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Abstrakt

Nemalobunéény karcinom plic patii v celosvétovém meétitku
mezi nejcetnéjsi zhoubna onemocnéni viibec. I ptes veskery pokrok
v poznani o jeho etiopatogenezi €i vyvoji cilené protinadorové terapie,
zakladni vyzkum v oblasti tohoto onemocnéni a jeho efektivngjsi 1écba
predstavuje nadale vyzvu. Signalni draha Hedgehog se v pfipad¢ své
nepfiméerené aktivace podili onkogennim vlivem na rozvoji
nemalobunécéného karcinomu plic. P53 je znamy tumor supresorovy gen
fungujici jako bariéra proti vzniku nadort. Tento jeho ucinek je dan
predevsim transkrip¢ni aktivaci raznych proapoptotickych genil, z nichz
jeden je gen kodujici protein SIVA-1. Nedavno vsak bylo piekvapive
zjisténo, Ze SIVA-1 mé u nemalobuné¢éného karcinomu plic na mySim
modelu nadoru naopak proonkogenni funkci. Cilem této prace bylo vice
objasnit vyznam signalni drahy Hedghog a proteinu SIVA-1 u lidského
nemalobunécného karcinomu plic a ptipadné objasnit jejich mozny
vzajemny vztah pfi vzniku a progresi nemalobunééného karcinomu plic
u ¢lovéka. Na vybranych nadorovych bunéénych liniich lidského
nemalobunééného karcinomu plic byla ovéfena exprese jednotlivych
komponent signalni drahy Hedgehog. Ve vzorcich ziskanych od 39
pacientll operovanych pro nemalobunéény karcinom plic a ve
vybranych bunéénych liniich tohoto nadoru byla potvrzena exprese
proteinu SIVA-1. Tyto nélezy potvrzuji vyznam jak drahy Hedgehog,
tak proteinu SIVA-1 pfi vzniku nemalobunééného karcinomu plic. Za
zasadni nalez této prace lze povaZovat zcela nové a originalni zjisténi,
ze protein SIVA-1 aktivuje proonkogenni signalni drahu Hedgehog.
Toto zjisténi je v souladu s pfedchozimi dikazy, ze protein SIVA-1 ma
specificky u nemalobuné¢ného karcinomu plic onkogenni roli.

Klic¢ova 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 Signalni draha Hedgehog

Signalni draha Hedgehog za fyziologickych okolnosti reguluje
morfogenezi ruznych organti béhem embryogeneze (Ingham P. W.,
McMahon A. P., 2001). Tato dréha je u obratlovcii zakonzervovana a
vysoce aktivni u savct béhem prenatalniho vyvoje, zejména pii formaci
neuralni trubice, plic a skeletu. Nasledn¢ je pak tato draha neaktivni ve
vétSin€ dospélych tkani. Nicméné, i postnatdlné se nckteré organy
(centralni nervova soustava a plice) a jejich spravné fungovani spoléhaji
na pokracujici signalizaci drahy Hedgehog, kterd zde zprostfedkovava
signalizaci buné¢né obnovy a organové homeostazy (Beachy P. A. et al.,
2004; Merchant A. A., Matsui W., 2010). Molekuldrni mechanismy
signalni drahy Hedgehog jsou komplexni a slozité. V ptfipadé kanonické
aktivace (zac¢inajici vazbou ligandu na receptor) signalni drahy Hedgehog
byly identifikovany tfi typy ligandi aktivujici tuto drahu (Merchant A.
A., Matsui W., 2010):

e Sonic Hedgehog

e Indian Hedgehog

e Desert Hedgehog

Vyse uvedené ligandy maji schopnost vazat se na membranovy
receptor oznacovany Patched (PTCHI). Jde o transmembranovy receptor
(spojeny s G-proteinem, G-protein coupled receptor; GPCR), jehoz
polypeptidovy fetézec 12krat prostupuje lipidovou dvouvrstvou bunécné
membrany. Patched receptor v dob¢, kdy na néj neni navazan ligand,
konstitutivné tlumi aktivitu dal§iho transmembranového proteinu (taktéz
z rodiny receptorii spojenych s G-proteinem) nazyvaného Smoothened
(SMO). Pro uplnost je tieba uvést, ze ligandy se kromé& vazebného mista
na receptoru Patched vazi 1 na koreceptory na povrchu bunécné
membrany (CDO, BOC a GASI1), ¢imz dochazi k facilitaci vnimavosti
k aktivaci signalni drahy. Po navazani jednoho ze tii ligandli na receptor
Patched (a koreceptory) dojde ke zméné jeho konformace a tim piestane
tlumit aktivitu transmembranového proteinu Smoothened. To umozni
jeho akumulaci v oblasti primdrni fasinky a fosforylaci na
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cytoplazmatickém konci. Aktivita Smoothened pak vede k inhibi¢nimu
vlivu na protein Suppressor of fused (SUFU). Ten za normadlnich
okolnosti (neaktivovana drdha Hedgehog, bez navéazaného ligandu)
pusobi jako represor transkripnich faktortt GLI. Diky aktivité
Smoothened jsou tak transkripcni faktory GLI uvolnény z represorového
vlivu SUFU, fosforylovany a ptesouvaji se do bunééného jadra, kde
ovliviiuji transkripci mnoha genti véetné nékterych slozek vlastni signalni
drahy Hedgehog (naptiklad Patched nebo GLII). SUFU je nasledné
proteolyticky degradovan (Abe Y., Tanaka N., 2016).

GLIrodina se u obratlovet sklada ze ti proteini: 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 proteinti GLI rodiny vede k expresi
ptisluSnych cilovych genli. Mezi tyto geny patii geny kodujici
antiapoptotické proteiny (napf. bcl-2), proteiny urychlujici bunéény
cyklus nebo naptiklad sox-2, coz je marker pluripotentnich kmenovych
bun¢k.

Signalni draha Hedgehog mé zasadni roli v pribéhu embryonalniho i
postnatalniho vyvoje plic (Kugler M. C. et al., 2015). Bc¢hem
embryonalniho vyvoje signdlni molekuly drahy Hedgehog vyznamné
meéni vzorce 1 miru genové exprese. Vzorec genove exprese aktivovany
ligandem Sonic Hedgehog mezi 10. a 17. dnem embryonalniho vyvoje je
dilezity pro veskeré vétveni a rast bronchii, poté se omezuje jen na
podskupinu epitelidlnich bunék (Miller L. A. et al., 2001). PrestoZe je
mira exprese proteinti Sonic Hedgehog a Patched niz$i v obdobi kolem
narozeni, pofad pretrvava v epitelidlnich bunikach plic (Bellusci S. et al.,
1997). Experimentalni utlumeni signalni drahy Hedgehog u postnatalnich
plic dokonce vede k abnormdlnimu zrani plic. Signalni dréha Hedgehog
je tedy zapojena i v postnatalni maturaci plic (Liu L. et al., 2013; Hyman
J. M. et al.,, 2009). Ve zdravych plicich dospé€lého ¢loveka pak signalni
draha Hedgehog zajistuje bunécnou stabilizaci a reguluje bunécnou
obnovu (Peng T. et al., 2015). Nadale vSak ziistdva neobjasnéno, jak
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signalni drdha Hedgehog na jedné strané podporuje bunécnou stabilitu a
stalost a na druhé strané¢ ma dilezitou roli pfi karcinogenezi (Abe Y.,
Tanaka N., 2016).

Prvotné byla patologicky aktivovana signdlni draha Hedgehog
spojovana se vznikem bazocelularniho karcinomu a meduloblastomu
(Reda J. et al., 2018). Dnes je vSak zndmo, ze konstitutivni aktivace této
signalni drédhy piispivda krozvoji mnoha typt malignich nadort
(napiiklad kuze, plic, zaludku nebo tlustého stfeva), kde vede
k proliferaci a metastazovani nadorovych bunék a prezivani nadorovych
kmenovych bun¢k (Rubin L. L., de Sauvage F. J., 2006). Existuje vice
mechanismu, kterymi muze patologicky aktivni drdha Hedgehog
prispivat k rozvoji nadoru. Jde o mutace v genech kodujici komponenty
této drahy (Patched, Smo, SUFU, GLI) a/nebo zpusobujici nadprodukeci
ptislusnych ligandi (Sonic, Indian a Desert Hedgehog), coz oboji vede
v kone¢ném disledku k jeji aberantni aktivaci. Patologicka nadprodukce
ligandu pak ptsobi jednak autokrinné na samotné nadorové buniky, ale i
parakrinn¢ na buiiky nddorového stromatu (fibroblasty asociované
s nadorem) (Theunissen J. W., de Sauvage F. J., 2009). Dale je mozna i
nekanonickd aktivace této signalni drahy (bez nutnosti vazby ligandu na
receptor), kdy mize byt nekanonicky aktivovan transkripcni faktor a
efektor Hedgehog drahy GLI, a to skrze tyto signdlni drahy nebo
molekuly: TGF-B, EFR, RAS a mTOR (Abe Y. Y., Tanaka N., 2016).

1.2 Protein SIVA-1

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

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

Mezi tyto dal$i proteiny patfi jiz zmin€na super rodina receptori
pro TNF (super rodina TNFR, tyto receptory jsou také oznacované jako
receptory smrti — death receptors), ktera kromé¢ CD27 zahrnuje i GITR
(glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor), OX40 (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 apoptéozu fadou riiznych mechanismi. Kromé
uvedené extrinsické cesty jde o intrinsickou signalizaci apoptozy
(mitochondrie dependentni), kde je i¢ast proteinu SIVA-1 doprovazena
také up-regulaci transkripce genu BAX a kaspazy 3 a naopak sniZzenou
expresi antiapoptotického genu BCL2 (Barkinge J. L. et al., 2009). Pii
terapii cisplatinou protein SIVA-1 zesiluje cisplatinou indukovanou
apoptdzu skrze tromboxanovy receptor A2 (Iorio-Morin C. et al., 2012).
Cao a kolektiv popsali, Ze protein SIVA-1 muze byt fosforylovan kindzou
Arg (ta je mimo jin¢ izce spjata s kindzou c-Bcl), coz je dilezité pro
zprostiedkovani oxidativnim stresem indukované apoptdzy (Cao C. et al.,
2001). Dalsi diilezitou 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 zprostiedkovanou aktivaci
silné proonkogenni drdhy NF-xB (Nuclear factor-kB) a jednak
zprostiedkovava uptfednostnéni signaliza¢ni drdhy JNK a kaspdza 3-
dependentni apoptozu (Resch U. et al., 2009). Vazbou proteinu SIVA-1
a receptoru LPA?2 (lipophosphatidic acid 2), ktery zprostfedkovava fadu
bunécnych procesti jako proliferaci, migraci, invazi a diferenciaci,
dochazi 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 nazvy jsou metablastin ¢i oncoprotein 18) je kriticky faktor
pfi regulaci bunééného cytoskeletu. Plsobi jako destabilizator
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mikrotubuli, ktery depolymerizuje mikrotubuly skrze sekvestraci o/p-
tubulinovych heterodimertt (Li N. et al., 2011). Jak bylo jiz Castecné
naznaceno v predchozich kapitolach, epitelidlné-mezenchymalni tranzice
(EMT) je spojena se zménou epitelidlniho fenotypu v mezenchymalni a
tim propj¢uje malignim bunkdm vys$i invazivitu a sklon
k metastazovani (Thiery J. P. et al., 2009). Protein SIVA-1 inhibuje
aktivitu proteinu stathim, tim stabilizuje mikrotubuly cytoskeletu bunky
a timto mechanismem brzdi proces epitelidlné mezenchymalni tranzice.
Alternative reading frame (ARF nebo také pl4) je tumor supresorovy
protein, ktery vaze a inhibuje onkogenni ubikvitin ligdzu Hdm2 (u mysi
Mdm?2). Ubikvitin ligiza 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 vici proteinu p53 muize byt oslaben mutacemi v genu pro ARF,
které byly zaznamenany u malignich nadord (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).
Prekvapujici je tedy zjisténi, ze protein SIVA-1, ktery je piimym
transkripénim cilem tumor supresorového proteinu p53, zaroven zesiluje
Mdm?2-zprostfedkovanou degradaci proteinu p53 (Du W. et al., 2009).
Pozd¢ji se prokazalo, Ze protein SIVA-1 je zaroven E3 ubikvitin ligaza
pro ARF a tim predstavuje negativni zpétnovazebnou smycku v regulaci
stability proteinu p53 (Wang X. et al., 2013). Protein SIVA-1 je tak
dalezitym modulatorem ve slozitém procesu degradace proteinu p53.

2. Hypotézy a cile prace
2.1 Hypotézy

Prestoze jiz byla signalni draha Hedgehog studovana u mnoha
typt plicnich nadorii, neni zatim detailni molekularni tloha a ptfesny
mechanismus v komplexnim procesu karcinogeneze u téchto naddori plné
objasnén. Dal§i vyzkum exprese jednotlivych slozek a komponent
signdlni drahy Hedgehog vcetné jeji inhibice u nemalobunééného
karcinomu plic mize pfispét k pfesn€jSimu poznani proonkogenniho
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mechanismu u tohoto typu tumoru a potencialné piispet k vyzkumu na
poli cilené protinadorové terapie.

Nedéavny vyzkum ukazal, ze funkce proteinu SIVA-1 pii vzniku
myS$iho nemalobunééného karcinomu plic je tak zcela opacna
(proonkogenni) nez jeho funkce v ostatnich somatickych buikach, kde
pusobi typicky proapoptoticky (tumor supresor) (Van Nostrand J. L. et
al., 2015). Z tohoto divodu je tfeba dalsi vyzkum miry exprese a piesné
funkce proteinu SIVA-1 u lidského nemalobunééného karcinomu plic.
Tato a dalsi zjiSténi by v dlouhodobém horizontu mohla pfispét k vyvoji
cilené protinadorové 1éCby u pacientil s timto typem tumoru.

2.2 Cile prace

1. Ovéfeni exprese vSech slozek signalni drahy Hedgehog u plicnich
nadort a pro srovnani i u dal$ich nadorovych typt (jako kontrol).

2. Testovani ovlivnéni signdlni drahy Hedgehog a proliferace bunck
inhibitorem GANT61, coz je inhibitor finalnich transkripcnich
faktort signalni drahy Hedgehog. GANT61 s vyhodou inhibuje
kanonicky i nekanonicky aktivovanou signalni drahu Hedgehog.

3. Identifikace mechanismu eradikace nadorovych bunéck
nemalobunééného karcinomu plic po inhibici drahy Hedehog
(pfedpokladanym mechanismem je apopt6za).

4. Ovéfeni proonkogenni role proteinu SIVA-1 (potvrzené na
myS$im modelu) i na souboru vzorkl lidského nemalobuné¢ného
karcinomu plic. Zda zminéné pozorovani plati 1 pro lidské nadory
neni v dobé& zacatku této prace znamo.

5. Urceni mechanismu, jakym je protein SIVA-1 proonkogenni u
lidského nemalobunécéného karcinomu plic.

6. UrCeni exprese proteinu SIVA-1 v panelu lidskych bunck
nemalobunééného karcinomu plic a normalnich bronchidlnich
epitelidlnich bunék.
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3. Material a metodika

Pii realizaci této prace byla vyuzita celd fada molekularné
biologickych metod. Tyto metody zahrnuji pfedevSim préci
s nddorovymi bunécnymi liniemi v bunéénych kulturach (detailni vycet
jednotlivych bunécnych linii je uveden v piislusné Casti disertacni prace),
Western blot, méfeni bunécné proliferace, detekce apoptdzy, metody
s promoter-reporter plazmidy. Soubor vzorkii nadorové a ptislusné
kontrolni zdravé plicni tkané¢ od 39 pacientdi operovanych pro
nemalobunécny karcinom plic na III. chirurgické klinice 1. LF UK a FN
Motol byl nashromézdén s pisemnym souhlasem kazdého jednotlivého
pacienta. V téchto vzorcich byla provadéna ta ¢ast vyzkumu, kterd se
zabyvala vyznamem proteinu SIVA-1 u lidského nemalobunééného
karcinomu plic. Zpracovani vzorkli je pfesné¢ popsdno v prislusné
kapitole disertacni prace (3.2.2). Z dalSich molekularn¢ biologickych
metod neuvedenych vySe byla pouzita metoda real-time PCR. Metody
statistického hodnoceni jsou pifesné popsany v kapitole 3.1.7 této
disertacni prace.

4. Vysledky
4.1 Studium signalni drahy Hedgehog

Nize jsou uvedeny nejzasadnéjsi vysledky této casti vyzkumu.
Bylo prokéazano, Ze jednotlivé komponenty signalni drdhy Hedgehog
(ligand sonic Hedgehog, receptor Patched, protein Smoothened, protein
SUFU a transkripéni faktory GLI1, GLI2, GLI3) jsou exprimovany
v podstaté u vSech zkoumanych typti bunéénych linii nemalobunééného
karcinomu plic.

Byl zkoumdana 1 senzitivita na inhibitor GANT61 (inhibitor
transkripéniho faktoru GLI, ktery je konecnym efektorem signalni drahy
Hedgehog) u vybranych nadorovych bunécnych linii (nemalobunéény
karcinom plic a nékteré dal§i naddorové linie). Bylo zjisténo, Ze zkoumané
vybrané linie nemalobunééného karcinomu plic ale také bunécna linie
rhabdoidniho tumoru, bunééné linie hepatocelularniho karcinomu a tfi
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bunééné linie karcinomu pankreatu nebyly na konci experimentu (9. den
kultivace) k piisobeni inhibitoru GANT61 senzitivni. Nicméné, i tyto
bunécné linie za piitomnosti inhibitoru GANT61 nakonec podlehly
apoptdze, ale pozdéji (zhruba 12. den kultivace).

4.2 Studium proteinu SIVA-1

Do souboru bylo zafazeno 39 pacientl, ktefi v obdobi mezi
unorem roku 2016 a srpnem 2019 podstoupili anatomickou plicni resekci
(lobektomie, bilobektomie, pneumonektomie) pro predem histologicky
verifikovany nemalobunécny karcinom plic. Primérny vék pacientii
v souboru byl 68,4 let (nejmladsi 54 let, nejstarsi 80 let). Pomér Zen a
muzli v tomto souboru byl pfiblizné vyrovnany (48,7 % vs 51,3 %).
Pozitivni anamnéza koufeni cigaret (aktivni nebo v minulosti) byla
prokazatelné dokumentovatelné u téméf 75 % pacientli v souboru. Pouze
jeden pacient (2,6 %) ptred -chirurgickym vykonem podstoupil
neoadjuvantni onkologickou lécbu (konkomitantni chemoradioterapie).
Definitivni histopatologické vySetfeni prokézalo adenokarcinom v 18
ptipadech (46,2 %), dlazdicobunécny karcinom v 19 ptipadech (48,7 %)
a adenoskvamozni karcinom ve 2 ptipadech (5,1 %). Nize jsou uvedeny
nejzasadnéjsi vysledky této Casti prace.

Pomoci metody Western blot bylo zjisténo, Ze hladina proteinu
SIVA-1 byla v podstaté vzdy vyssi v nddorové tkani, jen v nckterych
parech vzorkl byla stejnd 1 u kontroly. Nékolik vzorkd nddord mélo
hladinu SIVA-1 nedetekovatelnou, 1 kdyZ zde mohla byt pfitomna nizka,
ale pod urovni detekce protilatkou. V téchto vzorcich pak nebyl protein
detekovatelny ani v normalni zdravé plicni tkani. Neékteré vzorky
nemalobunééného plicniho karcinomu mély oproti kontrolam extrémné
vysokou hladinu SIVA-1. Vzorek ziskany od jediného pacienta, ktery
absolvoval pfed operaci neoadjuvantni chemoradioterapii, mél hladinu
proteinu piiblizné stejnou v nadoru i kontrole. Pomoci metody real-time
PCR bylo dale zjisténo, Ze ve vSech analyzovanych vzorcich byla SIVA-
1 RNA vZzdy zvySena v nadorové tkani oproti kontrole, coz sv&€dc¢i o
transkripci jako o procesu, ktery vyrazn€ ovliviiuje hladinu proteinu
SIVA-1 v nadorové tkané vici kontrole. Pouze vzorek 23 ziskany od
jediného pacienta, ktery absolvoval pied operaci neoadjuvantni
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chemoradioterapii, mél hladinu RNA piiblizn¢ stejnou v nadoru i
kontrole.

Pomoci prace s promoter-reporter systémem byl zjistén zcela
novy a originalni nalez, ze SIVA-1 aktivuje promoter pro survivn (cilovy
antiapoptoticky protein pro drahu Hedgehog), a to jednak bez ptidéni
transkripcnich faktord GLI, jednak i s pfidanim transkripniho faktoru
GLI1 nebo GLI2. Timto experimentem tak bylo dokazano zcela
origindlni pozorovani, ze protein SIVA-1 aktivuje signalni drdhu
Hedgehog u bun¢k lidského nemalobunééného karcinomu plic a ma zde
tedy tkanove specifickou onkogenni funkci, coz je zcela opacna funkce
nez u jinych bunécnych typt. Dale bylo také zjisténo, ze SIVA-1
antagonizuje inhibi¢ni G¢inek inhibitoru GANT61 na Hedgehog drahu.

5. Diskuze

Bronchogenni karcinom i pfes pokracujici vyzkum a rozvijejici
poznani nadéle patfi mezi onemocnéni, kterd se vyraznym zplisobem
podili na morbidité a mortalit¢ populace. V nasi praci jsme se zabyvali
studiem vyznamu signalni drdhy Hedgehog a proteinu SIVA-1 u
nemalobunééného karcinomu plic. Nejzasadnéjsi vysledky této prace
jsou diskutovany nize.

Signalni draha Hedgehog je nesmirn¢ dilezitd v embryonalnim
vyvoji obecné a zejména pak v embryogenezi plic. V plicich se jeji vliv
uplatiuje také v dospélosti, a to jak za fyziologickych podminek, tak pfi
patologické aktivaci v rdmci karcinogeneze (Abe Y., Tanaka N., 2016).
Vnasi vyzkumné préaci jsme tak zkoumali, jakd je exprese drahy
Hedgehog a jejich jednotlivych komponent u nemalobunécného
karcinomu plic a nékterych dalSich nadora. Zjistili jsme, Ze aktivita
signalni drahy Hedgehog v bunéénych liniich lidského nemalobunécného
karcinomu plic byla enormné zvySena. Nekolik predeslych praci
prokézalo, Ze latka GANT61 inhibuje signalni drahu Hedgehog, ovSem
na jinych typech bunécnych 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 pfistoupili u naSich
zkoumanych nadorovych bunéénych linii (nemalobunééného karcinomu
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plic a dalSich) k testovani inhibice bunécné proliferace inhibitorem
Hedghog drahy (inhibitor GANT61). Zjistili jsme, Ze vybrané bunécné
linie nemalobunééného karcinomu plic nebyly na konci experimentu
citlivé k pisobeni tohoto inhibitoru.

V prilomové ptivodni praci Van Nostrandové a kolektivu, ze
které vychdzela druha cast hypotéz a cili pro nasi dals§i praci, bylo
ukazano na mySim modelu, ze pfitomnost SIVA-1 je nutna pro vyvoj
adenokarcinomu u mysi (Van Nostrand J. L. et al., 2015). Autofti pouzili
geneticky modifikovany mysi hybridni kmen s mutovanym KRAS
onkogenem, ve kterém bylo mozné inducibilné provést knockout genu
pro SIVA-1 pouze v plicni tkani. Nadory byly indukovany chemicky
karcinogenem a vznikaly u SIVA-1 pozitivnich mysi ve vysokém
procentu (nad 90 %). Po souasném inducibilnim vyfazeni genu SIVA-1
specificky pomoci LoxA-Cre rekombinasy (intratrachealni instilaci Cre-
AAV viru) vSak nadory vznikaly zcela sporadicky, a to navic pouze
benigni adenomy.

Dalsi jejich pozorovani ukazalo na zpomaleny rhst nadort
v bunééné kultufe a snizeni aktivity mTOR signalni drahy po
knockdownu SIVA-1 pomoci shRNA (Van Nostrand J. L. et al., 2015).
Protein SIVA-1 tedy téz stimuloval metabolickou aktivitu nadorovych
bunék. Toto zjisténi bylo ptekvapivé vzhledem k tomu, Ze protein SIVA-
1 byl do té doby povazovan za typicky proapoptoticky (tedy
protinadorovy) faktor (podobné jako napiiklad BAX, BAD, BAK,
PUMA, NOXA), jehoz transkripce je (stejné¢ jako u ostatnich
proapoptotickych gentl) fizena tumor supresorovym genem p53. Protein
SIVA-1 vsak ve vSech ostatnich tkénich kromé plicni nadéle fungoval
proapoptoticky. Tato vySe uvedena nové zjiStend protichlidna
(proonkogenni)  aktivita proteinu  SIVA-1 pravé pouze u
nemalobunééného karcinomu plic, a pfedevSim jeho nezbytna diileZitost
pii vyvoji tohoto nadoru na mySim modelu nés vedly k tomu, abychom
studovali jeho expresi a funkci ve vzorcich nddorovych bun¢k lidskych
nemalobunéénych karcinom (a kontrolnich vzorcich normaélniho
parenchymu) plic ziskanych pfimo od pacienti, ktefi na naSem pracovisti
podstoupili chirurgicky vykon pro tuto diagnézu.
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V naSem souboru bylo zatazeno 39 pacienti, kteti v obdobi mezi
unorem roku 2016 a srpnem roku 2019 podstoupili anatomickou plicni
resekci (lobektomie, bilobektomie, pneumonektomie) pro piedem
histologicky verifikovany nemalobunéény karcinom plic. Primérny vék
pacientll v tomto souboru byl 68,4 let, pomér Zen a muzi byl piiblizné
vyrovnany a nepfekvapivé vétSina pacientd z tohoto souboru meéla
jednozna¢né 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 typi adenokarcinomu a dlazdicobunééného karcinomu
byl v podstaté vyrovnany, tfetim zaznamenanym histologickym typem
byl adenoskvamoézni karcinom, ktery byl vSak zaznamenan pouze ve
dvou piipadech.

U vzorkd nadorti a pfislusnych kontrolnich vzorkii tumorem
nepostizené¢ho 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
tkani 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 detekovéana. U jediného pacienta, ktery
podstoupil neoadjuvantni chemoterapii, byla hladina proteinu SIVA-1
pfiblizné stejna v nddorové i kontrolni zdravé plicni tkani. To by mohlo
naznacovat (zatim pouze hypoteticky), Ze onkologicka Iécba pied operaci
mohla hladinu proteinu SIVA-1 v nadoru snizit. Na definitivni potvrzeni
tohoto ptredpokladu by vsak bylo nutné provést dalsi studie. Co je vSak
expresi proteinu SIVA-1 nez nador u ptislusného pacienta. Nase vysledky
tak ukazuji na obecné zvysenou expresi SIVA-1 ve zkoumanych vzorcich
nemalobunécéného karcinomu plic a podporuji tak hypotézu, Ze ma tento
protein onkogenni funkci nejen u mySiho modelu nemalobunééného
karcinomu plic ale 1 lidského nemalobunééného karcinomu plic.

DalSim krokem bylo stanoveni SIVA-1 mRNA ve vzorcich
nadort a ptislusné kontrolni zdravé plicni tkdni pomoci metody real-time
PCR. Kromé vysSe uveden¢ho vzorku od pacienta po neadjuvantni
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onkologické 1écbé, byla ve vSech analyzovanych vzorcich RNA vzdy
zvySena v nadorové tkani oproti kontrole, coz sv€d¢i o transkripei jako o
procesu, ktery vyrazné ovlivituje hladinu proteinu SIVA-1 v nadorové
tkané vaci kontrole.

Nasledné¢ jsme stanovovali hladinu proteinu SIVA-1 pomoci
Western blotu i u bunéénych linii nemalobunééného karcinomu plic a
neékterych dalSich typli nadorti. Hladina proteinu SIVA-1 se liSila jak
napii¢ riznymi typy nadorovych bunék, tak i v rdmci jednotlivych linii
nemalobunééného karcinomu plic. Podstatnym zjisténim je, Ze
v bunéénych liniich kultivovanych buné€k normalniho bronchilniho
epitelu (NHBEC) byla exprese proteinu SIVA-1 pomérné vysoka, coz by
mohlo znacit moznou lohu tohoto proteinu pii karcinogenezi lidskych
plicnich nadort. Absence exprese proteinu SIVA-1 v téchto normélnich
epitelidlnich bronchialnich buiikkach by totiz vyluCovala hypotézu, ze
pfitomnost tohoto proteinu je nutna pro vyvoj nemalobunécného
karcinomu plic u mys$i (Van Nostrand J. L. et al., 2015). Tato zjisténi
zaroven implikuji, Ze nadorové buniky neexprimujici protein SIVA-1
mohly ztratit schopnost exprese az béhem progrese nadoru, a to
pravdépodobné proto, Ze jeho onkogenni tlohu v pribéhu mutageneze
ptfevzal jiny onkogenni protein. U téchto nddorovych bunek je tak mozno
uvazovat o tom, ze protein SIVA-1 ma ulohu pfi iniciaci nadoru (coz
samoziejmé neni v rozporu s moznosti, Ze SIVA-1 iniciuje nador 1 u
takovych malignich bunék, které si jeho expresi zachovaly).

Dale jsme zkoumali, zda inherentni pfitomnost proteinu SIVA-1
v buiikach lidského nemalobunééného karcinomu plic v bunééné kulture
piinasi bunkam prolifera¢ni vyhodu. K tomu byly vybrany dvé bunécné
linie nemalobunééného karcinomu plic s nizkou nebo Zadnou hladinou
proteinu SIVA-1 a dvé buné&tné linie lidského nemalobunééného
karcinomu plic s vysokou hladinou proteinu SIVA-1. Timto
experimentem jsme neprokézali Zaddnou korelaci mezi hladinou proteinu
SIVA-1 a rychlosti proliferace. Z toho lze usuzovat, ze at’ uz je hladina
proteinu SIVA-1 vysoka ¢i nizkd, béhem progrese nadoru a dalSich
mnoha pasazich v bunééné kultute se buniky adaptovaly a proliferovaly
svoji typickou rychlosti nezdvisle na hladin€ proteinu SIVA-1. Celkové
lze tedy fict, Ze hladina proteinu SIVA-1 v nadorovych linii je velmi
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variabilni, u nemalobunééného karcinomu plic nesouvisi s rastovou
rychlosti, pfestoze je zde jeho exprese relativné Castéjs$i a vySsi nez u
ostatnich typt nadort.

V dalsi ¢asti prace jsme zkoumali, jakym mechanismem by mohl
byt protein SIVA-1 u lidského nemalobunééného karcinomu plic. Protoze
signalni draha Hedgehog ma také vyznamnou ulohu pfi vzniku
nemalobunécného karcinomu plic, pouzili jsme k tomuto experimentu
promoter-reporterovy systém pro survivin, o kterém bylo neddvno
zjisténo, Ze je transkripénim cilem praveé drahy Hedgehog (Vickova K. et
al., 2016). Nase vysledky vedly ke zcela novému originalnimu zjisténi,
ze protein SIVA-1 aktivuje signalni drahu Hedgehog u nemalobunééného
karcinomu plic. Prestoze ptesny molekuldrni mechanismus aktivace
transkripce proteinem SIVA-1 jeSté zbyva detailn€ objasnit, ukazuji tyto
vysledky na zcela opacnou (proonkogenni) roli proteinu SIVA-1 u
nemalobunééného karcinomu plic nez u jinych bunéénych typt, 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 lohu u nemalobunécného karcinomu plic ale i u jinych
nadort, ndmi zkoumany protein by mohl plsobit proonkogenné kromé
aktivace mTOR drédhy 1 aktivaci Hedgehog drdhy (a tim zvySenim
exprese onkogenniho proteinu survivinu).

6. Zavér

Na§ vyzkum predlozeny v této praci potvrdil, Ze jednotlivé
komponenty signalni drahy Hedgehog jsou exprimovéany u zkoumanych
bunécénych linii nemalobunééného karcinomu plic. V ndvaznosti na to
jsme zjistili, Ze tyto linie nemalobunééného karcinomu plic v§ak nejsou
citlivé k plisobeni inhibitoru GANT61, ktery ma jinak inhibi¢ni vliv na
dréhu Hedgehog.

V dalsi ¢asti prace jsme se vénovali vyznamu proteinu SIVA-1 u
lidského nemalobunééného karcinomu plic na souboru 39 pacientli
s timto onemocnénim. V Zadném vzorku nadoru a kontrolnim zdravém
plicnim parenchymu v ramci stejného pacienta jsme nezaznamenali, Ze
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by exprese proteinu SIVA-1 byla vétsi ve vzorku zdravé tkané nez
v nadorové tkani, coz vyznamné svédci pro podporu hypotézy, ze tento
protein se uCastni na karcinogenezi u lidského nemalobunééného
karcinomu plic. Na zékladé provedenych experimenti jsme dale
jednoznac¢né neprokazali souvislost mezi mirou exprese proteinu SIVA-
1 v nadoru a proliferacni a rGstovou vyhodou.

originalni zjisténi, Ze 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 nemalobunééného
karcinomu plic, 1 kdyz vjinych tkanich je jeho funkce piedevsim
proapoptotickd (tedy antionkogenni, tumor supresorova). Nicmén¢,
k dalsimu pfesnému pochopeni detailniho mechanismu této tkanove
specifické proonkogenni funkce proteinu SIVA-1 u lidského
nemalobunééného karcinomu plic bude tieba dalsi vyzkum.

Zavéerem lze shrnout, Ze provedené vyzkumné prace zcela splnily
cile tohoto studia a pfispély tak k dalSimu poznani komplexniho
molekularné biologického pozadi u lidského nemalobunécného
karcinomu plic.
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