho plicniho
karcinomu. Lorigan et al. ve své praci uvadi, Ze u pacientd, ktefi podstoupili radioterapii pro
Hodgkintiv lymfom, bylo relativni riziko rozvoje primarni plicni malignity az 7krat vyssi a
absolutni zvySené riziko muze trvat 20 az 25 let od radioterapie (Lorigan P. et al, 2005).
Zanétliva a chronickd benigni onemocnéni plic taktéz predstavuji zvySeni rizika rozvoje
zhoubného onemocnéni plic. Toto riziko je zvySené pfedevsim u pacientl s historii plicniho
emfyzému, pneumonie a tuberkulozy (Brenner D. R. et al., 2012). Chronicka obstrukéni
plicni nemoc (CHOPN) vznika pfedevsim na podkladé koufeni cigaret. Na druhou stranu,
CHOPN je sama o sobé rizikovy faktor pro rozvoj plicni malignity nezavisly na koufeni

cigaret a zvySuje riziko vzniku plicniho nadoru 2krat az Skrat (Hopkins R. J. et al., 2017).



Pacienti s plicni fibrézou maji 8krat az 14krat zvySené riziko pro rozvoj zhoubného plicniho
onemocnéni, a to 1 kdyz se zapocita do ivahy vék, pohlavi a historie koufeni cigaret (Turner-

Warwick M. et al., 1980; Hubbard R. et al. 2000).

1.1.2 Klasifikace bronchogenniho karcinomu

Bronchogenni karcinom je zhoubny nador z epitelovych bunék plic (bronchialni
sliznice, vystelky alveoll, neuroendokrinni a exokrinni buiiky). Z hlediska
histopatologického a klinicko-terapeutického ptistupu ¢lenime zhoubné plicni epitelové
nadory na dvé hlavni skupiny: malobunécny plicni karcinom (small cell lung cancer; SCLC),
ktery tvoti zhruba 15 % plicnich karcinom a nemalobunéény plicni karcinom (non-small cell
lung cancer; NSCLC), ktery tvoii piiblizné 85 % vsech plicnich karcinomi a zahrnuje
vSechny typy mimo malobunééného plicniho karcinomu a karcinoidu (Inamura, 2017).
Skupina nemalobunééného plicniho karcinomu se dale dle WHO klasifikace ¢leni na
nasledujici nejcastéjsi podtypy (Zheng M., 2016):

e Adenokarcinom — nej¢ast&jsi, tvoii priblizné 40 %, déli se na: lepidicky, acinarni,
papilarni, mikropapildrni, solidni, invazivni mucinozni nebo smiseny, koloidni,
fetalni, entericky, minimalné invazivni (nemucin6zni nebo mucinézni) a preinvazivni
1éze (atypicka adenomatdzni hyperplazie a adenokarcinom in situ)

e Skvamocelularni (dlazdicobunéény) karcinom — tvoti zhruba 20 %, dale je rozliSovan:
rohovéjici, nerohovéjici, bazaloidni a preinvazivni 1éze dlazdicobun&cny karcinom in
situ

e Adenoskvamoézni karcinom — vzacny, tvoii méné nez 5 % vSech zhoubnych nédorti
plic, obsahuje jak slozku adenokarcinomu, tak dlazdicobunééného karcinomu se
zastoupenim obou z komponent v nadoru nad 10 %

e Velkobunétny karcinom — tvoii méné nez 3 %, postrada specifickou diferenciaci,
histomorfologicka diagn6za per exclusionem pii chybéni znakl glandularni,
dlazdicobunééné ¢i neuroendokrinni diferenciace. Diagn6za nemuze tedy byt
bezpecné stanovena pouze na zékladé vysetieni bioptického vzorku, proto je v téchto
situacich uzivan termin ,,nemalobunécny karcinom plic jinak nespecifikovany* (non-
small cell lung cancer, not otherwise specified, NSCLC NOS). Existuje vzacna
varianta s neuroendokrinni diferenciaci, ktera je vSak fazena mezi neuroendokrinni

nadory plic.



e dalsi histologické varianty jsou jiz velmi vzacné a na tomto misté jsou uvedeny pro

uplnost

pleomorfni karcinom
vietenobuné¢ny karcinom
obrovskobunéény karcinom
karcinosarkom
plicni/pulmonalni blastom
karcinom typu slinnych zlaz — mukoepidermoidni, adenoidné cysticky a
epitelidlné myoepitelidlni karcinom
ostatni a neklasifikované karcinomy
¢ lymfoepiteliomu podobny karcinom

e NUT (nuclear protein in testis) karcinom

1.1.3 Molekularni diverzita bronchogenniho karcinomu a genetické abnormality jako

1ééebné cile

Molekularni podstata vzniku a progrese bronchogenniho karcinomu je v zakladnich

principech obdobna jako u ostatnich malignich nadorti. Podle soucasného pohledu je

karcinogeneze vicestupnovy proces dlouhodobé pfemény genotypu, kdy v pribéhu let az

desitek let dochazi k postupné akumulaci vice (zpravidla nejméné 5 az 6) genetickych a/nebo

epigenetickych alteraci, na jejichZ podklad€ vznika maligné transformovana buiika. Tato

maligné transformované (nddorova) burika se dale nekontrolované déli. Obecné je uznavano,

ze maligni nadory maji monoklonalni ptivod, coz znamenad, Ze vSechny buiiky nadoru

pochézeji z jedné ptivodni maligné transformované bunky.

Na druhou stranu je zndmo, Ze v ramci jednoho nadoru lze identifikovat tzv. subklony

s odliSnym genotypem, které vSak vznikly aZ v priibéhu vyvoje naddoru kumulaci dalSich

genetickych zmén. Na zakladé téchto procesti vznika u jednoho nadoru tzv. nddorova

mikroheterogenita. V jejim ramci existuje rtizné mnozstvi razn¢ velkych subpopulaci

nadorovych bunék s odliSnym fenotypem, coz se odrédzi i v citlivosti téchto

mikroheterogennich populaci k protinddorovym lé¢iviim. Fenotypové nadorova

mikroheterogenita je zakladnim charakteristickym nadorovym znakem pii progresi nadoru

(Barber J. L. et al., 2015). Nadorovych subpopulaci mohou byt stovky az tisice, mohou

obsahovat genetické a epigenetické zmény a jsou hlavni prekazkou cilené protinadorové
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terapie. U vSech karcinomu tato mikroheterogenita vznikd na zakladé procesu zvaného
epitelidlné-mezenchymalni tranzice (EMT), ktera je spojena se zménou epitelidlniho fenotypu
v mezenchymalni (Kalluri R., Weinberg R. A., 2009).
(cancer stem cells, CSC), které tvoti vétSinou 1-5 % bunck nadoril a ze kterych se rekrutuji
nejvice agresivni/invazivni buiiky s nejvétsi schopnosti metastazovat. Tyto nadorové
kmenové bunky rovnéz tvoti jakési ,,jadro nadoru, které je velmi rezistentni vici
protinadorovym lé¢iviim a které ma velmi vyznamnou schopnost sebeobnovy a témét
nepodléha apoptdze (Nguyen L. V. et al., 2012).
Rysy charakteristické pro buiiky maligniho nadoru jsou podle Hanahana a Weinberga

definovany nasledovné (Hanahan D., Weinberg R. A., 2000):

e Sobeéstacnost v produkci ristovych signalt a rastovych faktort

e Necitlivost/ztrata vnimavosti k signalim inhibujicim rast a proliferaci

e Schopnost uniknout/vyhnout se apoptoze

e Neomezeny replikacni potencial

e Setrvala angiogeneze

e Tkanova invazivita a schopnost metastazovani

Jak bylo v tivodu této podkapitoly zminéno, maligni transformace buniky vznika na
podkladé kumulace genetickych alteraci zapticinujici kvantitativni ¢i kvalitativni zmény
v geneticke informaci obsazené v DNA. Jedn4 se o alterace ptfedevSim v genech kodujicich
tzv. proto-onkogeny a tumor supresorové geny.

Proto-onkogeny jsou v normalni nenadorové bunice kli¢ovym faktorem regulujicim
biologické procesy. Sav¢i a ptaci genom obsahuje celou $kalu pro-onkogent, které zajist'uji
normalni bunécnou diferenciaci a proliferaci (Kontomanolis E. N. et al., 2020). Proto-
onkogeny nejcastéji koduji proteiny stimulujici bunééné déleni, zpomalujici bunécnou
diferenciaci a zastavujici bunéénou smrt, coZ jsou procesy duilezité pro normalni vyvoj
lidského organismu, organti a tkani. Konkrétnéji, proto-onkogeny mohou kédovat jaderné
transkrip¢ni faktory, ristové faktory, receptory pro rustove faktory, signalni transduktory
(protein kindzy, G proteiny) nebo anti-apoptotické faktory (Kontomanolis E. N. et al., 2020).

Mutované neboli aktivované proto-onkogeny jsou poté nazyvany onkogeny a hraji
ustiedni roli v karcinogenezi. Genetické alterace prave téchto genii vedou k nadmérné expresi
piislusnych kédovanych proteint, coz vede ke zvySenému bunécnému déleni, snizené

bunécné diferenciaci a inhibici bunééné smrti, coz jsou mimo jiné atributy maligné
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transformované buiiky (Chial H., 2008). Mezi hlavni mechanismy aktivace proto-onkogent

patii (Kontomanolis E. N. et al., 2020; Chial H., 2008):

Bodové mutace DNA — delece nebo inzerce vedouci ke zvysené aktivité
genovych produktii (proteintl)

Bodové mutace DNA — delece nebo inzerce v oblasti promoteru proto-
onkogenu vedouci k zvySeni transkripce genovych produktl (proteinil)
Genova amplifikace — v rdmci zmnoZeni chromozomalnich ¢asti dochazi

k navySeni kopii sice nemutovaného onkogenu, nicméné tato situace ma vSak
také za nasledek nadmérné mnozstvi proteinu v burice

Chromozomalni translokace — dochdzi k pfemisténi proto-onkogenu do jiné
oblasti chromozomu, kde dochazi k vyssi expresi jeho proteinu
Chromozomalni translokace — pfemisténi proto-onkogenu do jiné oblasti
chromozomu vede k jeho splynuti (fuzi) s jinym genem, coz vede ke vzniku

fazniho genu produkujiciho fizni protein s onkogenni aktivitou

V soucasnosti je zndmo nejméné 50 az 60 onkogenti (Kontomanolis E. N. et al.,

2020). Tyto geny tvofi aktualné velmi dillezity cil pro vyvoj protinadorovych 1é€iv.

Tumor supresorové geny za normalni situace ve zdravé bunice potlacuji neadekvatni

bunécny riist a déleni nebo stimuluji bunécnou smrt a udrzuji tak nalezitou rovnovahu a

stabilitu buné€k v organismu. Nékteré z téchto gent se Ui€astni v reparacnich procesech DNA,

¢imz pomahaji predchazet kumulaci mutaci v genech dtileZitych pro rozvoj maligniho naddoru

(Chial H., 2008). Chybéni nebo inaktivace tumor supresorového genu zasadnim zptisobem

pfispiva k malignimu zvratu buniky (Nenclares P., Harrington K., 2020). Na rozdil od proto-

onkogent je ke ztrat¢ funkce tumor supresorového genu vétSinou nutnd permanentni

inaktivace nebo ztrata tohoto genu na obou alelach chromozomu. V soucasnosti je znamo

vice nez 30 tumor supresorovych genil (Chial H., 2008).

2018):

Tumor supresorové geny lze klasifikovat do nasledujicich kategorii (Wang L. et al.,

Geny kodujici intracelularni proteiny, které kontroluji postup do specifické
faze bunééného cyklu — naptiklad pRB a p16

Geny kodujici receptory nebo signalni transduktory pro hormony nebo faktory
inhibujici bunéénou proliferaci — naptiklad TGF-B a APC
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¢ Geny kddujici kontrolni proteiny, které zastavuji bunécny cyklus v odpovédi
na poskozeni DNA nebo chromozomalni defekty — napiiklad BRCAI, p16 a
pl4

e Geny kédujici proteiny, které indukuji apoptdzu — napiiklad p53

e Geny kddujici proteiny zapojené do oprav chyb a poskozeni DNA — napiiklad
p53 a MSH2

Jak bylo zminéno vyse, mutace a genetické alterace jsou nedilné spjaty s rozvojem
maligniho nadoru vcetné bronchogenniho karcinomu a jejich detekce ma tak vyznam
diagnosticky ale i 1écebny. Mutace, které v karcinogenezi poskytuji buiice ristovou vyhodu,
jsou oznacovany jako fidici (driver) mutace. Pocet driver mutaci projevujici se na vysledném
efektu karcinogeneze je omezeny. Vétsina solidnich nadori vykazuje piiblizné okolo 40 az
150 ,,non-silent” mutaci, z nichz vétSina je povazovéana pouze za doprovodné (passenger)
mutace, které nepfispivaji k malignimu fenotypu buniky (Wadowska K. et al., 2020).

Bronchogenni karcinom je oproti nékterym jinym malignim nadortim vyznacny
vysokou mutacni ndlozi (tumor mutational burden, TMB), ktera vyjadfuje pocet somatickych
mutaci v nddorovém genomu. Tento fakt miize souviset s koufenim a expozici xenobiotikiim
obsazenym v tabdkovém koufti (Zito Marino F. et al., 2019). Kan a kolektiv provedli studii na
441 nadorech se zvlastni pozornosti k poméru vyskytu protein alterujicich mutaci. Bylo
zji§téno, Ze mezi analyzovanymi tumory patfil pravé nemalobunécny plicni karcinom k t€ém
s nevysSim pomérem vyskytu protein alterujicich mutaci s hodnotami 3,5 mutace na
megabazi u plicniho adenokarcinomu a 3,9 mutace na megabazi u dlazdicobunécného
karcinomu plic. V kontrastu s timto zjiSt€énim naptiklad karcinom prostaty vykazoval v této
praci pouze 0,33 protein alterujicich mutaci na megabazi a primérny mutacni pomér napiic
vSemi zkoumanymi nadory byl 1,8 protein alterujicich mutaci na megabazi (Kan Z., 2010).

Mezi nej¢astéji mutované proto-onkogeny u nemalobunééného karcinomu plic patii
geny z rodiny MYC, RAS a HER. Z tumor supresorovych gentl jde pak o TP53, Rb a p16.
Bylo zjisténo, ze mutace genu TP53 je Castéjsi u dlazdicobunééného karcinomu plic, a
naopak mutace genu KRAS je ¢etnéjsi u adenokarcinomu plic (Ahrendt, S. A., 1999).

V pocatcich odhalovani molekuldrniho pozadi a genetickych alteraci u nemalobunééného
plicniho karcinomu byla nova zjisténi vazana témé&f vyhradné prave na adenokarcinom, az
nasledny rozvoj metod molekularni biologie umoznil hlubsi analyzu a lepsi molekularni
charakterizaci dal$ich histologickych subtypt bronchogenniho karcinomu. Mezi prvnimi

identifikovanymi mutacemi byly pravé mutace geni KRAS a TP53 (Wadowska K. et al.,
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2020). Po objevu mutace v kindzové doméné receptoru pro epidermalni rastovy faktor
(epidermal growth factor receptor, EGFR) v roce 2004 se zasadn¢ zménilo dosavadni pojeti
1é¢by bronchogenniho karcinomu. Dalsi pokrok pak znamenal objev ptestaveb genit ALK a
ROS v roce 2007. Mutace v genech pro KRAS a EGFR byly stejné jako ptestavby v genech
ALK a ROS identifikovany témét vyhradné u plicniho adenokarcinomu. KRAS je popisovan
jako nejc€astéji mutovany onkogen u nemalobunééného karcinomu plic (20-35 %). Aktivacni
mutace genu pro EGFR se pak vyskytuje pfiblizné v 15 %. Pfestavby gentt ALK nebo ROS1
jsou jeste vzacnéjsi (méné€ nez 5 %) ale jsou Castéjsi u mirnych kutdki a nekuiakt
(Wadowska K. et al., 2020). Genetické alterace ve zminénych genech (EGFR, ALK, ROS1)
mohou u nemalobunécného karcinomu plic predikovat dobrou odpovéd’ na specifickou
terapii inhibitory tyrosin kindz (tyrosine kinase inhibitor, TKI). Mezi dalsi dlezité mutované
geny predstavujici vhodné cile pro specifickou terapii u nemalobunééného karcinomu plic
patii BRAF, ERBB2, MET ¢i RET. Soucasné moderni metody molekularni biologie pfinesly
zjisténi, Ze prestoze v jednom tumoru je detekovatelnd fada genetickych alteraci, tak
koexistence vice nez jedné driver mutace v ramci jednoho nadoru neni ¢asta (Wadowska K.
et al., 2020). Podle studie Scholla a kolektivu, ktera zkoumala molekularni pozadi u 1007
adenokarcinomil plic, byl soucasny vyskyt vice nez jedné driver mutace v jednom nadoru
ptitomen pouze ve 3 % (Sholl L. M. et al., 2015).

Co se ty€e rozdilnosti molekularnich alteraci (v rdmci nemalobunééného karcinomu
plic) u adenokarcinomu a dlazdicobunééného karcinomu, tak ptivodné byla molekularni
diagnostika dlazdicobun&cného karcinomu plic stanovena na zékladé absence pfitomnosti
mutaci jiZ znamych u adenokarcinomu, jako napiiklad zminéné mutace EGFR nebo ALK
(Sands L. M. et al., 2020). Devarakonda a kolektiv ve své praci analyzovali molekularni
profil nemalobunéénych plicnich karcinomt u 908 pacientl a vysledky neptekvapivé
potvrdily rozdily v ¢etnosti mutaci mezi adenokarcinomem a dlazdicobuné¢nym
karcinomem, kdy aktivacni mutace genli KRAS, HRAS, NRAS a EGFR charakteristické pro
plicni adenokarcinom byly zjistény pouze asi u 3 % dlazdicobunéénych karcinomi plic
(Devarakonda S. et al., 2018). Diky dalSim novym metodam jako je sekvenovani nové
generace (next generation sequencing, NGS) pak bylo mozno vice prozkoumat a identifikovat
genetické alterace specifickych genil 1 u dlazdicobunécného karcinomu plic. Podle
soucasnych vyzkumt jde predevsim o amplifikace v genech CCND 1-3, CDK4, FGFR 1-3,
MET, PDGFRA, PIK3CA, SOX2), fuzni gen FGFR3-TACC3, mutace v tumor
supresorovych genech PTEN, TP53 a bodové mutace v genech EPHA2, AKT1, DDR2.
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Nekteré z téchto gentt mohou byt také cilem specifické protinadorové terapie (Sands L. M.,
2020; Kan Z. et al., 2010).

Lze shrnout, ze jiz cela fada klinickych doporuceni i na narodnich Grovnich oznacuje
n¢které driver mutace, jako naptiklad EGFR, KRAS, BRAF, HER2, ALK, ROS1, RET nebo
MET, za jakysi zakladni vycet charakteristickych mutaci u nemalobunééného plicniho
karcinomu s néaslednymi terapeutickymi konsekvencemi (Zhang X. et al., 2019).

EGFR mutace — receptor pro epidermalni ristovy faktor patii do rodiny
transmembranovych receptort s tyrosinkinazovou aktivitou. EGFR signaliza¢ni draha patti
procest jako naptiklad proliferace, diferenciace, migrace, apoptdza a ucastni se také pfti
regulaci mezibunécné komunikace béhem vyvoje. Jak jiz bylo zminéno, mutace v tomto genu
se vyskytuje asi v 15 % adenokarcinomu plic. V asijské populaci je vSak incidence této
aktivacni mutace podstatné¢ ¢astéjsi, a to az v 62 % (Shi Y. et al., 2014). Pfitomnost této
mutace predikuje citlivost k nésledujicim cilenym inhibitorim tyrosinkindz: erlotinib,
gefitinib, afatinib, dacomitinib a osimertinib.

ALK prestavba — anaplasticka lymfom kinéaza patii taktéz do rodiny
transmembranovych receptorl s tyrosinkindzovou aktivitou. Vyskytuje se u lidi, mysi a
drosofil. Pfesna fyziologicka funkce neni zcela objasnéna, nicméné se piredpoklada, ze se
ALK ucastni v neurondlni buné¢né diferenciaci a regeneraci nebo pii migraci svalovych
bunék (Salido M. et al., 2011). Chromozomalni translokaci dochézi ke vzniku celé fady
riznych fuznich genll a nésledné transkripti s G€asti genu ALK. V piipad€ nemalobunééného
plicniho karcinomu se jedna pfedevsim o fuzni gen EML4-ALK s onkogennim chovanim,
ktery vznika inverzi na kratkém raménku chromozomu 2. Né&které dalsi prace zaroven
upozoriiuji na pfitomnost tohoto fuzniho genu 1 u jinych druht malignit, jako naptiklad
karcinom prsu nebo kolorekta (Lin E. et al., 2009). U pokro¢ilého nemalobunééného
karcinomu plic pfitomnost vySe uvedené¢ ALK piestavby silné predikuje citlivost
k specifickym inhibitorim tyrosinkinaz: crizotinib, ceritinib, alectinib, brigatinib nebo
lorlatinib. Tato 1é€ba mlZze vyrazné prodluzit dobu pieZiti bez progrese onemocnéni (Lin E.
et al., 2009).

ROST1 prestavba — c-ROS onkogen 1 je stejné€ jako vyse uvedené gen pro
transmembranovy receptor s tyrosinkinazovou aktivitou. Fyziologicka biologicka role genu
ROSI1 v lidském organismu dosud neni pfesvédciveé zndma. Chromozomalni translokaci
muze vzniknout v sou¢asnosti 7 znamych faznich genii s G¢asti ROS1, z nich u

nemalobunééného karcinomu plic jde o produkt CD74-ROS1. Sekvenacni analyzy déle
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prokézaly ptibuznost ROS1 a ALK, coz je podstatné pro ROS1 cilenou terapii, kdy nékteré
(ale ne vSechny) inhibitory tyrosinkinaz proti ALK nesou dudlni inhibi¢ni aktivitu proti ALK
1ROS1 (Lin J. J., Shaw A. T., 2017). Z doposud vyvinutych a znamych inhibitori
tyrosinkinaz jsou pro prvni linii 1écby pokrocilého nemalobunééného karcinomu plic doposud
regula¢nimi organy napfi¢ riznymi staty schvaleny dva: crizotinib a entrectinib (Remon J. et
al., 2021).

MET abnormality — mezenchymalné epitelidlni transi¢ni faktor je receptor
s tyrosinkindzovou aktivitou pro hepatocytarni ristovy faktor. Jeho mutovana forma ma
zéasadni roli pii progresi malignich bun€k, invazi a metastazovani. Genetické aberace tohoto
onkogenu charakteristické pro nemalobunéény plicni karcinom jsou MET exon-14-skipping
mutace (patologie sestfihu vedouci k preskoku exonu 14) a MET amplifikace. Mezi cilené
inhibitory patii crizotinib, ktery taktéz inhibuje ALK a ROSI1, a dale capmatinib nebo
tepotinib (Bittoni M. et al., 2021).

RET ptestavba — gen RET (z anglického rearranged during transfection) také koduje
receptor s tyrosinkinazovou aktivitou. Tento receptor se po aktivaci ucastni v fadé
intracelularnich signalizac¢nich kaskadach, které reguluji bunééné piezivani, proliferaci,
diferenciaci, migraci nebo chemotaxi. Vlivem chromozomalni pfestavby mohou vznikat fizni
proteiny s genem RET. Pro nemalobunéény plicni karcinom je typicky fuzni gen KIF5B-
RET, ktery se vyskytuje ¢astéji u mladsich pacientd s adenokarcinomem plic bez anamnézy
koufeni. Prevalence této genetické alterace u adenokarcinomu plic je pfiblizné€ 1 az 2 %. Mezi
slibné specifické RET tyrosinkindzové inhibitory druhé generace pro 1é¢bu nemalobuné¢éného
karcinomu plic patii selpercatinib a pralsetinib (Drusbosky L. M. et al., 2021).

BRAF mutace — BRAF je serin/treonin protein kindza, ktera ma vyznamnou roli v
prenosu intracelularniho signalu v ramci MAPK/Erk signalni dréhy. Tato signalni draha je
zodpovédna za bun&ny rist a proliferaci. Aktivaéni mutace v genu pro BRAF jsou dobie
znamy predev§im u maligniho melanomu. Nicméné tyto mutace jsou pfitomny i u dalSich
malignich nadorti v€etné nemalobunééného karcinomu plic, kde se vyskytuje témét vyhradné
u histologického subtypu adenokarcinomu, a to ptiblizn€ v 1 az 2 % (Leonetti A. et al.,
2018). Nejcastejsi mutace BRAF je V60OE, tedy bodovéa mutace v exonu 15 vedouci ke
zméné aminokyseliny valin na glutamat v kodonu 600. Tento typ mutace se vyskytuje v 50 az
80 % ptipadl mutace BRAF (Leonetti A. et al., 2018). Ostatni mutace BRAF se pak oznacuji
souhrnné jako non-V600OE mutace. Pro mutaci V60OE existuji specifické kindzové inhibitory
dabrafenib a vemurafenib. Z diivodu moznosti soucasné aktivace MAPK/Erk drahy i na

dal$ich urovnich této signdlni kaskady nez pouze skrze aktivacni mutaci BRAF V600E, je
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slibna kombinace inhibitoru aktivaéni mutace BRAF V600E s inhibitorem proteinkinazy
MEK (napf. trametinib), kterd za normalnich okolnosti aktivuje transkripcni faktor Erk jako
koncovy efektor celé signalizacni kaskddy MAPK/Erk vedouci bunéénému ristu a proliferaci
(Leonetti A. et al., 2018).

RAS mutace — skupina RAS onkogent (z anglického rat sarcoma) za posledni desitky
let patii mezi hojn¢ studované driver onkogeny napti¢ mnoha nadorovymi onemocnénimi.
Jedna se o G-proteiny s vyznamnou roli v ramci intracelularni signalni transdukce. Uastni se
také ve vyse uvedené signalni draize MAPK/Erk. Jejich aktivacni mutace tak prispiva
k malignimu fenotypu deregulaci bunééného rtistu. Mezi nejvyznamnéjsi homologa rodiny
RAS patii HRAS (Harvey Rat Sarcoma viral oncogene homolog), KRAS (Kirsten Rat
Sarcoma viral oncogene homolog) a NRAS (Neuroblastoma RAS viral oncogene homolog).
Napfi¢ vSemi lidskymi zhoubnymi nadory je nejcastéji z téchto tii izoforem mutovan KRAS
(ptiblizné ve 22 %), poté¢ NRAS (8 %) a HRAS (3 %) (Forbes S. A. et al., 2011). Aktivaéni
mutace KRAS byly pozorovany u piiblizné 20 az 25 % adenokarcinomu plic ve Spojenych
statech americkych a jsou spojovany s anamnézou kouteni (O'Byrne K. J. et al., 2011). Mezi
vysoce selektivni a u€inné slouceniny piimo cilené specificky proti aktivovanému KRAS
patii sotorasib a adagrasib. Tyto ireverzibilni kovalentni nizkomolekularni inhibitory maji
schopnost udrzZet patologicky aktivovany KRAS v inaktivovaném stavu a vykazuji slibné
vysledky u pacientli s nemalobunéénym karcinomem plic nesouci tento typ mutace
(Malapelle U. et al., 2021).

Pro Uplnost je tfeba zminit vyc¢et zdkladnich molekularné genetickych vySetrovacich
metod uZivanych v klinické praxi k diagnostice genetickych abnormalit u nemalobunééného
karcinomu plic. Obecné lze vlastnosti idedlni metody charakterizovat ndsledovné: kratka
doba do stanoveni vysledku, dobra efektivnost nakladl, schopnost stanoveni z klinicky
dostupnych vzorki a ¢aste€né automatizovany analyticky proces. V praxi se vySe uvedené
genetické aberace stanovuji na zdklad¢ imunohistochemickych metod nebo fluorescencni in
situ hybridizace (FISH). Do popfedi se také dostava DNA a RNA sekvenovani nové generace

(next generation sequencing, NGS).
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1.2 Signalni draha Hedgehog

1.2.1 Uvod

Jak bylo zminéno vyse, cela fada morfogenetickych signalnich drah regulujici
vyvojové procesy a homeostazu bun¢k organismu se pii patologické aktivaci ucastni
v procesu rozvoje nemalobunééného karcinomu plic. Studium nadorovych kmenovych bunék
prokazalo, ze nadory v repertoaru své genové exprese nesou i zarodecné vyvojové znaky
(Strizzi L. et al., 2009). V tomto svétle jsou proto o to pozoruhodnéjsi zjisténi ze studie
zabyvajici se inhibitory signalni vyvojové drahy Hedgehog, Ze pieruseni rané vyvojové
signalizace v nadorech miize vést k terapeutickému benefitu (Rimkus T. K. et al., 2016;
Merchant A. A., Matsui W., 2010). Naptiklad inhibitory drahy Hedgehog blokuji jak
intrinsickou signalizaci v nddorovych bunikach, tak extrinsickou signalizaci smérem k
nadorovym stromalnim bunkdm nadoru vedouci ke zpomaleni ristu nadoru (Yauch R. L. et
al., 2008). Ob¢ tyto strategie tak vyuzivaji odlisné onkogenni funkce této signalni drahy. Je
znamo, ze signalni dréha Hedgehog je aktivovana v riznych zhoubnych nadorech véetné
praveé nemalobunééného ale 1 malobunééného karcinomu plic, a proto by inhibitory této drahy

mohly byt v budoucnu efektivnimi 1é€ivy v cilené terapii tohoto zhoubného onemocnéni.

1.2.2 Fyziologicka funkce signalni drahy Hedgehog

Signalni draha Hedgehog za fyziologickych okolnosti reguluje morfogenezi riznych

organt béhem embryogeneze (Ingham P. W., McMahon A. P., 2001). Tato draha je u
obratlovcl zakonzervovana a vysoce aktivni u savcll béhem prenatalniho vyvoje, zejména pii
formaci neurdlni trubice, plic a skeletu. Nasledné¢ je pak tato draha neaktivni ve vétSiné
dospélych tkani. Nicméné, 1 postnatalné a v dospélosti se n€které organy (centralni nervova
soustava a plice) a jejich spravné fungovani spoléhaji na pokracujici signalizaci drahy
Hedgehog, ktera zde zprostiedkovava signalizaci buné¢né obnovy a organové homeostazy
(Beachy P. A. et al., 2004; Merchant A. A., Matsui W., 2010). Molekularni mechanismy
signalni drahy Hedgehog jsou komplexni a slozité. V ptipadé kanonické aktivace (zacinajici
vazbou ligandu na receptor) signalni drahy Hedgehog byly identifikovany tfi typy ligandi
aktivujici tuto drdhu (Merchant A. A., Matsui W., 2010):

e Sonic Hedgehog

e Indian Hedgehog

e Desert Hedgehog
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Vyse uvedené ligandy maji schopnost vazat se na membranovy receptor oznacovany
Patched (PTCH1). Jde o transmembranovy receptor (spojeny s G-proteinem, G-protein
coupled receptor; GPCR), jehoz polypeptidovy fetézec 12krat prostupuje lipidovou
dvouvrstvou bunééné membrany. Patched receptor v dobé, kdy na n&j neni navazan ligand,
konstitutivné tlumi aktivitu dal$iho transmembranového proteinu (taktéz z rodiny receptorii
spojenych s G-proteinem) nazyvané¢ho Smoothened (SMO). Pro tplnost je tieba uvést, ze
ligandy se krom¢ vazebného mista na receptoru Patched vazi i na koreceptory na povrchu
bunécné membrany (CDO, BOC a GAS1), ¢imz dochazi k facilitaci vnimavosti k aktivaci
signalni drahy. Po navazani jednoho ze tfi ligandli na receptor Patched (a koreceptory) dojde
ke zméné jeho konformace a tim ptestane tlumit aktivitu transmembrdnového proteinu
Smoothened. To umozni jeho akumulaci v oblasti primdrni fasinky a fosforylaci na
cytoplazmatickém konci. Aktivita Smoothened pak vede k inhibi¢nimu vlivu na protein
Suppressor of fused (SUFU). Ten za norméalnich okolnosti (neaktivovanéd drdha Hedgehog,
bez navazaného ligandu) plisobi jako represor transkripénich faktord GLI. Diky aktivité
Smoothened jsou tak transkripéni faktory GLI uvolnény z represorového vlivu SUFU,
fosforylovany a presouvaji se do bunécného jadra, kde ovliviuji transkripci mnoha geni
véetné nékterych slozek vlastni signalni drahy Hedgehog (naptiklad Patched nebo GLI1).
SUFU je nasledné proteolyticky degradovan (Abe Y., Tanaka N., 2016).

Rodinu transkripénich faktortt GLI u obratlovci tvofi tii proteiny: GLI1, GLI2 a GLI3.
Vsechny GLI proteiny obsahuji aktivacni doménu (GLI-A), GLI2 a GLI3 navic obsahuji i
represorovou doménu (GLI-R). GLI2 je pravdépodobné hlavnim aktivatorem Hedgehog
signalni drahy, zatimco GLI3 hlavnim represorem. GLI1 pak slouZi spiSe jako amplifikator
signalu pro GLI2 (Abe Y., Tanaka N., 2016). Aktualni pomér mezi vySe uvedenymi
aktiva¢nimi a represivnimi formami proteinii GLI rodiny vede k expresi ptislusnych cilovych
gend. Mezi tyto geny patii geny kodujici antiapoptotické proteiny (napft. bel-2 nebo survivin),
proteiny urychlujici bunéény cyklus nebo naptiklad sox-2, coz je marker pluripotentnich
kmenovych bunék.

Signalni draha Hedgehog ma z4sadni roli v pribéhu embryonalniho i postnatalniho
vyvoje plic (Kugler M. C. et al., 2015). Béhem embryonalniho vyvoje jednotlivé signalni
molekuly drahy Hedgehog vyznamné méni vzorce i miru genové exprese. Vzorec genové
exprese aktivovany ligandem Sonic Hedgehog mezi 10. a 17. dnem embryonalniho vyvoje je
dualezity pro veskeré vétveni a rtist broncht, poté se omezuje jen na podskupinu epitelidlnich
bunek (Miller L. A. et al., 2001). PfestoZe je mira exprese proteini Sonic Hedgehog a

Patched niZsi v obdobi kolem narozeni, potad pretrvava v epitelidlnich bunikach plic (Bellusci
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S. et al., 1997). Experimentélni utlumeni signalni drahy Hedgehog u postnatalnich plic
dokonce vede k abnormélnimu zrani plic. Signalni draha Hedgehog je tedy zapojena i

v postnatalni maturaci plic (Liu L. et al., 2013; Hyman J. M. et al., 2009). Ve zdravych
plicich dospélého ¢loveéka pak signalni draha Hedgehog zajist'uje bunécnou stabilizaci a
reguluje bunécnou obnovu (Peng T. et al., 2015). Nadale vSak ziistava neobjasnéno, jak
signalni draha Hedgehog na jedné stran¢ podporuje bunécnou stabilitu a stalost a na druhé

strané ma dulezitou roli pii karcinogenezi (Abe Y., Tanaka N., 2016).

1.2.3. Vyznam signalni drahy Hedgehog v karcinogenezi

Prvotné byla patologicky aktivovana signalni dréha Hedgehog spojovana se vznikem
bazocelularniho karcinomu a meduloblastomu (Reda J. et al., 2018). Dnes je vSak znamo, ze
konstitutivni aktivace této signalni drahy ptispiva k rozvoji mnoha typ malignich nadord
(napriklad ktize, plic, zaludku nebo tlustého stieva), kde vede k proliferaci a metastazovani
nadorovych bunék a prezivani nddorovych kmenovych bunék (Rubin L. L., de Sauvage F. J.,
2006). Existuje vice mechanism, kterymi muize patologicky aktivni draha Hedgehog
ptispivat k rozvoji nddoru. Jde o mutace v genech kédujici komponenty této drahy (Patched,
Smo, SUFU, GLI) a/nebo zpiisobujici nadprodukei ptislusnych ligandf (Sonic, Indian a
Desert Hedgehog), coZ oboji vede v konecném dusledku k jeji aberantni aktivaci. Patologicka
nadprodukce ligandu pak plisobi jednak autokrinn€ na samotné nadorové buriky, ale i
parakrinné na buiitky nadorového stromatu (fibroblasty asociované s nadorem) (Theunissen J.
W., de Sauvage F. J., 2009). Dale je moZna i nekanonicka aktivace této signalni drahy (bez
nutnosti vazby ligandu na receptor), kdy miiZze byt nekanonicky aktivovan transkripéni faktor
a efektor Hedgehog drahy GLI, a to skrze tyto signélni drahy nebo molekuly: TGF-B, EFR,
RAS amTOR (Abe Y. Y., Tanaka N., 2016).

1.2.4 Signalni draha Hedgehog u nemalobuné¢ného karcinomu plic

Razné studie prokazaly, ze draha Hedgehog je aktivni 1 u nemalobunééného
karcinomu plic. Vyssi exprese GLI-cilovych gent (naptiklad FOXM1, BMI1 ¢i NANOG)
byla zaznamenéna u pacientll s nemalobunéénym karcinomem plic (Gialmanidis I. P. et al.,
2013; Gialmanidis L. P. et al., 2009). Bermudez a kolektiv prokazali, ze bunky
nemalobunééného karcinomu plic mohou produkovat ligand Sonic Hedgehog, ktery

parakrinné aktivuje drahu Hedgehog ve fibroblastech nddorového stromatu, a tim indukuje
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jejich proliferaci (Bermudez O. et al., 2013). Huang a kolektiv zkoumali deregulovanou
expresi komponent drahy Hedgehog (PTCH, SMO a GLI2) v bunécnych liniich
nemalobunécného karcinomu plic a zjistili, Ze pouziti SMO inhibitoru nebo SMO knockdown
vedl k minimalni inhibici proliferace, zatimco inhibice GLI2 signifikantné suprimovala
bunécnou proliferaci a stimulovala extenzivni apaptozu. Tim prokazali, Ze transkripcni
aktivita GLI je fizena i nekanonickou cestou (nezavisle na SMO) (Huang L. et al., 2014).
Dalsi studie poukazuji i na autokrinni aktivaci drahy Hedgehog u nemalobunécného
karcinomu plic. Agresivita tohoto typu nadoru je ddna mimo jiné i jeho vlastnosti epitelidlné-
mezenchymalni tranzice. Choe a kolektiv zjistili, Ze exprese gentli spojenych s epitelidlné-
mezenchymalni tranzici a aktivita drahy Hedgehog byly deregulovany u adenokarcinomu plic
a fibroblastti asociovanych s timto nadorem (Choe C. et al., 2013). Aktivita stromalnich
fibroblastl v nadoru vede k remodelaci extracelularni matrix a pfispiva tak k metastatickym
vlastnostem nadoru.

Nédorové kmenové buiiky predstavuji samoobnovujici se slozku nddoru a podileji se
na prezivani nadoru i jeho ptipadném relapsu (Valent P. et al., 2021). Udrzovani populace
nadorovych kmenovych bun¢k v nékterych typech nemalobunééného karcinomu plic je také
regulovano autokrinné skrze patologicky aktivovanou signalni drdhou Hedgehog (Abe Y.,
Tanaka N., 2016).

Mnoho praci zabyvajicich se roli signalni drahy Hedgehog u nemalobunééného
karcinomu plic naznacuje, Ze efektorové transkripéni faktory této drahy GL1 a GLI2 zastavaji
ustiedni roli v progresi nddoru, metastazovani a udrZzovani populace nadorovych kmenovych
bunék. Mechanismy aktivace faktori GLI jsou odli$né napfi¢ riiznymi typy nadorovych
bunék a bunék okolniho nadorového mikroprostiedi. Obecné 1ze tak fici, ze faktory GLI
mohou byt aktivovany nejriiznéjSimi signdlnimi cestami zahrnujicimi samoziejmé autokrinni
1 parakrinni aktivaci drahy Hedgehog, stejné tak jako nékterymi jinymi kanonickymi drahami

a nekanonickou cestou (Abe Y., Tanaka N., 2016).

1.2.5 Cilena 1é¢ba aktivované drahy Hedgehog u nemalobunééného karcinomu plic
Dosud publikované studie popsaly, Ze objem nadoru a rekurence byly potlaceny

cilenymi inhibitory Hedgehog drahy nebo kombinaci inhibitort Hedgehog drahy a jiného

typu protinddorového 1€Civa, jako napiiklad inhibitorem tyrosinkinazy nebo platinovym

derivatem (Abe Y., Tanaka N., 2016).
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Della Corte a kolektiv prokazali, ze pouziti inhibitoru SMO (Sonidegib) vedlo
v bunécnych liniich nemalobunécéného karcinomu plic rezistentniho viici tyrosinkindzovému
inhibitoru gefitinibu k oslabeni nddorového ristu. Navic u této bunééné linie byla pozorovéana
i aktivace onkogenu MET a pouziti kombinace inhibitoru SMO a inhibitoru MET vedla
k dal§Simu potlaceni objemu nadoru (Della Corte C. M. et al., 2015).

Knockdown genu pro GLI1 vede k potlaceni formovani nddoru i nadorového okoli.
Neni proto ptekvapenim, ze jak inhibitory SMO, tak inhibitory GLI jsou pfedmétem dalSiho
zkoumani. Mezi dosud znamé¢ inhibitory GLI patii pfedev§im: GANT-58 (z anglického GLI-
antagonist), GANT-61, HPI-1 (z anglického Hedgehog pathway inhibitor), Genistein a
GlabrescioneB (GlaB) (Infante P. et al., 2015). Schéma signalni drahy Hedgehog, jejich
komponent a ptisobeni inhibitoru GANT je uvedeno na Obrazku 1 (Reda J. et al., 2018).
Protoze draha Hedgehog a faktory GLI maji dalezitou roli pii progresi plicnich nadord a
udrzovani populace plicnich naddorovych kmenovych bunék, jsou jejich inhibitory pfislibem
pro efektivnéjsi lécbu nemalobunééného karcinomu plic. Pro vyvoj efektivniho inhibitoru

Hedgehog drahy je vSak nutné i dalsi hlubsi porozuméni regula¢nich mechanismi GLI-

zprottedkované transkripce.

GANT61
-

Cm\ //

PKA J/ transcription of target

genes
X
//////

//////////////////

GLIs are regulated by massive phosphorylation

Obrazek 1. Schématické zobrazeni signalni drahy Hedgehog, jejich komponent véetné
efektorového mista inhibitoru GANT61
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1.3 Signalni draha mTOR

1.3.1 Uvod

Mezi dalsi drahy podilejici se na nddorovém fenotypu patii signalni draha mTOR. Je
znamo, ze zvysena aktivita této drahy vede zisku nadorovych vlastnosti, jako je napiiklad
ziskana rstova autonomie, inhibice apoptozy, setrvala angiogeneze, zvysena tkanova
invazivita a metastazovani a necitlivost k signadltim potlacujicim rtst (Tan A. C., 2020).

Z tohoto pohledu mTOR draha ptedstavuje atraktivni cil pro vyvoj novych protinadorovych

[éCiv.

1.3.2 Fyziologicka funkce signalni drahy mTOR

Draha mTOR, celym nazvem phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Akt/mechanistic
target of rapamycin (mTOR), je signaliza¢ni kaskada zasadni pro bunécny riist a
metabolismus. mTOR je serin/treonin proteinkinaza nachazejici se ptiblizné uprostied
signaln¢ transduk¢ni drahy. Muze byt soucasti komplexi mTORC1 a mTORC?2.

Ligandem pro receptor aktivujici tuto drahu miize byt mnoho riznych riistovych
faktorii, cytokinli nebo hormont. Ve v§ech komponentech této drahy plati, Ze fosforylace
proteinkinazy vede k jeji aktivaci. Po navazani ligandu na receptor je fosforylaci aktivovana
kinaza fosfatidylinositol 3-kinaza (PI3K). Tato kinaza fosforyluje druhého posla, kterym je
fosfoinositol-2-fosfat (PIP2) za vzniku fosfoinositol-3-fosfat (PIP3). PIP3 je poté aktivnim
druhym poslem, ktery je schopen katalyzovat fosforylaci kinazy Akt (neboli proteinkindzy B,
PKB). Proteinkinaza B je fosforylovana (aktivovdna) nékolika riznymi proteinkinazami.
Jednou z téchto proteinkinaz je fosfoinositidylkinaza 1 (PDK1) a tato je rovnéz forforylovana
kindzami za podpory druhého posla PIP3. PDKI1 je jednou z proteinkinaz dalezitych pro
fosforylaci kinazy Akt (neboli PKB). Kindza Akt dale fosforyluje (a tedy aktivuje) kindzu
mTOR. Zajimavosti je, Ze kindza mTOR je obecné vétSinou nejméné fosforylovanou kindzou
(rozdil mezi fosforylovanou a nefosforylovanou formou je nejmensi) v celé draze, coz je
pravdépodobné zpiisobeno tim, Ze mTOR je soucasti vétsSich komplexi. Aktivovana kinaza
mTOR déle fosforyluje S6kinazu-1, ktera poté fosforyluje (aktivuje) protein S6, coz je
ribozomalni protein a aktivuje také dalsi substraty. Skrze protein S6 jsou tak aktivovany

anabolické metabolické procesy buiiky.
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1.3.3 Vyznam signalni drahy mTOR v karcinogenezi

Dilezitost signalni drahy PI3K/Akt/mTOR pfi vzniku a progresi malignich nadora je
znama. Mutace ¢i amplifikace v genu PIK3CA, ktery se podili na expresi PI3K, byla
prokézana u karcinomu jater, prsu, tlustého stfeva, ovaria, zaludku i plic. Alterace dalSich
slozek drahy, jako naptiklad genu PTEN, ktery méa regulacni funkci (brani dalsi postup
signalni transdukce defosforylaci PIP3 zpét na PIP2), nebo genu pro Akt jsou taktéz

asociovany s karcinogenezi (Tan A. C., 2020).

1.3.4. Signalni draha mTOR u nemalobunééného karcinomu plic

Mutace a amplifikace v genu PIK3CA vedou k patologicky zvySené aktivité PI3K a
byly prokézany u nemalobunééného karcinomu plic. Scheffler a kolektiv analyzovali
nemalobunééné plicni karcinomy od 1144 pacientli a pomoci sekvenovani nové generace
hledali mutaci PIK3CA u této skupiny. Mutace byla ptitomna u 3.7 % pacientli
s predominanci u dlazdicobunééného karcinomu (8.9 %) oproti adenokarcinomu (2.9 %).
Dulezitym zjisténim této prace pak také bylo, ze u 57.1 % pacientt s touto mutaci byla
zaroven detekovana pritomnost nékteré z dalSich onkogennich driver mutaci (EGFR, ALK,
BRAF ¢i KRAS) (Scheftler M. et al., 2015).

Homozygotni i heterozygotni delece v genu pro PTEN vedou k deregulaci produkce
PIP3 a tim vedou k patologické onkogenni aktivaci drahy mTOR. Tyto aberace byly taktéz
doloZeny u nemalobuné¢ného karcinomu plic. Soria a kolektiv prokazali pti
imunohistochemické analyze 125 resekatti nemalobunéénych plicnich karcinomt ztratu
PTEN exprese u 24 % z nich (Soria J. C. et al., 2002).

Up-regulace kinazy Akt u nemalobunééného karcinomu plic byla dokumentovana
v riznych studiich. Napftiklad studie Balsary a kolektivu na 110 nemalobunécnych
karcinomech plic pomoci imunohistochemie prokazala zvySenou aktivitu Akt kindzy u 51 %
z nich (Balsara B. R. et al., 2004).

Patologicky zvySena aktivita kinazy mTOR, podle niz je signalni draha pojmenovana,
je rovnéz dobfe popsana u nemalobunééného karcinomu plic. V riznych studiich byl dolozen
zvySeny vyskyt fosforylované a tedy aktivované mTOR kindzy (p-mTOR) az u 90 %
pacientl s plicnim adenokarcinomem, 60 % pacientl s plicnim velkobunéénym karcinomem

a 40% pacientl s dlazdicobunénym karcinomem plic (Tan A. C., 2020). Dilezitost mutace

.....
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transkripce elF-4E, ktery mé taktéz onkogenni potencial (Mamane Y. et al., 2004). ZvySena
aktivita mTOR muze byt také negativnim prognostickym faktorem u pacientd s ¢asnym
stadiem nemalobunécného karcinomu plic. Nékolik studii prokazalo, ze zvysena exprese
mTOR v téchto naddorech detekovand imunohistochemicky byla spojena hor§im piezivanim
(Gately K. et al., 2012; Dhillon T. et al., 2010).

Vyznam aberantné aktivované drahy PI3K/Akt/mTOR pak muze byt jesté
podstatnéjsi v nddorech nemalobunééného plicniho karcinomu, kde je pfitomna i dalsi
aktivacni driver mutace, jako napiiklad EGFR nebo KRAS. Dobashi et al. ve své praci uvadi,
ze u pacientti s EGFR driver mutaci byla pfitomna podstatné zvySena aktivace Akt/mTOR
v 67 % ptipadl (Dobashi Y. et al., 2011). Jak naznacuji nékteré preklinické studie, tak
dilezitost aberantné zvySené aktivace Akt u pacientll s mutaci EGFR spociva v tom, Ze mize
ptispivat k rozvoji ziskané rezistence k cilenym inhibitorim EGFR a v piipad¢ aberantné
zvySené aktivace mTOR k rezistenci na inhibitory EGFR 1 KRAS (Jacobsen K. et al., 2017;
Conde E. et al., 2006). Vzhledem k ucasti na vzniku a progresi nemalobunénéného
karcinomu plic i podilu na rozvoji jeho rezistence na cilenou protinddorovou lécbu je draha

PI3K/Akt/mTOR nadale atraktivnim cilem dalSiho onkologického vyzkumu.

1.3.5 Cilena 1é¢ba aktivované drahy mTOR u nemalobunééného karcinomu plic

Dnes je ve vyvoji celd fada inhibitort riznych komponent signalni drahy
PI3K/Akt/mTOR, které jsou v rtiznych fazich klinickych studii u nemalobunééného
karcinomu plic. Inhibitory 1ze je roz¢lenit do nasledujicich kategorii (Tan A. C., 2020):

e Neselektivni pan-inhibitory I. tfidy PI3K
e Selektivni inhibitory PI3K

e Akt inhibitory

e mTOR inhibitory

e kombinované inhibitory PI3K/mTOR

V soucasnosti 1ze shrnout, Ze na zéklad€ poznatkl z provedenych klinickych studii faze I
a I nebyl prokézan oc¢ekavany terapeuticky efekt u neselektivnich, ani u selektivnich
inhibitorti PI3K. Kone¢né a/nebo dalsi pribézné vysledky hodnoceni Akt inhibitort a
kombinovanych inhibitort PI3K/mTOR jsou teprve ocekavany (Tan A. C., 2020). mTOR
inhibitory jsou Siroce uzivany v transplantologii a jsou schvéleny v onkologickych indikacich

pro 1écbu svétlobunécného karcinomu ledviny, neuroendokrinnich tumori nebo karcinomu
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prsu, nicméné u nemalobunécéného karcinomu plic dosavadni vysledky klinickych studii
hodnotici efekt monoterapie ¢i kombinace mTOR inhibitoru s jinym protinadorovym Ié¢ivem
zatim neukazuji zcela presvédcivé vysledky (Tan A. C., 2020). Dalsi molekularné biologicky

vyzkum v této oblasti je tak nadale Zadouci.

1.4 Protein SIVA

1.4.1 Uvod

Gen p53 je zndmym tumor supresorovym genem. Mutace v tomto genu je
dokumentovana napii¢ mnoha zhoubnymi nadory. Produkt tohoto genu, protein p53 je
transkripéni faktor, ktery na zaklad¢€ podnétl predstavujici nebezpeci pro buiiku (naptiklad
poskozeni DNA, hyperproliferativni stimuly, nutri¢ni deprivace buiiky) spousti nebo
zprostiedkovava riznorodé bunééné odpovédi na tyto podnéty, ¢imz mize pusobit také proti
rozvoji maligni transformace. Mezi tyto odpovédi patii naptiklad apoptdza, zastava
bunécného cyklu nebo autofagie (Vousden K. H., Prives C., 2009). P53 je ptedevsim
transkrip¢ni faktor (aktivator transkripce), a tudiz uvedené bunécné odpovédi
zprostiedkovava skrze aktivaci transkripce piisluSnych cilovych gend, jejich exprese pak
v buiice vede k pozadované odpovédi (Bieging K. T. et al., 2014). Piestoze cela fada téchto
cilovych genti podilejicich se na zprostiedkovani apoptdzy a zastaveé bunééného cyklu je
dobte dokumentovana, fada konkrétnich genii ptimo kritickych pro protinadorové plisobeni a
jejich presna funkce neni zatim zcela detailné objasnéna (Brady C. A. et al., 2011). Zajimavé
je dale zjisténi, ze ptestoze pS3 zprostiedkovana transkripéni aktivita je kritickd pro tumor
supresorovy efekt, fada p53 cilovych gent, jako naptiklad p21 (CDKN1A), PUMA (BBC3) a
NOXA (PMAIP1), jsou v tomto vysledném procesu postradatelné (Valente L. J. et al., 2013;
Timofeev O. et al., 2013; Li T. et al., 2012). Kli¢ové mediatory p53 prostiedkovaného tumor
supresorového efektu tedy je tieba dale kontinualné hledat.

Jednim z dalSich p53 cilovych genil je gen SIVA kddujici stejnojmenny protein. Bylo
prokazano, ze SIVA je ptimy cilovy gen pro p53 a uplatiiuje se pii procesu p53
zprostifedkované apoptozy (Jacobs S. et al., 2007; Fortin A. et al., 2004). Z téchto divodu je

SIVA zajimavym pfedmétem dalSiho zakladniho onkologického vyzkumu.
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1.4.2 Fyziologicka funkce proteinu SIVA

SIVA-1 je typicky proapoptoticky protein obvykle aktivovany tumor supresorovym
proteinem p53. Plivodné€ popsanou funkci SIVA vSak byla interakce s cytoplazmatickou
oblasti membranového receptoru CD27, coz je ¢len super rodiny receptorti pro tumor
necrosis factor (TNF) (Prasad K. V. et al, 1997). SIVA-2 je forma proteinu vzniknuvsi
alternativnim sestiihem (splicing) s naslednym chybénim exonu 2. Protein SIVA-2 ma také
schopnost interakce s receptorem CD27, ale jeho proapoptotické aktivita je vyrazné slabsi,
coz bylo pozorovano na my$im modelu (Yoon Y. et al., 1999).

Za fyziologickych okolnosti je proapoptoticky protein SIVA-1 regulovan skrze p53.
Mnoho situaci v buiice mtize vést k SIVA-1 zprostfedkované apoptoze, a zaroven pii tom
SIVA-1 dale interaguje s n¢kolika dalSimi proteiny, které jsou také zapojeny do apoptdzy.

Tyto interakce jsou schematicky zobrazeny na Obrazku 2 (Vachtenheim J. Jr et al., 2018).

Receptors
TXA2 TNFR receptor family
LPA \‘ (CD27, GITR,
\ 0OX40, CD40, FOXP3
4-1BB)

PCNA

Ly
Cbl-6 _—» RAD18
DEm,
_ i Stathmin
/ \ ANKHD1
XIAP \
— ,\ CAMK I
v TK2
Mitoch. Bax ;
apoptosis ARG
TIP30
Kinases

Obrazek 2. SIVA-1 a interagujici proteiny (pouZito s pisemnym souhlasem vydavatelstvi
Dove Medical Press). Zkratky: mitoch: mitochondrialni; dalsi jednotlivé zkratky vybranych

proteinii jsou uvedeny v textu spolu s jejich molekuldrnim mechanismem ucinku
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Mezi tyto dalsi proteiny patii jiz zminéna super rodina receptorti pro TNF (super
rodina TNFR, tyto receptory jsou také oznaCované jako receptory smrti — death receptors),
kterd krom¢ CD27 zahrnuje i GITR (glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor),
0X40 (CD134), 4-1BB (CD137) a CD40 (Spinicelli S. et al., 2002). Tato aktivace apoptdzy
proteinem SIVA-1 je oznaCovana jako extrinsicka cesta.

Protein SIVA-1 vsak v experimentalnich modelech prokazal schopnost indukovat
apoptdzu fadou riznych mechanismi. Kromé uvedené extrinsické cesty jde o intrinsickou
signalizaci apoptozy (mitochondrie dependentni), kde je Gcast proteinu SIVA-1 doprovédzena
také up-regulaci transkripce genu BAX a kaspazy 3 a naopak snizenou expresi
antiapoptotického genu BCL2 (Barkinge J. L. et al., 2009). Pfi terapii cisplatinou protein
SIVA-1 zesiluje cisplatinou indukovanou apoptézu skrze tromboxanovy receptor A2 (lorio-
Morin C. et al., 2012). Cao a kolektiv popsali, ze protein SIVA-1 muze byt fosforylovan
kindzou Arg (ta je mimo jiné uzce spjata s kinazou c-Bcl), coz je dilezité pro zprosttedkovani
oxidativnim stresem indukované apoptozy (Cao C. et al., 2001). Dalsi dtlezitou popsanou
proapoptotickou funkci proteinu SIVA-1 je, Ze interaguje s X-chromosome-linked inhibitor
of apoptosis (XIAP), coz je protein siln¢ inhibujici apoptdzu. Interakci mezi XIAP, SIVA-1 a
proteinem TAK1 (TGF-B-associated kinase 1) dojde ke vzniku komplexu a tim SIVA-1
jednak inhibuje XIAP-TAKI1 zprostfedkovanou aktivaci siln¢ proonkogenni drahy NF-xB
(Nuclear factor-xB) a jednak zprostfedkovava uptednostnéni signaliza¢ni drahy JNK a
kaspaza 3-dependentni apoptdzu (Resch U. et al., 2009). Vazbou proteinu SIVA-1 a
receptoru LPA2 (lipophosphatidic acid 2), ktery zprostfedkovava fadu bunéénych procesii
jako proliferaci, migraci, invazi a diferenciaci, dochézi k ubikvitinaci obou struktur a jejich
nasledné degradaci (Lin F. T. et al., 2007).

Dalsi zajimavou funkci proteinu SIVA-1 nesouvisejici s proapoptotickou aktivitou je
jeho interakce s proteinem stathim. Protein stathim (jiné ndzvy jsou metablastin ¢i
oncoprotein 18) je kriticky faktor pfi regulaci bunééného cytoskeletu. Pisobi jako
destabilizator mikrotubultl, ktery depolymerizuje mikrotubuly skrze sekvestraci o/f-
tubulinovych heterodimert (Li N. et al., 2011). Jak bylo jiz ¢astecné naznaceno
v ptedchozich kapitolach, epitelidlné-mezenchymalni tranzice (EMT) je spojena se zménou
epitelidlniho fenotypu v mezenchymalni a tim propiijcuje malignim buiikdm vyssi invazivitu
a sklon k metastazovani (Thiery J. P. et al., 2009). Protein SIVA-1 inhibuje aktivitu proteinu
stathim, tim stabilizuje mikrotubuly cytoskeletu buiiky a timto mechanismem brzdi proces

epitelidlné mezenchymalni tranzice.

28



Alternative reading frame (ARF nebo také p14) je tumor supresorovy protein, ktery
vaze a inhibuje onkogenni ubikvitin ligdzu Hdm2 (u mys$i Mdm?2). Ubikvitin ligdza Hdm2 za
normalnich okolnosti specificky pfipojuje ubikvitin k proteinu p53 a oznacuje jej tak
k degradaci v proteazomu (Sherr C. J., Weber J. D., 2000). Protektivni efekt proteinu ARF
vUci proteinu pS3 mize byt oslaben mutacemi v genu pro ARF, které byly zaznamenany u
malignich nadorti (Chen D. et al., 2010). ARF je po splnéni svoji funkce taktéz
proteazomalné degradovan po ubikvitinaci ubikvitin ligdzou ULF (Shimoda H. K., et al.,
2010). Piekvapujici je tedy zjiSténi, Ze protein SIVA-1, ktery je pfimym transkripénim cilem
tumor supresorového proteinu p53, zaroven zesiluje Mdm2-zprostiedkovanou degradaci
proteinu p53 (Du W. et al., 2009). Pozdé¢;ji se prokazalo, Ze protein SIVA-1 je zaroven E3
ubikvitin ligdza pro ARF a tim pfedstavuje negativni zpétnovazebnou smycku v regulaci
stability proteinu p53 (Wang X. et al., 2013). Protein SIVA-1 je tak dilezitym modulatorem

ve slozitém procesu degradace proteinu p53.

1.4.3 Vyznam proteinu SIVA-1 v karcinogenezi

Vzajemné puisobeni proapoptotickych a antiapoptotickych signalu v butice hraje
zasadni roli pti rozvoji maligniho nddoru. Apoptdza je typ programované bunécné smrti
charakterizovany ve vétSiné piipadli membranovou externalizaci annexinu V, rozvolnénim
cytoskeletu, kondenzaci chromatinu, fragmentaci DNA a aktivaci kaspaz (Vachtenheim J. Jr
et al., 2018). Tumor supresorovy protein p53 aktivuje expresi mnoha proapoptotickych gent
(naptiklad Bax nebo SIVA-1) a tim brani karcinogenezi. Kromé své typické proapoptotické
funkce ma protein SIVA-1 svou tlohu i v negativni zpétnovazebné regulaci hladiny p53.
Protoze je protein SIVA-1 zaroveit ARF E3 ubikvitin ligdzou a podili se tim na degradaci
proteinu p53, ma u nékterych typl nadorti tim padem vliv na pfezivani a progresi malignich
bun¢k (Wang X. et al., 2013). Proliferace malignich bun€k v buné¢nych liniich lidského
kolorektalniho karcinomu s funkénim proteinem p53 byla po knockdownu proteinu SIVA-1
sniZzena oproti stejnym builkkam s vyfazenym genem pro p53 a knockdownu proteinu SIVA-1.
Toto zjiSténi naznacuje, ze protein SIVA-1 vede k vyssi proliferaci stale jesté pS3-zavislym
zplisobem, a to pravdépodobné potlacenim hladiny pravé proteinu p53. To potvrzuje i prace,
kdy down-regulace proteinu SIVA-1 pomoci shRNA vedla k inhibici tvorby a ristu nddoru u
mysi po xenotransplantaci bun€k lidského osteosarkomu (p53 wild type) (Wang X. et al.,
2013).
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1.4.4. Protein SIVA-1 u nemalobunécéného karcinomu plic

Ptekvapujicim zjisténim bylo, ze protein SIVA-1 ptisobi i jako onkogenni faktor u
nemalobunécného karcinomu plic, coz bylo potvrzeno experimenty na mySim modelu
(KRAS-dependentni mutanty) i na bunéénych liniich lidského nemalobunééného karcinomu
plic v tkanovych kulturach (Van Nostrand J. L. et al., 2015; Resnick-Silverman L., Manfredi
J. 1., 2015). Zjednodusen¢ lze popsat, Ze v experimentalni vyfazeni genu SIVA-1 v téchto
modelech brénilo rozvoji nemalobunééného karcinomu (snizenim proliferacni kapacity), coz
naznacuje, ze protein SIVA-1 je nezbytny pro facilitaci karcinogeneze in vivo (Van Nostrand
J. L. etal., 2015; Resnick-Silverman L., Manfredi J. J., 2015). Knockdown genu SIVA-1 a
nasledna deplece tohoto proteinu v bunéénych liniich karcinomu pankreatu vSak nevedl
k ovlivnéni proliferace. Toto zjisténi poukazuje na tkanoveé specifickou roli proteinu SIVA-1
(Van Nostrand J. L. et al., 2015). Navazujici analyzy ukazaly, ze exprese SIVA-1 neni
v buiikach nemalobunééného karcinomu plic zavisla na p53. SIVA-1 knockout vedl pouze
k nizkému poctu detekovanych kolonii buné€k nemalobunécéniho karcinomu plic na mekkém
agaru, coz byl dalsi vysledek potvrzujici nepostradatelnou roli SIVA-1 v rozvoji tohoto typu
zhoubného nadoru (Resnick-Silverman L., Manfredi J. J., 2015).

Jak bylo také uvedeno vyse, signdlni draha NF-kB je siln¢ onkogenni a je inhibovana
proteinem SIVA-1. Farmakologicka inhibice této drahy vSak neovlivnila funkci proteinu
SIVA-1, coZ naznacuje, ze proonkogenni signalizace drahy NF-kB nema podil na onkogenni
funkci proteinu SIVA-1 (Van Nostrand J. L. et al., 2015; Resnick-Silverman L., Manfredi J.
J., 2015).

Dale bylo prokazano, Ze knockdown genu SIVA-1 vede ke zvySeni autofagie
(protinaddorovy efekt) a sniZzeni metabolické aktivity. Navic, SIVA-1 také zesiluje aktivitu
drahy mTOR fosforylaci nékterych signalnich komponent této drahy (Van Nostrand J. L. et
al., 2015), ¢imz ptispiva ke zvyseni stimulace proliferace a metabolismu. PfestoZe zvySeni
fosforylace (aktivace) konkrétnich komponent drahy mTOR nebylo dramatické, tento
mechanismus miize také alespon ¢astecné ptispivat k proonkogenni funkci proteinu SIVA-1 u
nemalobunécného karcinomu plic.

Celkové preziti pacientll s nemalobunéénym karcinomem plic s vys$si hladinou SIVA-
1 bylo signifikantné€ horsi, neZ u pacientt s nizkou hladinou SIVA-1 v tomto typu nadoru.
Toto zjiSténi jednak pfispiva k ditkaziim, ze SIVA-1 je proonkogen u nemalobunécného
karcinomu plic a jednak mtze mit u tohoto naddoru 1 prognosticky vyznam (Van Nostrand J.

L. etal., 2015).
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Lze shrnout, ze SIVA-1 je proapoptoticky protein doneddvna znamy predevsim pro
svoji tumor supresorovou funkci. Mechanismy této jeho funkce jsou rtiznorodé. Nicméng,
vyzkum genu SIVA-1 a jeho proteinu v poslednich letech ptinesl dikkazy o tom, ze jeho
tumor supresorova funkce neni globalni napfi¢ riznym typem naddorovych bunék. Konkrétné
byla prokazana tkanove specificka proonkogenni funkce na mySim modelu lidského
nemalobunécného karcinomu plic a v bunéénych liniich. ProtoZze nékteré prvotni analytické
prace ukazuji, ze vyssi exprese SIVA-1 u nemalobunééného karcinomu plic je spojena
s hor$im celkovym pfezitim, dalsi zakladni a translacni vyzkum tohoto genu je nutny
k objasnéni pfesného onkogenniho mechanismu, stejné tak jako néasledny vyvoj potencialni

specifické protinddorové 1écby.
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2. Hypotézy a cile prace
2.1 Védecké hypotézy

2.1.1 Signalni draha Hedgehog a jeji vyznam u nemalobuné¢ného karcinomu plic

Signalni draha Hedgehog je velmi dtlezita pti embryonalnim vyvoji a hraje klicovou
roli pii morfogenezi plic. Jeji vyznam se uplatiuje fyziologicky i postnataln€. V dospélosti je
vsak také siln€ onkogenni u nemalobunécného karcinomu plic. Piestoze jiz byla signdlni
dréha Hedgehog studovéana u mnoha typt plicnich nadort, neni zatim detailni molekularni
uloha a pfesny mechanismus v komplexnim procesu karcinogeneze u téchto nadort plné
objasnén. Dalsi vyzkum exprese jednotlivych slozek a komponent signalni dréhy Hedgehog
véetné jeji inhibice u nemalobunécného karcinomu plic mtize pfispét k piesnéjSimu poznani
proonkogenniho mechanismu u tohoto typu tumoru a potencidlné pfispét k vyzkumu na poli

cilené protinadorové terapie.

2.1.2 Protein SIVA-1 a jeho vyznam u lidského nemalobunééného karcinomu plic

V poslednich letech se ukézalo na mysim modelu nemalobunééného karcinomu plic,
ze lidsky protein SIVA-1 je nezbytny pro vznik geneticky indukovaného nemalobunééného
karcinomu plic. To zna¢i, Ze funkce proteinu SIVA-1 pii vzniku mySiho nemalobunééného
karcinomu plic je tak zcela opacna (proonkogenni) nez jeho funkce v ostatnich somatickych
buiikach, kde ptisobi typicky proapoptoticky (tumor supresor). Z tohoto diivodu je tfeba dalsi
vyzkum miry exprese a presné funkce proteinu SIVA-1 u lidského nemalobunécného
karcinomu plic. Tato a dalsi zjisténi by v dlouhodobém horizontu mohla ptispét k vyvoji

cilené protinadorové 1é€by u pacientil s timto typem tumoru.

2.2. Cile prace

2.2.1 Cile vyzkumu signalni drahy Hedgehog a jeji ulohy u nemalobunééného
karcinomu plic
1. Oveéfeni exprese vSech slozek signalni drahy Hedgehog u plicnich naddort a pro
srovnani 1 u dalSich nadorovych typi (jako kontrol).

2. Testovani ovlivnéni signalni drahy Hedgehog a proliferace bunck inhibitorem

GANTG61, coz je inhibitor findlnich transkrip¢nich faktorii signalni drahy Hedgehog.
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GANTG61 s vyhodou inhibuje kanonicky 1 nekanonicky aktivovanou signalni drahu
Hedgehog.
3. Identifikace mechanismu eradikace nddorovych bun¢k nemalobunééného karcinomu

plic po inhibici drahy Hedehog (pfedpoklddanym mechanismem je apoptoza).

2.2.2 Cile vyzkumu proteinu SIVA-1 a jeho ilohy u nemalobunééného karcinomu plic

1. Ovéfeni proonkogenni role proteinu SIVA-1 (potvrzené na mySim modelu) i na
souboru vzorkt lidského nemalobunééného karcinomu plic. Zda zminéné pozorovani
plati i pro lidské nadory neni v dobé& zacatku této prace znamo.

2. Urceni mechanismu, jakym je protein SIVA-1 proonkogenni u lidského
nemalobunééného karcinomu plic.

3. Urceni exprese proteinu SIVA-1 v panelu lidskych bun¢k nemalobunééného

karcinomu plic a normalnich bronchialnich epitelialnich bunék.
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3. Metodika

3.1 Studium signalni drahy Hedgehog

Tato ¢ast vyzkumu probihala v prostorech Ustavu 1ékatské biochemie a laboratorni
diagnostiky 1. 1ékatské fakulty Univerzity Karlovy a VSeobecné fakultni nemocnice v Praze,
kde je pln€ vybavené zazemi pro provadeni Sirokého spektra molekularné-biologickych

metod.

3.1.1 Bunééné kultury

Bunécéné linie byly udrzovany v odpovidajicich podminkéch, tedy ptislusnych
kultiva¢nich médiich (DMEM nebo RPMI1640) doplnénych 10 % telecim sérem (Gibco,
Waltham, MA, USA), L-glutaminem, streptomycinem a penicilinem (Sigma, St. Luis, MO,
USA). Nékteré bunééné linie byly kultivovany v EMEM médiu doplnéném také o esencialni
aminokyseliny a pyruvat (Sigma, St. Luis, MO, USA). Vyména za Cerstvé médium probihala
kazdy treti den. Pfitomnost inhibitort drahy Hedgehog (GANTG61 a cyclopamin)

v kultivaénich médiich je uvedena v prislusnych obrazcich a jejich popisu (Reda J. et al.,

2018).

3.1.2 Bunécéné linie

Vsechny pouzité bunécné linie byly lidského plivodu. Byly pouZity nésledujici
bunécné linie nemalobunééného karcinomu plic: A549, H-1299, A-427, Calu-1, H-460, H-
520, H596, H-661, H-2170 a SK-MES-1, které byly zakoupeny od American Type Culture
Collection (ATCC) (Manassas, VA, USA). Dalsi pouZité nadorové bunécné linie
malobunécného karcinomu plic (H-446, H-69, H-209, H-82, H-345, H-146, H-378, H-196),
kolorektalniho karcinomu (LoVo, SW480, HCT116), rhabdoidniho tumoru (G-401 a A-204),
osteosarkomu (U-2 OS a Saos-2), karcinomu délozniho ¢ipku (HeLa S3 a C33A), rendlniho
karcinomu (293), fibrosarkomu (HT-1080), normalnich lidskych fibroblasti (IMR90 a WI-
38), karcinomu nadledviny (SW-13), glioblastomu (T98G), T-bunétné leukémie (Jurkat),
hepatocelularniho karcinomu (Hep-G2), neuroblastomu (SK-N-SH a SK-N-MC), maligniho
melanomu (MeWo, SK-MEL-2, SK-MEL-28, SK-MEL-5, SK-MEL-3, Malme 3M, HT144,
WM35, WM1552C, a RPMI-7931) a karcinomu pankreatu (PANC-1, PA-TU-8902, MIA
PaCa-2, a cC-3) byly také zakoupeny od ATCC (Manassas, VA, USA). Dalsi bunécné linie
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maligniho melanomu (DOR, Beu a Hbl) pochéazely ze Svobodné univerzity v Bruselu (Dr. G.
Ghanem). Bunécné linie normalnich lidskych melanocyti (HeMN-LP) byly zakoupeny od
Cascade Biologics (Portland, OR, USA) a buné¢né linie embryondlnich renélnich bunék

(293FT) byly zakoupeny od firmy Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) (Reda J. et al., 2018).

3.1.3 Western blot

Western blot je analytické laboratorni metoda pouzivana k detekci specifického
proteinu. Byly pouzity komeréné dostupné primarni a sekundarni protilatky od riznych
firem. Detailni popis je uveden v publikované praci (Reda J. et al., 2018). Pro analyzu
Western blotl byly buiiky lyzovany v RIPA pufru (50 mM Tris-HCI1 pH 7.5, 150 mM NacCl,
5 mM EDTA, 1% NP-40, 0.5% deoxycholatu sodného, 0.1% SDS), dopInéném inhibitory
protedz a fosfataz - aprotinin, leupeptin, pepstatin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
COMPLETE, and PhoStop (Roche, IN, USA). Celkové bunééné lyzaty byly rozdéleny
pomoci SDS-PAGE gelti a nasledné pieneseny na PVDF membranu (Millipore, Billerica,
MA, USA). Membrany byly probovany ptislusnymi protilatkami a detekce byla provedena
pomoci SuperSignalWest Pico Chemiluminescent substrate (Fisher Scientific, Waltham, MA,

USA).

3.1.4 Méfeni bunééné proliferace

Buiiky byly trypsinizovany a v mnoZzstvi 40—50 % z kazdé¢ linie bylo rozeseto na 12-
jamkové kultivaéni platicko (den 0). Od dal$iho dne (den 1) bylo do jednotlivych bunéénych
linii aplikovano 10 uM GANT61 nebo 20 pM inhibitoru GANT61 (SelleckChem, Mnichov,
Némecko) po dobu 9. dnti. Médium bylo vyménovano kazdy treti den. Poté byla platicka
fixovana ve 3 % roztoku paraformaldehydu ve fosfatovém pufru (PBS), nabarvena 1 %
krystal-violeti a fotodokumentovana. Vzdy dvé nejdilezitéjsi jamky (9. den, kontrola a 20
UM inhibitoru GANT61) byly kvantifikovany pomoci ImagelJ software. Pokus byl dvakrat

opakovéan se stejnym vysledkem.

3.1.5 Detekce apoptozy

TUNEL assay (terminal deoxynucleotidyltransferase-mediated dUTP nick-end

labelling) je metoda ur¢end k detekci apoptotické fragmentace DNA, pouZzivana ke

35



kvantifikaci bunécné apoptdzy. Pii pouziti této metody bylo postupovéano v souladu s pokyny
a instrukcemi vyrobce (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Vysledky barveni pomoci
FITC (Fluorescein-5-isothiokyanat) byly analyzovany na prutokovém cytometru BriCyte EA
(Mindray, Shenzhen, Cina). Celkové bylo v kazdém vzorku analyzovéano 50 tisic bungk.
Pocet apoptotickych bunék byl kvantifikovan pomoci Imagel software. Detekce apoptdzy
pomoci fluorescence v mikroskopu Olympus X50 byla provedena tak, ze buiiky byly rozsety
do NUNC (Roskilde, Dansko) komtirek a nésledujici den bylo pfidano 20 pM inhibitoru
GANT61 a podavano po dobu 3 dnil a zaroven udrzovany v médiu obsahujicim DAPI (4',6-
diamidino-2-fenylindol), coZ je barvivo s modrou fluorescenci, diky némuz Ize identifikovat
typické apoptotické obrazce indikujici rozpad DNA (jiz vétsiho rozsahu) pii apoptoze.

Obrazky jadernych apopt6z a kontrol byly zhotoveny fluorescenénim mikroskopem.

3.1.6 Metody s promoter-reporter plazmidy

Plazmid s genem pro reporterovy enzym luciferazu obsahoval v promoteru 12xGLI
plny konsensus a byl ziskan laskavosti prof. R. Toftgarda (Karolinska Institutet, Stockholm,
Sweden). Po transfekci plazmidu spolu s Renilla expresnim luciferazovym plazmidem
(slouzil jako referen¢ni plazmid pro Gc¢innost transfekce). Pokusy byly provedeny na 12-
jamkovych platickach, inhibitory GANT61 a cyclopamin byly ptidany 20 hod pied sklizenim
bunék. Reportérova aktivita byla méfena dudlnim luciferdzovym kitem dle instrukci vyrobce
(Promega, Madison, WI, USA). Byly provedeny vzdy nejméné 2 experimenty se stejnymi
vysledky.

3.1.7 Statistické metody

K vypoctu statistické vyznamnosti reporter studii a real-time PCR (pouzit pti studiu
proteinu SIVA-1) byl pouzit parovy t-test. Hodnoty jsou prezentovany jako primeér a
smérodatna chyba, ktera je zobrazena graficky jako lista u jednotlivych sloupeckt. P-hodnoty
jsou uvedeny v prislusSném popisu obrazku. Méteni bunécné proliferace, Western blot a
TUNEL byly kvantifikovany pomoci ImageJ software (National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA). Za statisticky signifikantni byla povazovana hodnota p<0.05.
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3.2 Studium proteinu SIVA-1

3.2.1 Soubor pacienti

Vzorky nemalobunécného karcinomu plic byly ziskany od pacientti chirurgicky
1é¢enych pro tuto diagndzu na III. chirurgické klinice 1. Iékaiské fakulty Univerzity Karlovy
a Fakultni Nemocnice Motol v Praze. Studie byla schvalena Etickou komisi Fakultni
nemocnice Motol rozhodnutim ze dne 6. 1. 2016. VSichni pacienti, jejichz vzorky byly
pouzity pro tuto studii, piedem podepsali dobrovolné informovany souhlas s pouzitim
odebrané tkan¢ na vyzkumné ucely.

Do studie byli zatazeni pacienti, ktefi v obdobi mezi inorem roku 2016 a srpnem
2019 podstoupili anatomickou plicni resekci (lobektomie, bilobektomie, pneumonektomie)
pro pfedem histologicky verifikovany nemalobunéény karcinom plic. Definitivni indikace
k chirurgickému vykonu byla vzdy individualné konzultovéna na ptidé multidisciplinarniho
tymu v ramci Pneumo-onkochirurgického centra Fakultni nemocnice Motol (Centrum vysoce
specializované pneumoonkochirurgické péce), na kterém je krome atestovaného hrudniho
chirurga pfitomen pneumolog/onkopneumolog, onkolog, 1ékaft specialista v oboru
zobrazovacich metod, radioterapeut z piisluSnych kooperujicich pracovist’ Fakultni
nemocnice Motol. Od pacientti byly v dostupnych ptipadech ziskany anamnestické udaje o
koufeni cigaret (aktivnim ¢1 v minulosti). Histopatologicka diagnostika probihala v ramci
nalezité klinické praxe atestovanymi patology podle platné TNM klasifikace zhoubnych

nadort. Vysledky patologického zavéru pak byly zaznamenany.

3.2.2 Odebirané vzorky

V pribéhu plicni operace ve fazi, kdy byla dokonc¢ena anatomicka plicni resekce, byl
chirurgicky resekat (plicni lalok v pfipadé€ lobektomie/laloky v ptipadé bilobektomie /plicni
kiidlo v ptipadé pneumonektomie) nativné bez prodleni transportovan na peroperacni
vysetiovnu Ustavu patologie a molekularni mediciny 2. 1ékaiské fakulty Univerzity Karlovy
a Fakultni nemocnice Motol. Zde byly odebrany vzorky pottebné pro tento vyzkum ve
spolupraci s patologem, ¢imz bylo zajisténo, ze odbér vzorkl do této studie nebude
interferovat s dostateCnym mnozstvim nadorové tkané potfebnym k bezpe¢nému stanoveni
piesné definitivni patologické diagnézy.

Z kazdého resekatu bylo ziskano celkem 6 samostatnych vzorkl nasledovné:

A. Vzorek tumoru o velikosti 5 x 5 mm?, ten byl pak dale rozd¢len na tfi ¢asti:
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1. Cast byla ulozena do Trizolu (Ambion, Life Technologies, Carlsbad,
California, USA), v kterém byla ponechéna za pokojové teploty 4-5
minut. Nasledné byl tento vzorek uloZen do hlubokého mraziciho boxu
(- 80 °C).

2. Zbyvajici dve ¢astky byly ulozeny do prazdné zkumavky a zamrazena
v hlubokém mrazicim boxu (- 80 °C).

B. Vzorek zdravé plicni tkédn€ velikosti 5 x 5 mm? z makroskopicky nadorem
nepostizené oblasti plicniho parenchymu ve vzdalenosti minimalné nad 15 cm
od tumoru. Tento vzorek byl rozd€len a zpracovan zcela identickym

zpusobem, jako je uvedeno v ptfedchozim bodu A.

3.2.3 Analyticka faze

Analyticka a experimentalni ¢ast vyzkumu probihala v prostorech Ustavu 1ékaiské
biochemie a laboratorni diagnostiky 1. 1ékatské fakulty Univerzity Karlovy a VSeobecné
fakultni nemocnice v Praze. Dale jsou uvedeny pouze dal$i metody molekularni biologie,
které byly pouzity v této experimentalni ¢asti a nebyly pouzity v pfedchozi Casti prace.
Metody vcetné statistickych pouzité v této Casti prace, které byly uvedeny v piedchozi

kapitole jiZ na tomto misté znovu uvedeny nebudou.

3.2.4 Real-time PCR

Veskera RNA byla izolovana pomoci TRIZOLu (Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA). Pfi pouziti této metody bylo postupovano v souladu s pokyny a instrukcemi vyrobce.
Celkova RNA byla reverzn¢ transkribovana pomoci reverzni transkriptdzy Super Script 11
reverse transcriptase (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Kvantitativni PCR (qPCR)
bylo provedeno pomoci Tagman system QuantiTect Probe PCR Kit (Qiagen, Hilden,
Némecko) na systému ViiA7 Real-Time PCR (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) podle
instrukei vyrobce. Pokus byl opakovan dvakrat s obdobnym vysledkem. Jako kontrola byl

pouzit aktin.
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4. Vysledky

4.1 Studium signalni drahy Hedgehog

4.1.1 Exprese komponent a vybranych transkrip¢nich cila signalni drahy Hedgehog v

panelu riznych typi nadorovych bunék.

V této Casti prace byla zkoumana exprese jednotlivych komponent signalni drahy
Hedgehog v bunéénych liniich nemalobunééného karcinomu plic a nékterych dalsich
bunécnych liniich riznych nadorovych typti. Celkové byl proveden screening velkého poctu
nadorovych bunéénych linii pomoci Western bloti s protilatkami proti v§em slozkdm signalni
drahy Hedgehog. Vysledky jsou podrobné zobrazeny v Obrazku 3. Timto experimentem
bylo prokéazano, ze jednotlivé komponenty signalni drahy Hedgehog (ligand sonic Hedgehog,
receptor Patched, protein Smoothened, protein SUFU a transkrip¢ni faktory GLI1, GLI2,
GLI3) jsou exprimovany v podstaté u v§ech zkoumanych typti bunéénych linii
nemalobunééného karcinomu plic. Byly analyzovany také bunééné linie malobunécného
karcinomu plic, kde byla situace obdobna jako u nemalobunén¢ného karcinomu plic. U
bunécnych linii ostatnich nadorovych typt byla exprese komponent drahy Hedgehog taktéz
zaznamenana, pouze vyjimecné byla exprese u nékterych proteint signalni drahy nizsi.

V nékterych typech bunéénych linii bylo naptiklad pfitomno velmi malo transkripéniho
faktoru GLI2 nebo GLI3. V nékterych ptipadech se velmi lisila exprese dvou hlavnich
transkrip¢nich aktivator GLI1 a GLI2: naptiklad dvé bunééné linie (G-401 a NCI H446)
exprimovaly v zanedbatelné mife transkripéni faktor GLI1, zatimco GLI2 exprese v nich byla
vysoka. Transkripéni faktor GLI2 (ale nikoli GLI1) byl také vysoce exprimovan v nékterych
dalsich bunéénych liniich (RPMI-7951, Calu-1, HeLa S3, H-209, H-345, a Jurkat). Hladina
proteinu SUFU byla nizk4 u linii Hbl a H69. Exprese receptoru Patched byla nizkad u bunééné
linie Saos-2 a Jurkat. Exprese proteinu SMO byla nizka u H69 bun€k (malobunécny
karcinom plic). Zajimavym zjiSténim v tomto experimentu rovnéz bylo, zZe exprese
samotného ligandu sonic Hedgehog se velmi lisila u jednotlivych nador.

Dale byla zkoumana exprese dvou vybranych transkripénich cilli signalni drahy
Hedgehog. Prvnim byl gen pro protein survivin, ktery ma za fyziologickych okolnosti
antiapoptotickou funkci (dfivé také nazyvan ,,nddorovy protein®) a jeho spojitost se signalni
dréhou Hedgehog u nadori byla objevena teprve neddvno (Vickova K. et al. 2016). Druhym
byl protein bcl-2, ktery méa taktéz antiapoptotickou funkci a byl jiz dfive popsan jako

transkrip¢ni cil signalni drahy Hedgehog u nekterych typti nddori. Zatimco survivin byl
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aktivovan prakticky ve vSech zkoumanych nadorovych buiikach, exprese rovnéz silné
antiapoptotického proteinu bcl-2 né€kde Uplné chybéla. U kontrolnich nenddorovych linii
lidskych normalnich diploidnich fibroblastti (IMR-90 a WI-38) bylo exprimovano jen velmi
malé mnozstvi survivinu, coz dokazuje specificitu jeho exprese v rychle se dé€licich
nadorovych buiikach. Jako kontrola exprese a integrity vzorkl byl pouzit -aktin (Obrazek
3).
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Obrazek 3. Panel proteinové exprese jednotlivych komponent signdalni drahy Hedgehog.
Western bloty byly provedeny po elektroforéze 30 ug (RIPA-extrakty) proteinu a probovany
specifickymi protilatkami. Velikost proteinu je ukdzdana vpravo v kD.
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4.1.2 Inhibice bunécné proliferace pomoci GANT61 (inhibitor transkripéniho faktoru

GLI)

Dale byla testovana senzitivita vi¢i GLI-specifickému inhibitoru GANT61, ktery
inhibuje vazbu GLI faktorii na DNA, a tim znemoziuje jeho transkripéné-aktivacni funkci.
Toto bylo provedeno na panelu 16 typt bunécnych linii (nemalobunéény i malobunécny
karcinom plic a pro srovndni nékteré ostatni typy nadorti). Mezi dal$i nddorové typy patfily
kromé uvedenych dvou typt plicniho karcinomu také melanom, osteosarkom, neuroblastom,
rhabdoidni nador a karcinom jater nebo pankreatu. Vysledky jsou zobrazeny na Obrazku 4.

Bylo zjisténo, Ze zkoumané vybrané linie nemalobunééného karcinomu plic (A549 a
Calu-1) ale také bunécna linie rhabdoidniho tumoru (A-204), bunééné linie hepatocelularniho
karcinomu (Hep-G2) a ti'i bunécné linie karcinomu pankreatu (MIA PaCa-2, PANC-1, a PA-
TU-8902) nebyly na konci experimentu (9. den kultivace) k plisobeni inhibitoru GANT61
senzitivni. Nicméné, 1 tyto bunécné linie za pfitomnosti inhibitoru GANT61 nakonec
podlehly apoptdze, ale pozdéji (zhruba 12. den kultivace, coZ jiz neni zobrazeno).

Naopak, nékteré typy bunék se ukazaly jako velmi senzitivni a byly kompletné
eradikovany na konci experimentu (9. den kultivace), jednalo se napiiklad o linie maligniho
melanomu (SK-MEL-3, MeWo), osteosarkomu (U-2 OS), neuroblastomu (SK-N-MC) a
malobunécného karcinomu plic (H196). Dalsi skupina nadori byla inhibitorem eradikovana
castecné, naptiklad dal$i bunécna linie osteosarkomu (Saos-2), neuroblastomu (SK-N-SH),

rhabdoidniho tumoru (G-401) a jedna buné¢na linie karcinomu pankreatu (BxPC-3).
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Obrazek 4. Analyza sensitivity proliferace nadorovych bunécnych linii na inhibitor GLI
GANTG61. Intenzita barveni krystal violeti predstavuje relativni mnozstvi zbyvajicich bunék a
u kazdé bunécné linie je vidy ukazana kontrola bez inhibitoru. Koncentrace GANT61 byla
vzdy 20uM a kvantifikace zbyvajicich prezivajicich bunék je ukdzana jen v posledni 9. den
pokusu. Experimenty byly provadeny pouze do 9. dne proto, Ze kontrolni (neinhibované)
nadorové bunky prezivaly, rychle proliferovaly a zacaly se odlupovat nespecificky jako
nasledek postkonfluentniho riistu. Experimenty byly provedeny kazdy nejméné 2x se zcela

obdobnymi vysledky a byly provedeny na 12-jamkovych kultivacnich platickach.

K objasnéni, jakym mechanismem GANT61 eradikuje vyse uvedené senzitivni
nadorové burky, byla pouzita tzv. TUNEL assay, a to pomoci priitokové cytometrie. TUNEL
assay je metoda, kterou se velmi specificky a s velkou senzitivitou urcuje, zda bunky
podléhaji po pridani urcité latky apoptdze. Analyza byla provedena v celé fadé bunécnych
linii, v€etné linii nemalobunééného karcinomu plic. Vysledky jsou patrny na Obrazku 5, na
kterém jsou sice pro vétsi ilustrativnost metody ukazany dvé bunééné linie lidského
melanomu (SK-ML-3 a SK-MEL-5), ale v§echny testované linie, které po inhibici pomoci
GANTO61 podléhaly apoptoze stejnym zpisobem (na Obrazku 5 v ¢asti A je v levém panelu

patrny druhy peak vice vpravo). Zmény v bunééném cyklu nebyly detekovany (neni
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ukazano). V kontrolnich bunkéch, do kterych GANT61 nebyl ptidéan, se apoptoza
neprojevila.

Na podporu vysledki priutokové cytometrie byly provedeny rovnéz mikroskopické
studie, kdy je detekovana apoptdza pomoci barveni DAPI (4',6-diamidino-2-fenylindol), coz
je barvivo s modrou fluorescenci, diky némuz lze identifikovat typické apoptotické obrazce
indikujici rozpad DNA (jiz vétSiho rozsahu) pii apoptoze. Vysledky jsou prezentovany na
Obrazku 5, v ¢asti B. Podobné obrazce se objevovaly i v jinych typech bunék vcetné
nemalobunééného karcinomu plic. Typickymi nélezy jsou fragmentovana pyknoticka jadra
nebo veétsi rozpad celych bunéénych jader. Pravée tyto obrazy byly zjistény i1 v nasich
pokusech u nekterych bunéénych jader. Diivod, pro€ byl tento nélez zjistén pouze u
nékterych bunécnych jader je dan rozdilnou citlivosti obou pouzitych metod. TUNEL assay
je totiz mnohem citlivéjsi a odhaluje jiz pocatecni (mikroskopicky jesté nedetekovatelnd)

stadia fragmentace DNA.
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Obrazek 5. (A) Metoda “TUNEL assay” detekujici asné faze apoptotického procesu
(fragmentace DNA). Metoda byla provedena na vice bunécnych liniich vcéetné
nemalobunécného karcinomu plic (v této linii vSak doslo k apoptoze az pozdéji nez 9. den
experimentu), pro nazornost jsou v§ak ukdzany jen dvé bunécné linie (melanom), na kterych
Jje apoptoza nejvice zietelna. K bunkam byl pridan inhibitor GANT61 v koncentraci 20 uM a
bunky byl sklizeny a analyzovany o 24 hodin pozdéji. Protoze se nékteré bunky viivem
apoptozy odlupovaly od povrchu, odloupané i prisedlé bunky byly spojeny, promyty v PBS a
analyzovany pomoci TUNEL metody na priitokovém cytometru BriCyte EA (Mindray,
Shenzhen, Cina). Kvantifikace ukdzala u bunék SK-MEL-3 63 % apoptotickych bunék a 37 %
neapoptotickych), naopak kontrola (bez GANT61) méla jen 0,4 % apoptotickych bunek a 99,6
% neapoptotickych bunék. SK-MEL-5 buiiky s GANT61 mely 52 % bunék apoptotickych a 48
% neapoptotickych, zatimco kontrola bez GANT61 4 % apoptotickych bunék a 96 %
neapoptotickych. Kvantifikace byla provedena pomoci ImageJ software software (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

(B) Fluorescence pomoci barveni na DNA (DAPI, 4',6-diamidino-2-fenylindol, ktery barvi
DNA modre) rovnéZ ukazuje masivni apoptozu u nékterych bunék. Pozdni fdze apoptozy je
spojena s vyraznou fragmentaci DNA a mikroskopicky Ize prokazat atypicka bunécnd jadra

(pvknoticka jadra, fragmentovana nebo uplné rozpadla jadra).
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4.1.3 Aktivita promoteru reagujiciho na aktivitu GLI faktoru.

Pro zjisténi, jak jsou GLI-aktivované promotery inhibovany pomoci inhibitora
Hedghog drahy GANT61 a cyclopaminu, byl pouzit jako modelovy reporter-promoter pro
GLI promoter obsahujici 12 konsensnich mist pro vazbu GLI faktorti (Obrazek 6). Byla
provedena transfekce tohoto 12xGLI-luciferase-reporter a referen¢niho plazmidu do
bunécnych linii riznych nddorovych typt. Rtizné typy bunék se ukézaly jako rozdilné citlivé
na oba typy inhibitorti. Obecné lze konstatovat, ze testované buniky byly pomérné malo
citlivé a aktivita faktoru GLI2 se zmenSovala jen malo. Tak tomu bylo i u bunécné linie
nemalobunééného karcinomu plic (A549). Nejvice citlivé byly buiikky maligniho melanomu
v bunééné linii SK-MEL-3, coz koreluje s jeho vysokou schopnosti podléhat apoptoze. U
nékterych nddorovych linii byly odchylky po pfidani inhibitora statisticky nesignifikantni.
Podobné vysledky byly ziskany i u dalsiho GLI-responsivniho reporteru pro Patched
(vysledky nejsou ukézany). Nicméné vysledky tohoto pokusu ukazuji na obecnou korelaci

inhibice GLI2 a inhibici bunééné proliferace (viz. Obrazek 4).
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Obrazek 6. Latky GANTG61 a cyclopamin redukovaly 12xGLI reporter aktivitu v lidskych
nddorovych liniich. Zmenseni aktivity bylo vétsinou malé. Reakce byla provedena na 12-
Jjamkovych destickdach a Renilla luciferase plasmid byl pouzit pro korekci transfekcni
ucinnosti. Experiment bylo opakovan 2x se stejnymi vysledky, v triplikatech. Data jsou

prezentovana jako priimér se smérodatnou odchylkou. Cerné sloupecky jsou kontroly (jsou

bez znacky). Sloupecky se znackou znamenaji statistickou signifikanci, statisticka vyznamnost

je: *p < 0.05, **p < 0.01, *** p < 0.001.
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4.2 Studium proteinu SIVA-1

4.2.1 Demograficka a klinicko-patologicka charakteristika souboru pacienti

Do souboru byli zatazeno 39 pacientt, ktetfi v obdobi mezi inorem roku 2016 a
srpnem 2019 podstoupili anatomickou plicni resekci (lobektomie, bilobektomie,
pneumonektomie) pro pfedem histologicky verifikovany nemalobunéény karcinom plic a
podepsali informovany souhlas. Primérny veék pacientli v souboru byl 68,4 let (nejmladsi 54
let, nejstarsi 80 let). Pomér Zen a muzii v tomto souboru byl ptiblizné vyrovnany (48,7 % vs
51,3 %). Pozitivni anamnéza koufeni cigaret (aktivni nebo v minulosti) byla prokazatelné
dokumentovatelna u témét 75 % pacientll v souboru. Pouze jeden pacient (2,6 %) pred
chirurgickym vykonem podstoupil neoadjuvantni onkologickou 1é¢bu (konkomitantni
chemoradioterapie).

Vice tumortl bylo u pacientd v tomto souboru lokalizovano v pravé plici (61,5 %).
Nejcastéjsim typem anatomické plicni resekce byla neptekvapiveé lobektomie provedena v 32
ptipadech (82 %), z toho se o horni lobektomii jednalo v 16 ptipadech (50 % lobektomii), o
dolni lobektomii ve 14 ptipadech (43,8 % lobektomii) a stiedni lobektomie byla provedena ve
2 ptipadech (6,2 % lobektomii). Zbyvajici vykony zahrnovaly 4 pneumonektomie pro
centraln¢ ulozeny karcinom (10,3 %) a 3 bilobektomie (7,7 %), z nichz 2 byly horni a 1 dolni.

Definitivni histopatologické vySetieni prokéazalo adenokarcinom v 18 ptipadech (46,2
%), dlazdicobunéény karcinom v 19 ptipadech (48,7 %) a adenoskvamoézni karcinom ve 2
ptipadech (5,1 %). Stupen diferenciace (grade) t€chto nadorti byl v 19 piipadech grade 2
(48,7 %) a v 19 ptipadech grade 3 (48,7 %). V jednom piipadé pak stupen diferenciace
nebylo mozné urcit kvili regresivnim zméndm a vyraznému ubytku viabilni nadorové tkané
po onkologické 1€¢bé u jediného pacienta prave po neoadjuvantni chemoradioterapii (2,6 %).
Nejcastéji zaznamenané klinické stddium nemalobunécného karcinomu plic podle platné
TNM Kklasifikace u tohoto souboru pacientt bylo stadium IIB (12 ptipada; 30,7 %).
Nasledovalo stadium IA zachycené v 8 piipadech (20,5 %) a stadium IIA v 7 ptipadech (18
%). Stadia IB a IITA byla zachycena kazdé v 5 ptipadech (12,8 %). Pokrocilejsi stadia I1IB a
ITIC byla zaznamenana kazdé v 1 ptipadé (2,6 %).
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Charakteristika pacienta (pocet=39)
Primérny vék, roky (smérodatna odchylka) 68.4 (6.3)
Pohlavi, pocet (%)
zeny 19 (48.7%)
muzi 20 (51.3%)
Anamnéza koufeni cigaret, pocet (%)
ne 3 (7.7%)
ano 29 (74.4%)
neznamo 7 (17.9%)
Neoadjuvantni onkologicka terapie, pocet (%)
ano 1 (2.6%)
ne 38 (97.4%)
Typ operaéniho vykonu, pocet (%)
strana
prava 24 (61.5%)
leva 15 (38.5%)
rozsah anatomické resekce
lobektomie 32 (82%)
bilobektomie 3 (7.7%)
pneumonektomie 4 (10.3%)
typ lobektomie
horni 16 (50%)
sttedni 2 (6.2%)
dolni 14 (43.8%)
typ pravostranné bilobektomie
horni 2 (67%)
dolni 1 (33%)
Histologie, pocet (%)
adenokarcinom 18 (46.2%)
dlazdicobunécny karcinom 19 (48.7%)
adenoskvamdzni karcinom 2 (5.1%)
Grade, pocet (%)
neurcen pro regresi po 1écbé 1 (2.6%)
1 0
2 19 (48.7%)
3 19 (48.7%)
Stadium dle TNM, pocet (%)
IA 8 (20.5%)
IB 5(12.8%)
1A 7 (18%)
1B 12 (30.7%)
1A 5 (12.8%)
111B 1 (2.6%)
1IC 1 (2.6%)

Tabulka 1. Demografickd a klinicko-patologickd charakteristika souboru pacientii.



4.2.2 Hladiny proteinu Siva-1 v nadorové a normalni plicni tkani stanovené pomoci

Western blotu

Bylo analyzovano 39 lidskych vzorkli nemalobunééného karcinomu plic a stejny
pocet vzorkii nddorem nepostizeného plicniho parenchymu vzdy od stejného pacienta, které
slouzily jako kontroly. Pouzitou metodou byl Western blot nadorovych a kontrolnich
extraktli. Vysledky jsou patrny na Obrazku 7. Jak bylo uvedeno vyse, kromé¢ jediného
vzorku (na obréazku ¢islo 23), kde u pacienta probéhla neoadjuvantni chemoradioterapie, byly
vSechny resekované vzorky od pacienti bez ptedchozi onkologické 1é¢by.

Hladina proteinu SIVA-1 byla v podstaté¢ vzdy vyssi v nadorové tkani, jen v nékterych
parech vzorkl byla stejnd 1 u kontroly. Nékolik vzorki nddortt mélo hladinu SIVA-1
nedetekovatelnou (vzorky 16, 20, 29, 30, 33), i kdyz zde mohla byt pfitomna nizka, ale pod
urovni detekce protilatkou. V téchto vzorcich pak nebyl protein detekovatelny ani v normalni
zdravé plicni tkdni. Né&které vzorky nemalobunééného plicniho karcinomu mély oproti
kontroldm extrémné vysokou hladinu SIVA-1 (vzorky 2, 6, 15, 21, 37). Vzorek 23 ziskany od
jediného pacienta, ktery absolvoval pfed operaci neoadjuvantni chemoradioterapii, mél
hladinu proteinu pfiblizn€ stejnou v nadoru i kontrole. Vzhledem k ostatnim vysledktim, kdy
protein byl téméf vzdy zvySen v nadorové tkani, 1ze (zatim zcela hypoteticky) fict, Ze hladina
proteinu SIVA-1 v nddoru se mohla po neoadjuvantni chemoradioterapii snizit. Hladiny
proteinu SIVA-1 nijak nekorelovaly s klinickymi daty jako naptiklad vek, pohlavi, koufeni,
histopatologicka diagnoza, grade nebo stadium.

Celkové lze tedy fict, Ze hladina proteinu SIVA-1 byla obecné zvySena (n€kdy
extrémné siln¢) v nddorové tkani. Na druhé stran¢ vSak existuje malé procento tumord,
jejichz hladina je velmi nizka a neni protilatkou detekovana. Nikdy vSak kontroly nevykézaly
veétsi expresi nez nadory. To vSe muze svédcit jednak pro dalezitost SIVA-1 pii progresi
nadoru (vysoké hladiny), jednak pro duleZitost proteinu pfi iniciaci nddoru (nizké hodnoty),
kdy pfi progresi neni jiz studovany protein tak dilezity. Z piivodni prace citované v tivodu
nevyplyva, zda SIVA-1 u mySich nadort hra roli pfi iniciaci nebo progresi. Vysledky
v podstaté koreluji se stanovenim hladiny proteinu v bunikdch bunéénych linii
nemalobunééného karcinomu plic i dalSich nadort, kdy hladina SIVA-1 u nemalobuné¢ného
karcinomu plic i dalSich nadorovych typl byla n€kde velmi vysoka, n¢kde stfedni, vyjimecné
chybéla (viz dale). V kazdém ptipad¢ vSak naSe vysledky ukazuji na obecné zvySenou expresi

SIVA-1 ve zkoumanych vzorcich nemalobunééného karcinomu plic a podporuji tak

49



hypotézu, ze méa tento protein onkogenni funkci nejen u mysiho modelu nemalobunééného

karcinomu plic ale i lidského nemalobunécného karcinomu plic.
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Obrazek 7. Hladiny proteinu Siva-1 v nadorové a normadlni plicni tkdni.
N: normalni plicni parenchym, T: tumor. Jako referencni protein a indikator integrity vzorku
by pouzit p-aktin. Vsechny resekované vzorky po izolaci extraktu ukazaly extrakt kvalitni,

pouzitelny pro Western blot. Velikost zkoumaného proteinu je mala, pod 20 kD.
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4.2.3 Stanoveni hladiny SIVA-1 mRNA v nadorové a normalni plicni tkani pomoci real-

time PCR

Ke zjisténi, zda zvyseni pfitomnosti proteinu SIVA-1 v nddorové tkdni zmétené na
Western blotech je zpiisobeno zvysenou transkripci, byla izolovana z nadorovych 1
kontrolnich vzorki RNA a po reverzni transkripci métena hladina cDNA pomoci real-time
PCR. Pouzita byla jsme presnéjsi a specifictéjsi metoda Tagman. Vysledky jsou zobrazeny na
Obrazku 8. V nékterych vzorcich byla v§ak RNA degradovéana a pro metodu takovy vzorek
nebylo mozno pouzit. Nicméné, ve vSech analyzovanych vzorcich byla RNA vzdy zvysena v
nadorové tkani oproti kontrole, coz sv€d¢i o transkripci jako o procesu, ktery vyrazné
ovliviiuje hladinu proteinu SIVA-1 v nadorové tkané vici kontrole. Pouze vzorek 23 ziskany
od jediného pacienta, ktery absolvoval pted operaci neoadjuvantni chemoradioterapii, mél
hladinu RNA pfiblizn€ stejnou v nadoru i kontrole. Obecné zvySeni hladiny nekorelovalo s
vysi hladiny proteinu (kapitola 4.2.2 a Obrazek 7). ZvySeni specifické RNA vii¢i kontrole se

v analyzovanych vzorcich vyrazné liSilo, vSude vSak bylo statisticky signifikantni.
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Obrazek 8. Analyza exprese SIVA-1 mRNA pomoci Tagman systému metodou real-time
PCR. Zvyseni ve vsech nadorovych vzorcich (kromé vzorku 23) oproti kontrolam je jasné

zretelné, i kdyz variabilita zvyseni byla Siroka (od dvojnasobku az po dvacetindasobek).
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4.2.4 Srovnani hladiny proteinu SIVA-1 v odebranych vzorcich a ve vybranych

liniich bunéénych kultur nemalobunééného karcinomu plic

Pro srovnani hladiny proteinu SIVA-1 v nadorové tkani ziskané od souboru pacientii a
ve vybranych bunécnych liniich nemalobunééného karcinomu plic z bunéénych kultur (i
nékolika jinych typti nddorit) byl pouzit opét Western blot. Vysledky jsou zobrazeny na
Obrazku 9.

Zjisténa hladina proteinu SIVA-1 se opét velmi lisila napfi¢ jednotlivymi typy
nadorovych bunéénych linii (Obrazek 9, ¢ast A). Velmi vysoka hladina proteinu SIVA-1
byla detekovéana u nékterych bunécnych linii nemalobunééného karcinomu plic (H1299,
H2170 nebo SK-MES-1) zatimco u jinych bunéénych linii nemalobunééného karcinomu plic
byla exprese velmi nizka (A549 a H460) nebo nebyla viibec detekovatelna (linie H661). Pro
srovnani je ukazéana i exprese proteinu SIVA-1 v normalnich lidskych fibroblastech (IMR90).

Déle byla zkoumana mira exprese i v bunécnych liniich lidského malobunééného
karcinomu plic (Obrazek 9, ¢ast B, levy panel). V téchto bunéénych liniich byla situace
podobna jako u linii nemalobunééného karcinomu plic s rozdilem, ze zde bylo vice linii
s nizkou nebo zaddnou expresi proteinu SIVA-1. Naopak vysoké hladina tohoto proteinu byla
zaznamenana u linii H209 nebo H44. Podstatnym zjisténim je, Ze v bunéénych liniich
kultivovanych bun¢k normalniho bronchialniho epitelu (NHBEC) byla exprese proteinu
SIVA-1 pomérn¢ vysoka, coz by mohlo znac¢it moznou tlohu tohoto proteinu pfi
karcinogenezi lidskych plicnich nddori (Obrazek 9, ¢ast B, pravy panel). Absence exprese
proteinu SIVA-1 v normalnich epitelidlnich bronchialnich buiikdch by totiz vylucovala
hypotézu, ze ptitomnost tohoto proteinu je nutna pro vyvoj nemalobunééného karcinomu plic
u mysi (Van Nostrand J. L. et al., 2015).

Pro dal$i srovnani exprese proteinu SIVA-1 byly pouZity extrakty z jinych linii
nadorovych bunék nez plicnich. Naptiklad u buné¢nych linii karcinomu pankreatu byla
hladina proteinu SIVA-1 obecné nizsi nez v bunikdch nemalobunééného karcinomu plic
(Obrazek 9, ¢ast C). I u dalSich riznych typt bunécénych nadorovych linii byla obecné
exprese proteinu SIVA-1 velmi nizk4 az Zadna, kromé fibrosarkomu (linie HT1080)
(Obrazek 9, ¢ast E). Jako dalsi srovnani k analyzovanym resekovanym vzorkiim
nemalobunééného karcinomu plic byla provedena analyza tii kolorektalnich karcinomi a
ptisluSnych kontrol. Zde byl protein SIVA-1 pfitomen jen u jednoho ze tii kolorektalnich

karcinom1, a to navic v pomérné€ nizké hladin¢ (Obrazek 9, ¢ast D).
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Bylo také zkoumano, zda inherentni pfitomnost proteinu SIVA-1 v buiikach lidského
nemalobunécného karcinomu plic v bunécné kultute piinasi buiikkam prolifera¢ni vyhodu. Byl
analyzovan rust dvou bunécnych linii lidského nemalobunécného karcinomu plic s nizkou
nebo zadnou hladinou proteinu SIVA-1 (linie A427 a H661) a dvou bunéénych linii lidského
nemalobunééného karcinomu plic s vysokou hladinou proteinu SIVA-1 (linie H1299 a SK-
MES-1). Vysledky jsou uvedeny na Obrazku 9 (¢ast E). Nebyla nalezena zadna korelace
mezi hladinou proteinu SIVA-1 a rychlosti proliferace. Bunétna linie SK-MES-1 s vysokou
hladinou proteinu SIVA-1 proliferovaly vyrazné pomaleji a tfi ostatni testované bunécné linie

proliferovaly ptiblizn¢ stejné rychle.
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Obrazek 9. Exprese proteinu Siva-1 v buiikach bunécénych kultur a riistové kiivky
bunécnych kultur s nizkou a vysokou hladinou proteinu. (4) Exprese proteinu SIVA-1 u
lidskych nemalobunécnych karcinomui plic a kontrolnich fibroblastii. (B) Hladina proteinu u
lidskych malobunécnych karcinomii plic a u normalnich bronchialnich epitelialnich bunék.

(C) Hladina protein u 5 pankreatickych nadorii (pro srovnani). (D) Hladina proteinu u ti'i
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kolorektalnich karcinomii a jejich kontrolnich tkani (pro srovnani). (E) Hladina proteinu u
dalsich riiznych typii nadorovych bunéek. (F) Proliferacni kiivky u 2 bunécnych linii
nemalobunécného karcinomu plic s nizkou az zadnou hladinou SIVA-1 a u 2 linii s vysokou
hladinou. Proliferace byla provedena v jamkdch na destickach, buiky obarveny krystal

violeti, odbarveny a kvantifikovany.

4.2.5 Vztah proteinu SIVA-1 a signalni drahy Hedgehog

V dalsi ¢asti prace bylo zkouméano, jakym mechanismem (kromé¢ napftiklad jiz
popsan¢ aktivace mTOR drahy) by mohl byt protein SIVA-1 onkogenni. Jeden
z transkrip¢nich cilti signdlni drahy Hedgehog je gen kodujici antiapoptoticky protein
survivin. Z tohoto divodu byl pouzit survivin promoter-reporter systém ke zjisténi, zda je
protein SIVA-1 schopen také aktivovat promoter jinak aktivovany signalni drahou Hedgehog.
K tomuto experimentu byla pouzitd specialné pfipravend forma proteinu SIVA-1 (N-
terminalni FLAG-SIVA-1), ktera je stejné€ G€inna jako nativni forma. Vysledky jsou patrny
na Obrazku 10, ¢ast A. Na zaklad¢ tohoto experimentu je zfejmé, Ze konstrukt FLAG-
SIVA-1 aktivoval promoter pro survivn, a to jednak bez ptidani transkripcnich faktortit GLI
(prvni Ctvetice vzorkll), jednak i s pfidanim transkripéniho faktoru GLI1 nebo GLI2 (u GLI2
byla pouzita forma AGLI2, ve které je odstranéna N-terminalni represorovd doména a tato
forma se bézn€ pouziva jako GLI2 transkripcni aktivator). FLAG-SIVA-1 aktivoval 1 GL2-
aktivovany promoter (druha ctvetice vzorktll) a rovnéz GLI1-aktivovany promoter, 1 kdyz zde
o néco méngé (tieti ¢tvetice vzorki). Konstrukt FLAG-SIVA-1 byl velmi u¢inny, nebot’ jeho
aktivacni funkce bez ptidani transkripénich faktortt GLI byla jesté o néco vEtsi nez aktivace
s GLI2 faktorem. Mimo to, FLAG-SIVA-1 v ptipadé pfitomnosti transkrip¢niho faktoru
GLI2 jeste zvysil GLI2-aktivovanou transkripci.

Ve vSech ptipadech FLAG-SIVA-1 antagonizoval inhibici drahy Hedgehog
navozenou jejim inhibitorem GANT61, a to opét nejvice ve vzorcich, kdy nebyly pfidany
transkripéni faktory GLI1 nebo GLI2 (Obrazek 10, ¢ast A). Exprese FLAG-SIVA-1 byla ve
vSech pripadech stejna, coz bylo prokazano pomoci anti-FLAG protilatky (Obrazek 10, ¢ast
B). K aktivaci byly pouzity i FLAG-formy GLI1 a GLI2, nicméné& na kontrolnim Western
blotu jde vSak jasné o expresi FLAG-SIVA-1, nebot rozdil molekulové hmotnosti GLI
faktorti a SIVA-1 je velky (GLI faktory jsou vétsi nez 160 kD, SIVA-1 mensi nez 20 kD).
Tento experiment byl nasledné proveden také na dvou jinych typech nadorovych bunéénych

linii neZ plicnich, kde aktivace signalni drahy Hedgehog a survivinového promoteru
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proteinem SIVA-1 byla marginalni nebo vitbec zadna (neni ukézéno). Timto experimentem
tak bylo dokazano zcela origindlni pozorovani, ze protein SIVA-1 aktivuje signalni drahu
Hedgehog u bunék lidského nemalobunééného karcinomu plic a mé zde tedy tkanove

specifickou onkogenni funkci, coz je zcela opacna funkce nez u jinych bunéénych typt.
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Obrazek 10. SIVA-1 aktivuje Hedgehog drahu a GLI faktory. Promoter-reportérovy system
pro survivinovy promoter byl pouZit jako indikator aktivace Hedgehog drahy u bunécné linie

nemalobunécného karcinomu plic (H1299). (4) Aktivace byla pozorovana bez pritomnosti i s
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kotransfekci GLII a GLI2 transkripcnich faktorii. Pokus byl opakovan 2x se stejnymi
vysledky. GANT61 byl pridan 20 hodin pred konecnym sklizenim bunék a naslednou
pripravou bunécného extraktu. Vsechny rozdily v hodnotach aktivity promoteru jsou
statisticky signifikantni. (B) Kontrolni Western blot ukazuje, Zze mnozstvi protein SIVA-1 bylo
po transfekci FLAG-SIVA-1 plazmidu vzdy stejné. Jako referencni plazmid byl pouzit plazmid

pro Renilla luciferase.

4.2.6 Subcelularni lokalizace proteinu SIVA-1 u nemalobunééného karcinomu plic

Ptekvapivé zjisténi, ze protein SIVA-1 ma vliv na Hedgehog drahou fizenou
transkripci survivinového promoteru vedlo k dal$im experimentim za uc¢elem zjisténi
bunécné lokalizace proteinu SIVA-1. Ten by tak, pokud ma transkripcné aktivaéni efekt na
drahu Hedgehog, by m¢l byt lokalizovan v bunééném jadru. Za timto ucelem byl pfipraven
SIVA-EGFP (enhanced green fluorescent product) expresni konstrukt, ktery po transfekci
exprimuje fuzni protein SIVA-EGFP, jenzZ poté sviti pfimo zelen¢ (vlivem pfitomnosti prave
EGFP). Jako kontrolni konstrukt byl pouzit samostatny EGFP protein. Oba konstrukty byly
transfektovany do dvou typti nadorovych bunécnych linii nemalobunééného karcinomu plic
(linie H1299 a A427).

Vysledky ukézaly, Ze zatimco kontrolni samostatny protein EGFP byl lokalizovan
v bunééném jadru i1 cytoplazmé, SIVA-EGFP se lokalizoval témét vyhradné do bunééného
jadra. Vysledky byly podobné u obou testovanych bunécnych linii nemalobunééného
karcinomu plic (Obrazek 11). Tento nalez je v souladu s myslenkou, ze SIVA-1 mé také
dosud nepoznanou jadernou funkci, tedy podpora kone¢né transkripce signalni drahy

Hedgehog, jak bylo originalné€ zji$téno na survivinovém promoteru (kapitola 4.2.5).
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Obrazek 11. Subceluldrni lokalizace fuzniho proteinu SIVA-EGFP ve dvou typech
nadorovych bunécnych linii nemalobunécéného karcinomu plic. V obou typech bunék je
zretelna jadernd lokalizace SIVA-1 proteinu. Jako kontrola byl pouzit pouze EGFP
konstrukt/plazmid. Barveni jader bylo provedenou pomoci DAPI.
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4.2.7 Citlivost bunék nemalobunééného karcinomu plic s vnesenym SIVA-1 proteinem

na metabolické a ristové zasahy

Prestoze korelace mezi rychlosti proliferace s hladinou proteinu SIVA-1 u
testovanych nadorovych bunéénych linii nebyla prokazana (kapitola 4.2.4), byla dale
zkoumana moznost, zda ptitomnost proteinu SIVA-1 v buiikkach nemalobunécného
karcinomu plic muze souviset s dalSimi parametry bunécného ristu (riistovd a metabolicka
deprivace za/bez pfitomnosti inhibitort).

Za timto ucelem byly pfipraveny stabilné transfektované buniky nemalobunécného
karcinomu plic z linie A427, které maji normaln¢ pouze nepatrnou hladinu proteinu SIVA-1.
Byl pfipraven expresni vektor s N-termindlnim ozna¢enim FLAG-SIVA. Jak jiz bylo
zminéno, u¢innost konstruktu SIVA-FLAG a SIVA-1 bez FLAG byla stejna pii testovani
v reportérovych systémech se survivinovym promotérem (kapitola 4.2.5). Jako kontrola byl
pouzit prazdny FLAG-plazmid bez SIVA-1.

Po selekei bun€k v geneticinu (aminoglykosidové antibiotikum strukturdlné podobné
gentamicinu B1) byly ziskany ,,pooly* bunék i jednotlivé klony bunécné linie A427 stabiln¢
produkujici exogenni protein SIVA-1 (Obrazek 12, ¢ast A). Oba typy bun¢k linie A427,
tedy s FLAG-SIVA-1 a kontrolni bez FLAG-SIVA, byly podrobeny dalsi analyze za
pozmeénénych metabolickych podminek. V kultiva¢nim médiu bez glutaminu byl riist bun¢k a
jejich viabilita vyssi u bun¢k s FLAG-SIVA-1. Toto pozorovani naznacuje, ze pritomnost
proteinu SIVA-1 zvySuje odolnost bun€k pii glutaminové deprivaci a obecné zvySuje
zivotnost zkoumanych bun¢k (Obrazek 12, ¢ast B). Naopak, rozdil rychlosti ristu mezi
obéma typy bunék v piipadé deprivace kultivaéniho média (pouze 0,2 % teleci sérum po 2
dny) nebyl statisticky vyznamny, ptestoze buniky s FLAG-SIVA-1 rostly oproti kontrolnim
nepatrné rychleji. Bunky FLAG-SIVA-1 byly také rezistentné;si viici pfidanému mTOR
inhibitoru (rapamycin), ale ponékud vice citlivé vii¢i inhibitoru Hedgehog drahy (GANT61)
(Obrazek 12, ¢ast B a C). Toto zjisténi tak plné koreluje s predchozimi vysledky, nebot’
aktivuje-li SIVA-1 signalni drahu Hedgehog, je pak logické, Ze je citlivéjsi vici inhibitoru
této dréhy.
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Obrazek 12. Citlivost na metabolické a riistové zasahy u nadorové bunécéné linie
nemalobunécného karcinomu plic A427 s ektopicky prenesenym vektorem pro SIVA-1 a
bez néj. FLAG-SIVA-1 expresni vektor byl transfektovan do bunécné linie A427
(nemalobunécny karcinom plic), ktera ma témér nulovou hladinou proteinu SIVA-1. FLAG-
SIVA-1 pozitivni klony byly selektovany v geneticinu (G418). Jako kontrola slouzil plazmid
PFLAG-CMV-4. (A) Exogenné a stabilné protein produkujici bunky. (B, C) Kontrolni bunky
a bunky ektopicky produkujici SIVA-1 protein byly testovany v ruznych riistovych
deprivacnich podminkdch, byla zjistovana jejich viabilita a rist v pritomnosti inhibitoru
(rapamycin — inhibitor mTOR drahy, a GANT61 — inhibitor Hedgehog drahy).

* - statisticky nesignifikantni.

60



5. Diskuze

Bronchogenni karcinom i ptes pokracujici vyzkum a rozvijejici poznani nadale patii
mezi onemocnéni, ktera se vyraznym zpiisobem podili na morbidité a mortalité populace.
Za poslednich 20 let bylo vice objasnéno molekuldrné genetické pozadi u nemalobunééného
karcinomu plic, coz umoznilo vyvoj cilené protinadorové 1€cby a zlepSeni piezivani u
vybrané ¢asti pacientd s timto onemocnéni. Dalsi intenzivni vyzkum v této oblasti je vSak
nadale zadouci, nebot’ u nadoru se mize vyvinout sekundarni rezistence proti cilené
protinadorové 1écbé (Aldea M. et al., 2021). V nasi praci jsme se proto zabyvali studiem
vyznamu signalni drahy Hedgehog a proteinu SIVA-1 u nemalobuné¢éného karcinomu plic.

Signalni draha Hedgehog je nesmirné diilezitd v embryonalnim vyvoji obecné a
zejména pak v embryogenezi plic. V plicich se jeji vliv uplatiiuje také v dospélosti, a to jak za
fyziologickych podminek, tak pfi patologické aktivaci v ramci karcinogeneze (Abe Y.,
Tanaka N., 2016). V nasi vyzkumné praci jsme tak zkoumali, jaka je exprese drahy
Hedgehog a jejich jednotlivych komponent u nemalobunééného karcinomu plic a u nékterych
dalSich nadori. Zjistili jsme, Ze aktivita signalni drahy Hedgehog v bunéénych liniich
lidského nemalobunééného karcinomu plic byla enormné zvysend. Navic, exprese pouze
samotného ligandu této drahy (sonic Hedgehog) se velmi lisila u jednotlivych nadori. Toto
zjisténi je velmi zajimavé a nepfimo ukazuje na autokrinni/parakrinni aktivaci Hedgehog
drahy (v ptipadé¢ aktivace kanonickou cestou) a tato aktivace je tak moZzna i pii niZ8i expresi
ligandu. Nicméng, jak jiz bylo uvedeno v literarnim tivodu, aktivace této drahy je mozna 1
nenakonickou cestou, tedy bez nutnosti vazby ligandu na receptor Patched.

Né&kolik predeslych praci prokéazalo, ze latka GANT61 inhibuje signalni drahu
Hedgehog, ovSem na jinych typech bunéénych linii, nez které jsme ke studiu této drahy
vyuzivali (Vickova K. et al. 2016; Mazumdar T. et al., 2011; Po A. et al., 2017; Desch P. et
al., 2010). Proto jsme také ptistoupili u nasich zkoumanych nadorovych bunécnych linii
(nemalobunécéného karcinomu plic a dalSich) k testovani inhibice bunécné proliferace
inhibitorem Hedghog dréhy (inhibitor GANT61). Zjistili jsme, Ze vybrané bunétné linie
nemalobunééného karcinomu plic nebyly na konci experimentu citlivé k plisobeni tohoto
inhibitoru. Obdobna situace byla 1 v ptipad¢ tfi bunécnych linii karcinomu pankreatu, které
navic patfily k nejvice rezistentnim vii¢i zkoumanému inhibitoru, ackoli n¢které predchozi
prace ukazovaly na moznou sensitivitu (Miyazaki Y. et al., 2016; Lauth M., Toftgard R.,
2011).
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V prilomové pavodni praci Van Nostrandové a kolektivu, ze které vychéazela druha
¢ast hypotéz a cilti pro nasi dalsi praci, bylo ukdzano na mysim modelu, Ze pfitomnost SIVA-
1 je nutnd pro vyvoj adenokarcinomu u mysi (Van Nostrand J. L. et al., 2015). Autofi pouzili
geneticky modifikovany mysi hybridni kmen s mutovanym KRAS onkogenem, ve kterém
bylo mozné inducibilné provést knockout genu pro SIVA-1 pouze v plicni tkéni. Nadory byly
indukovany chemicky karcinogenem a vznikaly u SIVA-1 pozitivnich mysi ve vysokém
procentu (nad 90 %). Po soucasném inducibilnim vytazeni genu SIVA-1 specificky pomoci
LoxA-Cre rekombinasy (intratrachedlni instilaci Cre-AAV viru) vSak nédory vznikaly zcela
sporadicky, a to navic pouze benigni adenomy.

Dalsi jejich pozorovani ukazalo na zpomaleny riist nadorti v bunééné kultute a snizeni
aktivity mTOR signdlni dréhy po knockdownu SIVA-1 pomoci shRNA (Van Nostrand J. L.
et al., 2015). Protein SIVA-1 tedy téz stimuloval metabolickou aktivitu nddorovych bunék.
Toto zjisténi bylo piekvapivé vzhledem k tomu, Ze protein SIVA-1 byl do té¢ doby povazovan
za typicky proapoptoticky (tedy protinddorovy) faktor (podobné jako naptiklad BAX, BAD,
BAK, PUMA, NOXA) jehoz transkripce je (stejn€ jako u ostatnich proapoptotickych genit)
fizena tumor supresorovym genem p53. Protein SIVA-1 vSak ve vSech ostatnich tkanich
kromé plicni nadéle fungoval proapoptoticky. Tato vySe uvedena nové zjisténa protichlidna
(proonkogenni) aktivita proteinu SIVA-1 pravé pouze u nemalobunécného karcinomu plic, a
predevsim jeho nezbytna dilezitost pti vyvoji tohoto nddoru na mysim modelu nas vedly
k tomu, abychom studovali jeho expresi a funkci ve vzorcich nadorovych bunék lidskych
nemalobunéénych karcinomil (a kontrolnich vzorcich normalniho parenchymu) plic
ziskanych pfimo od pacientii, ktetfi na naSem pracovisti podstoupili chirurgicky vykon pro
tuto diagnozu.

V nasem souboru bylo zafazeno 39 pacientt, ktefi v obdobi mezi unorem roku 2016 a
srpnem roku 2019 podstoupili anatomickou plicni resekci (lobektomie, bilobektomie,
pneumonektomie) pro pfedem histologicky verifikovany nemalobunéény karcinom plic.
Primérny veék pacientd v tomto souboru byl 68,4 let, pomér Zen a muzi byl ptiblizné
vyrovnany a nepiekvapivé vétSina pacientli z tohoto souboru méla jednoznacné
dokumentovanou anamnézu kouteni cigaret (at’ jiz aktivniho v dobé operace nebo
v minulosti). Pouze jeden pacient z tohoto souboru pied operaci podstoupil neoadjuvantni
chemoradioterapii. Pomér histologickych typti adenokarcinomu a dlazdicobunééného
karcinomu byl v podstaté vyrovnany, tietim zaznamenanym histologickym typem byl
adenoskvamozni karcinom, ktery byl v§ak zaznamenan pouze ve dvou ptipadech. Blizsi

klinicko-patologické data jsou uvedena v Tabulce 1.
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U vzorkl nadorti a piislusnych kontrolnich vzorkii tumorem nepostizeného plicniho
parenchymu od kazdého pacienta v souboru jsme zkoumali hladinu proteinu SIVA-1 pomoci
Western blotu. Nase vysledky na tomto souboru ukazaly, ze hladina proteinu SIVA-1 je
obecné zvysena (nekdy extrémné siln€) v nadorové tkani oproti kontrolni zdravé plicni tkéni
v ramci jednoho pacienta. Zaroven je nutno podotknout, ze bylo zjiSténo 1 mensi procento
tumort, u nichz byla hladina SIVA-1 velmi nizka a/nebo nebyla protilatkou detekovana. U
jediného pacienta, ktery podstoupil neoadjuvantni chemoterapii, byla hladina proteinu SIVA-
1 pfiblizné stejnd v nadorové i kontrolni zdravé plicni tkani. To by mohlo naznacovat (zatim
pouze hypoteticky), ze onkologicka 1écba pied operaci mohla hladinu proteinu SIVA-1
v nddoru snizit. Na definitivni potvrzeni tohoto pfedpokladu by vSak bylo nutné provést dalsi
expresi proteinu SIVA-1 nez nador u ptislusného pacienta (Obrazek 7). Nase vysledky tak
ukazuji na obecné zvySenou expresi SIVA-1 ve zkoumanych vzorcich nemalobunééného
karcinomu plic a podporuji tak hypotézu, ze ma tento protein onkogenni funkci nejen u
myS$iho modelu nemalobunééného karcinomu plic ale i lidského nemalobunééného
karcinomu plic.

Dal8im krokem bylo stanoveni SIVA-1 mRNA ve vzorcich nadori a piislusné
kontrolni zdravé plicni tkani pomoci metody real-time PCR. Kromé vySe uvedeného vzorku
od pacienta po neadjuvantni onkologické 1€¢b¢, byla ve vSech analyzovanych vzorcich RNA
vzdy zvySena v nadorové tkani oproti kontrole, coz svédci o transkripci jako o procesu, ktery
vyrazné ovliviiuje hladinu proteinu SIVA-1 v nadorové tkang vii¢i kontrole (Obrazek 8).

Nasledné jsme stanovovali hladinu proteinu SIVA-1 pomoci Western blotu i u
bunécnych linii nemalobunééného karcinomu plic a nékterych dalSich typti nadord (Obrazek
9). Hladina proteinu SIVA-1 se liSila jak napfi¢ riiznymi typy nadorovych bunék, tak i
v ramci jednotlivych linii nemalobunééného karcinomu plic. Podstatnym zjiSténim je, Ze
v bunéénych liniich kultivovanych bun€k normélniho bronchialniho epitelu (NHBEC) byla
exprese proteinu SIVA-1 pomérné vysokd, coZ by mohlo znac¢it moZnou tlohu tohoto
proteinu pii karcinogenezi lidskych plicnich naddort. Absence exprese proteinu SIVA-1 v
téchto normalnich epitelidlnich bronchidlnich bunkéach by totiz vylu¢ovala hypotézu, ze
pfitomnost tohoto proteinu je nutna pro vyvoj nemalobunééného karcinomu plic u mysi (Van
Nostrand J. L. et al., 2015). Tato zjiSténi zaroven implikuji, Ze nddorové buinky neexprimujici
protein SIVA-1 mohly ztratit schopnost exprese az béhem progrese nadoru, a to
pravdépodobné proto, zZe jeho onkogenni tlohu v pribéhu mutageneze pievzal jiny

onkogenni protein nebo proteiny. U téchto nddorovych bunék je tak mozno uvazovat o tom,
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ze protein SIVA-1 ma ulohu pfi iniciaci nddoru (coz samoziejme neni v rozporu s moznosti,
ze SIVA-1 iniciuje nador i u takovych malignich bun€k, kter¢ si jeho expresi zachovaly).

Dale jsme zkoumali, zda inherentni pfitomnost proteinu SIVA-1 v butikach lidského
nemalobunééného karcinomu plic v bunééné kultute ptinasi bunikam prolifera¢ni vyhodu.

K tomu byly vybrany dvé bunécné linie nemalobunécného karcinomu plic s nizkou nebo
zadnou hladinou proteinu SIVA-1 a dvé bunécné linie lidského nemalobunééného karcinomu
plic s vysokou hladinou proteinu SIVA-1. Timto experimentem jsme neprokézali zédnou
korelaci mezi hladinou proteinu SIVA-1 a rychlosti proliferace. Z toho lze usuzovat, ze at’ uz
je hladina proteinu SIVA-1 vysoka ¢i nizka, béhem progrese nddoru a dalSich mnoha
pasazich v bunééné kultufe se buiiky adaptovaly a proliferovaly typickou svoji rychlosti
nezavisle na hlading proteinu SIVA-1. Celkov¢ Ize tedy fict, ze hladina proteinu SIVA-1 v
nadorovych liniich je velmi variabilni, u nemalobuné¢ného karcinomu plic nesouvisi s
rustovou rychlosti, pfestoze je zde jeho exprese relativné ¢astéjsi a vyssi nez u ostatnich typi
nadort.

V dalsi ¢asti prace jsme zkoumali, jakym mechanismem by mohl byt protein SIVA-1
onkogenni u lidského nemalobunééného karcinomu plic. Protoze signalni draha Hedgehog
ma také vyznamnou ulohu pii vzniku nemalobunééného karcinomu plic, pouzili jsme
k tomuto experimentu promoter-reporterovy systém pro survivin, o kterém bylo nedavno
zjisténo, Ze je transkripnim cilem praveé drahy Hedgehog (Vickova K. et al., 2016)
(Obrazek 10). Nase vysledky vedly ke zcela novému originadlnimu zjisténi, Ze protein SIVA-
1 aktivuje signdlni drahu Hedgehog u nemalobunééného karcinomu plic. Piestoze piesny
molekularni mechanismus aktivace transkripce proteinem SIVA-1 jesté zbyva detailné
objasnit, ukazuji tyto vysledky na zcela opacnou (proonkogenni) roli proteinu SIVA-1 u
nemalobunécného karcinomu plic nez u jinych bunéénych typa, kde je jeho funkce
antionkogenni. Zjistili jsme tedy zcela novou proonkogenni funkci proteinu SIVA-1 u
nemalobunééného karcinomu plic, kterou je aktivace signalni drahy Hedgehog. Protoze tato
aktivovana signalni draha hraje ustfedni ilohu u nemalobunééného karcinomu plic ale 1 u
jinych nadorf, nami zkoumany protein by mohl pisobit proonkogenné kromé aktivace
mTOR dréhy i aktivaci Hedgehog drahy (a tim zvySenim exprese onkogenniho proteinu
survivinu).

Dal$imi experimenty jsme pak prokdzali lokalizaci proteinu SIVA-1 do bunééného
jéadra, coZ je v souladu s ptedchozim zjisténim, ze SIVA-1 ma jadernou funkeci (jejiz piesny
mechanismus jesté zbyva objasnit), kterym je tedy podpora kone¢né transkripce signalni

drahy Hedgehog, jak bylo originalné zjiSt€no na survivinovém promoteru.
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Pti zkoumani citlivosti bunék nemalobunécného karcinomu plic s vnesenym SIVA-1
proteinem na metabolické a riistové zasahy jsme zjistili, Ze piitomnost proteinu SIVA-1
v tomto typu nadorovych bun¢k o néco zvysuje jejich viabilitu a zvysSuje rychlost ristu
v kultivaénim médiu bez glutaminu.

Nase vysledky pfinesly zcela nové origindlni poznatky v oblasti zakladniho
onkologického vyzkumu u nemalobunécného karcinomu plic. Protoze molekularni biologie
nadort je komplexni, dalSi experimentdlni prace nejen v této konkrétni oblasti jsou nadale
zadouci. Navazujici vyzkum a hlubsi poznani pfesnych mechanismii aktivace drahy Hedgehog
proteinem SIVA-1 by v budoucnu mohl vést 1 k vyvoji specifické cilené protinadorové 1écby

u nemalobunécného karcinomu plic.
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6. Zavér

Nas vyzkum ptedlozeny v této praci potvrdil, Ze jednotlivé komponenty signalni
drahy Hedgehog jsou exprimovany u zkoumanych bunéénych linii nemalobunécéného
karcinomu plic. V ndvaznosti na to jsme zjistili, Ze tyto linie nemalobunécného karcinomu
plic v8ak nejsou citlivé k pisobeni inhibitoru GANT61, ktery ma4 jinak inhibi¢ni vliv na
drahu Hedgehog.

V dalsi ¢asti prace jsme se vénovali vyznamu proteinu SIVA-1 u lidského
nemalobunééného karcinomu plic na souboru 39 pacientl s timto onemocnénim. V zadném
vzorku nadoru a kontrolniho zdravého plicniho parenchymu v ramci stejného pacienta jsme
nezaznamenali, Ze by exprese proteinu SIVA-1 byla vétsi ve vzorku zdravé tkané nez
v nddorové tkani, coz vyznamné svéd¢i pro podporu hypotézy, Ze tento protein se tcastni na
karcinogenezi u lidského nemalobunééného karcinomu plic. Na zaklad¢ provedenych
experimentl jsme dale jednoznacné neprokazali souvislost mezi mirou exprese proteinu
SIVA-1 v nadoru a prolifera¢ni a riistovou vyhodou.
protein SIVA-1 aktivuje signalni drahu Hedgehog , ktera ma pii patologicky zvysené aktivaci
proonkogenni vliv. Jedna se o potvrzeni onkogenni role proteinu SIVA-1 u nemalobunécného
karcinomu plic, i kdyZ v jinych tkanich je jeho funkce pfedevsim proapoptoticka (tedy
antionkogenni, tumor supresorova). Nicméné, k dalSimu pfesnému pochopeni detailniho
mechanismu této tkanove specifické proonkogenni funkce proteinu SIVA-1 u lidského
nemalobunééného karcinomu plic bude tfeba dalsi vyzkum.

Zavérem lze shrnout, zZe provedené vyzkumné prace zcela splnily cile tohoto studia a
piispé€ly tak k dalSimu poznani komplexniho molekularné biologického pozadi u lidského

nemalobunééného karcinomu plic.
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7. Souhrn (v ¢eském a anglickém jazyce)

7.1 Souhrn

Tato disertacni prace prezentuje zakladni onkologicky vyzkum v oblasti lidského
nemalobunééného karcinomu plic. Nemalobunécny karcinom plic se stale vyraznou mérou
podili na morbidité a mortalité v celosvétové populaci. Dalsi zakladni vyzkum v této oblasti
pak ptispiva k hlubsimu pochopeni molekularniho pozadi tohoto onemocnéni a zvysuje tak
moznosti vyvoje ucinné cilené protinadorové 1éCby. V tivodni ¢4sti prace je kromé obecnych
informaci o bronchogennim karcinomu piedlozen i literarni vhled do sou¢asné¢ho poznani
v oblasti genetickych aberaci u nemalobunééného karcinomu plic a v soucasnosti klinicky
nejbéznéji stanovovanych driver mutaci u tohoto onemocnéni. Déle jsou zde shrnuty
dosavadni poznatky o dalSich molekuladrnich mechanismech a experimentalnich cilech, které
se mohou podilet na vzniku nemalobunééného karcinomu. Jde o signalni drahy Hedgehog,
mTOR a protein SIVA-1. Smyslem této prace bylo zvysit tiroven poznani o funkci signalni
drahy Hedgehog a proteinu SIVA-1 a jejich potencialnim vztahu u lidského
nemalobunécného karcinomu plic. Ke splnéni tohoto cile jsou v praci uvedeny relevantni
experimentalni metody. Prvni ¢ast vysledki této prace predevsim ukézala, Ze jednotlivé
komponenty signalni drahy Hedgehog jsou exprimovany u bunéénych linii lidského
nemalobunécného karcinomu plic. Déle bylo zjiSténo, ze zkoumané bunécné linie
nemalobunééného karcinomu plic nebyly citlivé k plisobeni specifického inhibitoru signalni
drahy Hedgehog. Druha ¢ast vysledkil prokéazala, Ze protein SIVA-1, ktery je obecné zndmy
pro svou tumor supresorovou funkci, je pfitomen v nddorové tkani lidského
nemalobunécného karcinomu plic, coZ podporuje hypotézu, Ze jeho funkce u t€chto nadort je
onkogenni. Nejpodstatné€jSim novym a originalnim nalezem je ptedevsim zjisténi, ze protein
SIVA-1 aktivuje signalni drahu Hedgehog, ¢imz byl naznacen jeden z moZnych mechanismi
proonkogenniho piisobeni proteinu SIVA-1 u lidského nemalobunécéného karcinomu plic.
Tyto a dalsi vysledky jsou diskutovany v piislusné ¢asti disertacni prace. Zavéry této
disertacni prace tak ptinaseji dalsi nova zjisténi do komplexni problematiky procesu
karcinogeneze u nemalobunééného karcinomu plic. V ptipad€ navazujiciho zakladniho
vyzkumu by tato zjisténi mohla v budoucnu potencialné ptispét i k vyvoji ucinnéjsich

cilenych protinddorovych 1é€iv u lidského nemalobunééného karcinomu plic.
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7.2 Summary

This thesis represents basic oncological research in non-small cell lung cancer. Non-
small cell lung cancer constantly contributes to morbidity and mortality of the population
worldwide. Further basic research in this field continues to improve deeper understanding of
the molecular background of this disease and increases possibilities of effective targeted
anticancer treatment development. In the introductory part, apart from general information on
bronchogenic carcinoma, literary insight into current level of knowledge on genetic
aberrations and commonly examined driver mutations in non-small cell lung cancer is
provided. Moreover, current knowledge on other molecular mechanisms and experimental
subjects, such as Hedgehog and mTOR signaling pathway or SIVA-1 protein, that might
participate in development of human non-small cell cancer. The aim of this study was to
clarify the importance of Hedgehog signaling pathway and protein SIVA-1 and their potential
relationship in development and progression of human non-small cell lung cancer. Relevant
experimental methods are described in the methods section. First part of this experimental
work detected that each single component of Hedgehog signaling pathway is expressed in
cell lines of human non-small cell lung cancer. Further analysis revealed that investigated cell
lines were not sensitive to inhibitory effect of specific inhibitor of Hedgehog signaling
pathway. Second part of presented results demonstrated that SIVA-1 protein (which
originally well known for its tumour suppression function) is present in tumour tissue of
human non-small cell lung cancer. This finding supports the hypothesis that SIVA-1 protein
has oncogenic role specifically in non-small cell lung cancer. The most crucial is novel and
original finding, that SIVA-1 protein activates the Hedgehog signaling pathway. This
suggests one of possible mechanisms of oncogenic role of SIVA-1 protein in non-small cell
lung cancer. All these findings are discussed in appropriate part of the thesis. In conclusion,
this study contributed to complex problematics of non-small cell lung cancer development.
Further basic research in this area might potentially contribute to development of more

effective targeted anticancer treatment of non-small cell lung cancer.
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