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Abstrakt

Epigenetické mechanizmy transkrip¢ni regulace a modulace genové exprese pomoci
RNA interference se staly vyznamnymi nastroji pro studium fady bunéénych mechanizmii

vcetné nadorové progrese a virové latence

Pokroky v profilovani genové exprese poskytuji nastroj k detekci kandidatnich gent
zucastnénych v tomto komplexnim procesu a piinasi dal§i moznosti v diagnostice a specifické
1é¢bé nadorovych onemocnéni. V této praci porovnadvam pomoci mikrocipové technologie
expresni profily metastazujici a nemetastdzujici linie bun¢k trasformovanych genem v-src.
Transkripcni faktor homeodomain only protein X (HOPX) byl identifikovan jako jeden
z diferencidln¢ exprimovanych gend. Aktivita genu HOPX v raznych typech nadord byva
kontolovdna zejména metylaci jeho promotoru. Roli HOPX v metastatickém procesu jsem
potvrdila inokulaci buné¢k s modulovanou expresi HOPX do syngennich kuftat. Po snizeni exprese
HOPX pomoci shRNA vykazovala plivodné metastazujici linie mens$i metastatickou kapacitu in
vivo. Dal$i genomova analyza identifikovala soubor genti ovlivnénych snizenou expresi HOPX.
Tato data demonstruji, ze HOPX je gen asociovany s metastdzovanim a snizeni jeho exprese vede
k potladeni metastatické aktivity bun€k transformovanych genem v-src zménou expresnich

vzorcu.

Ve druhém projektu jsem se vénovala latenci viru HIV-1. Antiretrovirova terapie (ART)
efektivné zastavuje replikaci viru HIV-1. Nicméné virus HIV béhem ART perzistuje
v transkripéné umlcené ale replikacn€ kompetentni form¢e diky dlouho Zzijicim a proliferujicim
latentn¢ infikovanym CD4+ T-buiikam. Jedna ze strategii k odstranéni viru HIV-1 je aktivovat
virovou transkripci s pouzitim latek revertujicich latenci a potencialné spustit cytolyzu nebo
odstranéni infikovanych bunék prostfednictvim imunitni odpovédi. Metylace CpG a piitomnost
represivni histonové modifikace je pravdépodobné vyznamnym krokem ve vytvoteni uml¢eného
stavu proviru. V této studii vyuzivdme bunécny klon nesouci latentni mini-provirus HIV-1, jehoz
reaktivace mize byt métena dle procenta bunék pozitivnich na GFP. Tento klon vykazuje vysoky
stupenn metylace DNA na prvnim ostrové CpG 5'LTR a latentni provirus je zde rezistentni
k reaktivaci. V této modelové bunétné linii jsem pomoci siRNA snizila expresi DNA
metyltrasferazy 1 a 3B (DNMTI a DNMT3B), nebo histonové deacetylazy 2 (HDAC2) a
analyzovala reaktivaci proviru HIV-1 pomoci latek spoustéjici signalni drahu NF- «B a stupen

metylace DNA na 5'LTR. Prokdzala jsem, ze snizené mnozstvi DNMTI1, nikoli DNMT3B ¢i
HDAC?2, ptispiva k ¢astecnému ubytku metylace na 5'LTR.



Treti studie je zaméfena na metylaci DNA na 5'LTR lokusu endogenniho retroviru
ERVWEI kédujici lidsky fuzogenni glykoprotein Syncytin-1. Tento gen se ucastni diferenciace
placentalniho syncytiotrofoblastu. Nicméné zvySend exprese Syncytinu-1 byla prokdzana i
v seminomech. Seminomy patii do skupiny tumort testikularnich zarode¢nych bun¢k (TGCT),
které vznikaji z primordidlnich zarodecnych bunék, jez prosly procesem celkové demetylace.
Ptredpokladame, ze obnovena exprese ERVWEI] miize byt pfimym disledkem hypometylace
genomu v bunikkach seminomu. Analyzovala jsem proto hladinu 5-metylcytosinu (5-mC) a
demetylac¢niho intermediatu 5-hydroxymetylcytosinu (5-hmC) na promotoru ERVWE1 pomoci
bisulfitového a oxidativniho bisulfitového sekvenovani v nékolika vzorcich seminomd.
Z vysledkli vyvozuji, Ze demetylace DNA na promotoru ERVWEI v seminomech ptedchazi

expresi Syncytinu-1.

Kli¢ova slova: metastazovani, HOPX, transforamce v-src, latence viru HIV-1,
antiretrovirova terapie, DNA metyltransferaza 1, Syncytin-1, 5S-metylcytosin, 5-

hydroxymetylcytosin, seminomy



Abstract

Epigenetic mechanisms of transcriptional regulation and modulation of gene expression
using RNA interference have become a powerfull tool for studying various cellular

mechanisms, including tumor progression and viral latency.

Advances in expression profiling have provided technology to detect candidate genes
implicated in this complex process and bring other possibilities in the diagnosis and treatment
of tumor diseases. In this work, I compare the gene expression profiles of v-src-transformed
metastatic and nonmetastatic cells using microarray chip technology. Transcription factor
homeodomain only protein X (HOPX) was identified as one of the differentially expressed
genes. Activity of HOPX gene in several cancer types is usually controlled by promoter
methylation. The role HOPX in metastatic formation was assessed by inoculation of cells with
modulated expression of HOPX in a syngeneic chicken model system. After HOPX knockdown
using shRNA, originally metastatic line showed decreased in vivo metastatic capacity. Further
genomic analyses identified a cadre of genes affected by HOPX knockdown. These data
demonstrate that HOPX is a metastasis-associated gene and that its knockdown decreases the

metastatic activity of v-src-transformed cells through altered gene expression patterns.

In the second project, I focused on HIV-1 latency. Antiretroviral therapy (ART)
effectively suppresses HIV replication, but HIV persists during ART due to long lived and
proliferating latently infected CD4+ T-cells in transcriptionally silent but replication competent
form. One strategy to eliminate virus HIV-1 is to activate virus transcription using latency
reversing agents and potentially trigger cytolysis nebo immune-mediated clearance. CpG
methylation accompanied by repressive histon code seems to be the ultimate step in the
development of the silent state of the provirus. In this study, I employed cellular clone harboring
a latent HIV-1 mini-provirus, whose reactivation can be monitored according to the percentage
of EGFP-positive cells. The clone displays a high level of 5'LTR DNA methylation of the first
CpG island and the latent provirus is resistant to reactivation. We knocked down the expresssion
of DNA methyltransferase 1 and 3B (DNMT1 and DNMT3B) or histon deacetylase 2 (HDAC?2)
by siRNA in model cell line and analyzed the HIV-1 provirus reactivation by NF- kB inducers
and 5'LTR DNA methylation level. I demonstrated that the depletion of DNMT]1, but not
DNMT3B or HDAC?2, contributed to a partial loss of 5'LTR methylation in our model cell
line with hypermethylated 5'LTR DNA of the first CpG island.

Our third study is focused on 5'LTR DNA methylation of the endogenous retroviral
loci ERVWEI encoding human fusogenic glycoprotein Syncytin-1, that contribute to the



differentiation of placental syncytiotrophoblast. However it was reported, that in seminoma,
Syncytin-1 expression is increased. Seminomas are subtypes of testicular germ cell tumors
(TGCT) that emerged from the primordial germ cells, which have undergone a process of
global demethylation. I assume that ERVWE] derepression could be the direct consequence
of the genome hypomethylation in seminoma cells. I therefore explored the levels of 5-
methylcytosine (5-mC) and demethylation interemdiate 5-hydoxymethylcytosine (5-hmC) at
the ERVWEI promoter using bisulfite and oxidative bisulfite sequencing in several samples
of seminomas. I conclude that DNA demethylation of the ERVWEI promoter in seminomas

is a prerequisite for Syncytin-1 derepression.

Key words: metastatic disease, HOPX, v-src transformation, HIV-1 latency, antiretroviral
therapy, DNA methyltransferase 1, Syncytin-1, 5-methylcytosine, 5-hydroxymethylcytosine,

seminomas
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1 Uvod

Tato prace vyuziva spolecnych pfistupll ke studiu metastdzovani, latence viru lidské

imunodeficience 1 (HIV-1) a epigenetickych regulaci v seminomech.

Prvni a zaroven nejrozsahlejsi téma se vénuje hledani novych genti, které se ucastni
metastatické kaskady. Metastazovani zahrnuje nékolik krokt véetné uniku bunék z primérniho
nadoru, lokalni invazi, intravazaci/extravazaci a kolonizaci vzdéalené tkang. I pies znacné tsili
jsou molekularni mechanizmy fidici metastdzovani stdle malo zndmé. Piedpoklada se, ze
matastazovani je dusledkem kumulativnich genetickych mutaci doprovazenych epigenetickymi
zménami. Zucastnéné geny pravdépodobné nesdili stejné molekularni drahy. SpiSe reprezentuji
heterogenni skupinu gent, které¢ zvysuji pravdépodobnost uspésného zvladnuti jednoho nebo
vice krokli v procesu metastdzovani modulaci onkogennich signalnich drah, které byly vyuzity
v pocatecnich stadiich nddorové progrese (Oskarsson, Batlle, and Massague 2014; Valastyan and
Weinberg 2011). Zatimco primarni nadory mohou byt ve vétSingé piipadd odstranény
chirurgicky, metastazy jsou Casto nelécitelné. Identifikace genli a drah zucastnénych v nddorové
progresi miize ptispét nejen k poznani mechanizmu tohoto procesu, ale mize odhalit nové cile
pro vcasnou diagnostiku a lécbu. S vyuzitim kufeciho modelového systému sestavajiciho z
parentalni metastatické linie a jejiho nemetastatického subklonu hledame geny ucastnici se
metastatické kaskady. Obé linie jsou transformované genem pro virovou protein-tyrosin kindzu
src (v-src) a v imbredni linii kufat tvoii sarkomy, li§i se pouze schopnosti tvofit metastazy
(Plachy and Hejnar 2002). Pomoci microarray technologie porovnavame traskripcni programy
obou linii. Pfedpokladame, Ze snizenim exprese genu/gentl se zvySenou expresi v metastatické
linii pomoci RNA interference, docilime potlateni metastatického potencialu bunck. Tento
predpoklad ovéfujeme inokulaci bun€k s modulovanou expresi do inbrednich kufat. Sledujeme

velikost a mnozstvi metastaz ze sarkomu, které se v tomto kutfecim modelu utvéteji v plicich.

V druhé c¢asti disertani prace se zabyvame latenci viru HIV-1. Ta dovoluje viru
perzistovat v bunéénych rezervoarech v transkripéné umlcené formée, kterd je ustanovena a
udrzovéna mimo jiné epigenetickymi zménami (Kumar et al. 2015). Latentni virové rezervoary
tvofené dlouho Zijicimi buikami s integrovanou DNA HIV-1 unikaji imunitnimu dohledu a
zaroven reprezentuji hlavni bariéru v eradikaci HIV z organismu prostfednictvim ART (Barton,
Winckelmann, and Palmer 2016). Jedna z hlavnich strategii k odstranéni virovych rezervoara
spoc¢iva v aktivaci latentnich rezervoar v infikovanych buinkach v kombinaci s intenzivni

antiretrovirovou lécbou (Bisgrove et al. 2005). V tomto projektu vyuzivaime dvé modelové linie
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odvozené od linie lidskych imortalizovanych CD4" T-lymfocyth Jurkat, které v sob&é nesou
replikacné nekompetentni latentni provirus HIV-1 (Blazkova et al. 2009). Parentalni linie
vykazuje nizkou hladinu metylace DNA na 5'LTR a latentni provirus je zde snadno
reaktivovatelny riznymi agens. Oproti tomu jeji subklon vykazuje vysokou hladinu metylace
DNA na 5'LTR a latentni provirus je v téchto bunkach rezistentni k reaktivaci. Zamé&fili jsme se
proto na geny metyltrasferdz a histonovych deacetylaz a prostfednictvim RNA interference
chceme pozorovat efekt snizené exprese vybranych gent na metylaci 5’LTR a s tim souvisejici

reaktivovatelnost proviru.

Také ve tfetim projetku vénovanému charakterizaci seminoma jsme se zaméfili na
metylaci DNA, v tomto pfipadé¢ metylaci genu ERVWEI. Zatimco je celkova incidence
testikularnich tumort zérodecnych bunck, do nichz se seminomy tadi, nizka, tvofi nejcastéjsi
nadorové onemocnéni muzl ve véku 15-35 let (Tourne, Radulescu, and Allory 2019). Gen
ERVWE]I koduje retrovirovy obalovy glykoprotein Syncytin-1. Za fyziologickych podminek je
jeho exprese v lidskych tkéanich, s vyjimkou placenty, potlatena prostfednictvim metylce
promotoru ERVWEI. ZvySena exprese ERVWE] vSak byla nalezena napfi. v bunkach seminomu
(Gimenez et al. 2010; Trejbalova et al. 2011). Nabizi se tedy otdzka, zdali je zvySend exprese

ERVWEI v seminomech dusledkem ztraty metylace DNA na svém promotoru.
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2 Cile

Cilem prace bylo ptispét ke stavu poznani epigenetickych regulaci nezbytnych pro fadu
procest v organizmu, zde konkrétn¢ pro vznik metastatické kapacity sarkomovych bunék, pro

udrzeni latence viru HIV-1 v CD4+ T-bunkdach a pro vlastnosti seminomu.

Prvni projekt tykajici se tvorby metastaz vychazi z vysledk mikrocipové analyzy, ktera
odhalila vyznamné expresni rozdily mezi metastatickymi a nemetastatickymi buiitkami. Nasim
cilem bylo s vyuzitim syngenni kufeci linie definovat geny, které jsou krucidlni pro vytvoreni
metastaz. Mezi kandidatni geny jsme zafadily transkripéni faktor HOPX, u kterého byla
prokazana jeho sniZzend exprese v riiznych typech karcinomi ve srovnani se zdravou tkani
(Asanoma et al. 2003; Yamaguchi et al. 2009; Ooki et al. 2010; Harada et al. 2011; Waraya et
al. 2012; Chen, Yang, et al. 2015). K transkripénimu umlc¢eni HOPX v karcinomech dochézi
pomoci hypermetylace promotoru HOPX (Ooki et al. 2010; Harada et al. 2011; Waraya et al.
2012; Chen, Yang, et al. 2015). Zajimavé je, ze v lidskych keratinocytech pravdépodobné
nedochézi k umlceni exprese HOPX vlivem metylace DNA (Yang et al. 2010). Nasim cilem
bylo zjistit, je-1i exprese HOPX v sarkomovych bunikach fizend metylaci DNA jeho promotoru.
V této casti projektu, jsme se vzhledem k dosazenym vysledkiim tykajicich se genu HOPX od
puvodniho zaméru studovat epigenetické regulace kandidatnich genti odklonili a zaméfili jsme
se na bliz$i prozkoumani vlivu HOPX na invazivitu nadorovych bunék, jelikoz role HOPX
v tvorbé metastaz ze sarkomu nebyla doposud studovana. Pomoci modulace jeho exprese za
pouziti RNA interference jsme chtéli odhalit vliv zménéné hladiny HOPX na migraéni a

invazivni vlastnosti bunék in vitro a tvorbu metastaz in vivo.

Jelikoz bylo prokazéano, Ze HOPX interaguje s transkripénim faktorem SRF (Chen et al.
2002) a HDAC2 (Trivedi et al. 2010), zajimal nas vliv jeho sniZené hladiny v metastazujici linii
PR9692 na expresi dalSich gentl, které by mohly byt asociované s metastazovanim. Nasim cilem
bylo porovnat expresni zmény vedouci ke spontannimu vzniku nemetastazujiciho subklonu
PR9692-E9 a ke vzniku linie PR9692-shHOPX se sniZzenou hladinou HOPX. Srovnanim téchto
expresnich zmén jsme chtéli urcit dal$i kandidatni geny, které se pravdépodobné ucastni
metastatického procesu a doposud nebyly v souvislosti s metastazovanim studovany. S cilem
verifikovat na§ vybér jsme se zaméfili na gen integrin alfa 4 (ITGA4), o jehoz G¢asti na tvorbe

metastaz neni pochyb (Meerschaert and Furie 1994).
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V druhém projektu tykajicim se latence viru HIV-1 jsme se zamé&fili na studium mechanizm1,
kterymi kandidatni geny ovliviiuji reaktivaci latentniho proviru. Existence latentniho rezervoaru
v pacientech Iécenych ART je hlavni ptekazkou v kompletni eradikaci viru z téla (Sagot-Lerolle
et al. 2008). Nasim cilem bylo, stejn¢ jako v pfedchozim projektu, modulovat expresi vybranych
gent (DNMTI1, DNMT3B, HDACI1, HDAC2) v modelovych bunkach odvozenych od CD4+ T-
lymfocyti s vyuzitim RNA interference. Chtéli jsme pozorovat vliv kandidatnich gent na
reaktivovatelnost proviru HIV-1 v modelovych bunkéach. Dale jsme se zaméfili na virem
kédovany transaktivacni protein Tat s cilem studovat vliv jeho ektopické exprese v modelovych
bunkach na reaktivaci proviru HIV-1. V neposledni fadé jsme chtéli zjistit, jestli vybrané geny
reguluji metylaci promotoru HIV-1 a zda mé pfipadnd zména této metylace piimy dopad na

reaktivaci HIV-1.

Ve tretim projektu jsme se zabyvali epigenetickymi mechanizmy, které ovliviiuji expresi
ERVWEI v seminomech. Aberantni exprese ERVWEI byla nalezena v testikularnich tumorech
(Gimenez et al. 2010), které zahrnuji seminomy (Stephenson et al. 2019). Seminomy jsou
charakteristické nizkou mirou metylace genomu (Netto et al. 2008; Peltomaki 1991), ktera
koreluje se zvySenou expresi demetylacniho enzymu TET1 (Benesova et al. 2017). Cilem této
prace bylo zjistit, zdali zvySena exprese ERWVEI souvisi s demetylaci jeho promotoru a jestli
bude na promotoru ERVWE] ptitomen intermedidt aktivni demetylace, 5-hydroxymetylcytosin

(5-hmC).

Jednotlivé cile této prace:
I. Studium nadorové progrese
1) Identifikovat kandidatni geny asociované s metastdzovanim na modelu kufecich

sarkomovych bunék PR9692 a PR9692-E9

2) Modulovat expresi vybranych genti pomoci RNA interference se zaméfenim na gen

HOPX a jeho epigenetické regulace

3) Sledovat vliv rozdilné exprese vybranych gend na invazivni vlastnosti modelovych

bun€k in vitro a tvorbu metastaz in vivo

II. Studium virové latence
1) Vybrat kandidadtni geny ovlivilyjici reaktivovatelnost proviru HIV-1 na

modelovych CD4+ T-bunikach H12 a 2D12
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2) Modulovat expresi gentt DNMT1, DNMT3B, HDACI, HDAC?2 a Tat

3) Sledovat vliv rozdilné exprese vybranych gent na reaktivovatelnost proviru HIV-1 a na

metylaci promotoru proviru HIV-1

II1. Studium metylace promotoru ERVWE]
1) Analyzovat metylaci promotoru ERVWE] bisulfitovou metodou

2) Analyzovat hydroxymetylaci promotoru ERVWE] kombinaci bisulfitové a oxidativni

bisulfitové metody
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3 Literarni prehled

Uvodni cast literarniho piehledu je vénovana epigenetickym mechanizmim regulace
exprese genl, které propojuji tii projekty této disertani prace — studium metastazovani ze

sarkomu, latence viru HIV-1 a vlastnosti seminomi.

V tomto projektu vyuzivame modelovy systém metastazovani sarkomu a ptiblizujeme
roli nékterych kandidatnich genti Gicastnicich se metastatické kaskady. Problematika sarkomu,

metastazovani a dosavadni poznatky o kandidatnim genu HOPX jsou soucasti druhé kapitoly.

Posledni kapitola popisuje interakci HIV-1 s hostitelskou buiikou a s tim souvisejici

moznosti ART.
3.1. Epigenetické regulace genové exprese, metylace DNA

Epigenetické regulace zahrnuji indukci stabilnich zmén genové exprese a organizace
chromatinu, které jsou nezavislé na zmeénich sekvence DNA a jsou udrzitelné béhem
bunééného déleni (Herceg et al. 2013). Bylo navrzeno nékolik moznych molekularnich
mechanizmt epigenetické dédi¢nosti. Jedna z nejlépe charakterizovanych je metylace cytosinu
DNA (Ferguson-Smith 2011). Druhym mechanizmem molekularnich alteraci, které¢ ptispivaji
k udrZeni transkripéniho programu, jsou kovalentni modifikace histond. Nicmén¢ zatim neni
zcela jasné, jak jsou tyto modifikace udrzované béhem replikace (Jenuwein and Allis 2001).
V neposledni fad€ patii mezi epigenetické regulace pomérn€ malo charakterizovanéd funkce
nekodujicich RNA (Sabin, Delas, and Hannon 2013). Stabilni transkripéni program miize byt
udrZzovan bez specifickych dédi€nych zmén v metylaci DNA nebo chromatinu prostrednictvim
autoregulacnich transkrip¢nich drah, které si po indukci udrzuji svou vlastni aktivitu a mohou

byt kritické 1 pro udrZzeni nadorového/metastatického fenotypu (Ptashne 2007).

Metylacni vzorec dinukleotidi CpG ovliviiuje aktivitu genld. Hypermetylace CpG
promotorovych oblasti obvykle vede k inaktivaci chromatinovych regioni. Metylace DNA je
zajiSténa DNA metyltransferdzami a dé€je se na pozici C5 v cytozinu za vzniku 5-metylcytosinu
(5-mC), coz je jedind kovalentni modifikace DNA u metazoi. Mald rodina DNA
metyltransferdz je tvofena enzymy DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, které ptipojuji metylovou
skupinu  prednostné kontextu dinukleotidi CpG. DNMT1 preferenéné metyluje
hemimetylovanou DNA a je pravdépodobné zodpovédna za udrzovani metylacniho vzorce

DNA (Hermann, Gowher, and Jeltsch 2004). Nedavno bylo prokézano, ze za pomoci kofaktoru
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Uhrfl miize tvofit nové metylaéni vzorce (de novo metylace) (Haggerty et al. 2021).
DNMT3A a 3B maji de novo metyltransferazovou aktivitu (Hermann, Gowher, and Jeltsch
2004). Do rodiny DNMT3 patii také DNMT3L, kterda nema metylstrasferdzovou aktivitu, ale
reguluje metylaci DNA de novo prosttednictvim DNMT3A v zarode¢nych buiikach (Veland et
al. 2019). DNMT?2 je homologni k ostatnim DNMT, ale jejim substratem je RNA (Hermann,
Gowher, and Jeltsch 2004; Goll et al. 2006).

Frekvence dinukleotidi CpG je v lidském genomu mensi, nez by se ocekavalo.
v zarodecné linii béhem evoluce. Nicméné asi polovina promotort lidskych genti obsahuje
oblasti bohaté na CpG. Tyto oblasti mohou byt dlouhé 500 bazi az nékolik kilobazi a oznacuji
se jako CpG ostrovy. Piestoze vétSina z nich je asociovanad s udrzovacimi (housekeeping)
geny, polovina z tkanové specifickych genii také obsahuje ve svém promotoru CpG ostrovy
(Bird 1986). Distribuce metylovanych a nemetylovanych CpG v genomu je spjata s vyvojovym
staddiem a procesy bunécné diferenciace (Schubeler 2015). Dvé€ hlavni viny zmén v metylaci
CpG se odehravaji béhem pocatecnich stadii embryogeneze a v primordidlnich zarodecnych
buiikach. Zahrnuji genomovou demetylaci DNA a opétovnou metylaci. Dal$i méné rozsahlé
zmény metyla¢niho vzorce doprovazeji vyvoj specifickych bunéénych linii a formovani tkani
(Guibert, Forne, and Weber 2009). Demetylace muze byt bud’ pasivni proces, doprovazejici
replikaci DNA, nebo aktivni proces pravdépodobné regulovany enzymy rodiny TET (ten
eleven translocation protein), které katalyzuji po sobé jdouci oxidace 5-mC na 5-hmC,
S5-formylcytosin (5-fC) a 5-karboxylcytosin (5-caC) (Obr.1.). Tyto produkty oxidace 5-mC
pfedstavuji intermediaty v draze aktivni demetylace DNA (He et al. 2011; Ito et al. 2011).
Thymin DNA glykozylaza pak provede odstranéni 5caC a 5fC z fetézce DNA nasledované
vloZzenim nemetylovaného cytosinu prostfednictvim reparacniho mechanizmu DNA

(Rasmussen and Helin 2016).
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Obr. 1. Schéma metylace/demetylace DNA. Upraveno podle (Ambrosi, Manzo, and
Baubec 2017).

Charakteristickym piikladem uplatnéni demetylace DNA je utvareni sav¢i placenty.
Jednim z genli zasazenych ztratou 5-mC je Syncytin-1, ktery hraje kritickou roli béhem
formovani placentalnich syncytiotrofoblasti prostfednictvim fuze bunék. Syncytin-1 je
koédovany genem pro obalovy protein lidského endogenniho retroviru HERV-W a jeho
specificka exprese v trofoblastech je kontrolovana zejména epigenetickymi mechanizmy (Mi
et al. 2000). V neplacentalnich tkénich je jeho exprese potlacena hypermetylaci promotoru.
Hypometylovany, aktivni Syncytin-1 najdeme kromé placentalnich trofoblastt i v nékterych
typech nadorti (Matouskova et al. 2006; Huang et al. 2014). Pravé roli Syncytinu-1 ve
fenotypovych vlastnostech seminomil se v jedné znaSich studii zabyvame a dil¢i cast

vysledki je uvedena i v této praci.

Epigenetické mechanizmy regulace exprese bezpochyby hraji vyznamnou roli 1
v procesu nadorové transformace, které se vénuje nasledujici ¢ast literarniho ptehledu, stejné

jako v latenci HIV-1, ktera je rozebrana v ¢asti zavérecné.
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3.2. Progrese nadori a metastazovani

3.2.1. Sarkomy a jejich souvislost s v-src a c-src

Slovo sarkom vzniklo z feckého ,,sarcoma®, jehoz literarni vyznam je masity (sarcos)
nador (oma) (Helman and Meltzer 2003). Sarkomy jsou pomérné¢ vzacna, ale rtiznoroda
skupina malignich tumorti vznikajicich z mezenchymovych tkani jako jsou kosti, svaly ¢i
tukova tkan. Jejich sporadicky vyskyt vyvazuje fakt, Ze tvoti az 20% nov¢ diagnostikovanych
malignich nadortt u déti a mezi ostatnimi typy nddort piedstavuji nejvétsi riziko umrti

v détském nebo mladistvém véku (Albritton 2005).

Jednim z nejdéle studovanych sarkomu jsou ty, jez vznikaji po infekci virem Rousova
sarkomu (RSV). Peyton Rous, mlady patolog pracujici v Rockefellerové institutu v New
Yorku, si pov§imnul, Ze nebunécné filtraty ziskané ze spontannich kutecich sarkomi mizou
prenaset onemocnéni na dalsi jedince a v roce 1911 postuloval hypotézu o virovém pienosu
sarkomu (Rous 1911; Javier and Butel 2008). Transformujici gen viru RSV, virovy onkogen
src (v-src), je aktivovana protein-tyrozinova kindza, kterd je zodpovédné za tadu udalosti
v bunice veetné né€kterych fenotypovych zmén pozorovatelnych u transformovanych bunék
(Blume-Jensen and Hunter 2001). Tyto specifické zmény bunécné morfologie a proliferace
jsou doprovazeny zménami genové exprese. Rizné studie identifikovaly specifické geny, které
jsou na transkrip¢ni urovni indukované nebo naopak reprimované onkogenem v-src (Howard
et al. 1978; Fagan et al. 1981; Frankfort and Gelman 1995). Transformace bun¢k in vitro nebo

nadory indukované virem RSV pfedstavuji cenny experimentalni model nadorové progrese.

Bunécény protéjSek v-sre, oznaCovany jako c-src, byl prvni identifikovany protoonkogen
(Bishop et al. 1978). Rozdil v patogenni aktivit€¢ mezi t€émito dvéma proteiny spociva v jejich
struktufe a regulaci. c-Src je udrzovan v neaktivni formé néckolika intramolekuldarnimi
interakcemi. Mutace vedouci k pteruSeni téchto interakci maji za nasledek vznik konstitutivné
aktivni kinazy. To je nejlépe dokumentovano pravé na onkogenu v-Src, ktery ma zkradcenou
negativné regulacni oblast na svém C-konci (Brown and Cooper 1996). Piestoze v-src
zpusobuje nadory v kufatech, jako ptivodce lidskych néddorti nebyl identifikovan. Jeho bunécny
protéjsSek (c-src) je bézné exprimovany v mnoha tkanich zejména v nervové, kostni a krevnich
destickach (Parsons and Parsons 2004). Studie deficience c-src na mySim modelu prokazala,
Ze tyto mysi trpi osteopetrdzou, ktera se projevuje narusenou resorpcei kosti a snizenou ¢innosti

osteoklastil. Zajimavé je, Ze takto deficientni mys$i nevykazuji dalsi detekovatelné abnormality
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ani ve tkéanich s pfirozené vysokou expresi c-src a to pravdépodobné diky funk¢ni redundanci
ostatnich ptfibuznych kinaz (Soriano et al. 1991). Opacna studie doklada, ze vlozeni v-src do
normalnich bunék vede k transformovanému fenotypu a k aktivaci né€kolika signalnich drah
jako je STAT3 nebo Ras/MAPK. v-Src zde narusuje mezibunécné spoje stabilizované E-
cadherinem (Behrens et al. 1993), ktery je v komplexu s beta-cateninem kinazou v-Src
fosforylovan, beta-catenin nasledn¢ disociuje a translokuje do jadra, kde spousti transkripci
fady genl. Mezi n¢€ patii i geny zapojené v procesu epitelové-mezenchymové tranzice (EMT),
ktery je blize popsany v kapitole 3.2.2.1. Tento proces je po inhibici v-Src opét revertovan
(Boyer, Bourgeois, and Poupon 2002). c-Src je regulovan fosforylaci a defosforylaci
klicovych tyrozinovych oblasti jako odpovéd’ na pfitomnost rustovych faktord, cytokint,
bunéénou adhezi a aktivaci antigennich receptori (Brown and Cooper 1996). Jeho
deregulovana aktivita je zodpovédna za rizné typy nadorové transformace (Aleshin and Finn

2010).

Histologicky se sarkomy déli do dvou hlavnich skupin. Zaprveé kostni sarkomy, kam patii
osteosarkom nebo Ewingliv sarkom a zadruh¢é sarkomy mékkych tkani, coz je souhrnny nazev
pro sarkomy vytvofené v tukové a svalové tkani, krevnich cévach, podkozi, nervech, vazech a

v synovialni tkani okolo kloubt (Helman and Meltzer 2003).

I ptes svlij mezenchymovy charakter tvoii sarkomy metastdzy pomérné ziidka. Nejcasteji
dochézi k indukci metastdzovani u sarkomii koncetin. Pacienti se sarkomy mékkych tkani

v koncetinach rozvinou plicni metastazy asi ve 20% ptipadi (Songur et al. 2003).
3.2.2. Metastaticka kaskada

Sled krokt, které vedou k rozsiteni bun€k z primarniho nddoru do vzdalené tkané se
oznacuje jako metastatickd kaskada. Zacinad invazi okolni tkan¢ a pokracuje vstupem do
krevniho nebo lymfatického systému nazyvanym intravazace, prezitim b&hem cirkulace,
opusténim cév (extravazace) a konecné kolonizaci a proliferaci v misté sekundarniho nadoru
(Valastyan and Weinberg 2011). ZjednoduSené schéma metastatické progrese nadoru je na
obrazku 2. Rada studii doklada, Ze v piipadé karcinomt (nddory pochézejici z epitelt) je

osvojeni schopnosti dovolujici buiice zahdjit tyto kroky doprovazeno procesem EMT.
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Obr. 2. ZjednoduSené schéma metastatické progrese. Upraveno podle (Scheel and
Weinberg 2012)

3.2.2.1. Epitelové-mezenchymovy prechod (EMT)

Nase telo se z velké ¢asti sklada z epitelovych a mezenchymovych bunék, které maji
definované rozdily spojené s fyziologickymi funkcemi podle toho, kde rostou. Epitelové bunky
zahrnuji vSechny vnéjsi a hlavné vnitfni povrchy tubuldrnich a Zlazovych struktur v lidském
téle. Jejich funkce jsou budovani ochranné bariéry proti vnéjSimu prostiedi, usnadnéni
transportu latek pres epitel a zprosttedkovani sekrece ze zlaz. (Joshi et al. 1986; Stingl et al.
2001; Frisch 1997). Naproti tomu se mezenchymové bunky, véetné fibroblastli a bunék hladké
svaloviny, nachdzeji v pojivovych tkanich a od epitelovych bunék jsou oddéleny bazélni
membranou. Tyto typy bunck zajistuji opravy a prestavby tkani béhem nichz musi byt
pohyblivé a také maji podptirné a kontraktilni funkce (Wu et al. 2007; Uccelli, Moretta, and
Pistoia 2008) .

V pribéhu vyvoje se epitelové bunky pfeméinuji na mezenchymu podobné builky
prostfednictvim epitelové-mezenchymového piechodu. Cykly EMT a jemu reverzniho
mezenchymové-epitelového ptfechodu (MET) jsou potiebné pro spravnou tvorbu embrya
(Kerosuo and Bronner-Fraser 2012). AvSak EMT muzZe byt opét aktivovan v patologickych
procesech vcetné kancerogeneze nebo fibrozy (Thiery et al. 2009). Béhem EMT ztraceji
epitelové buiky apikalné-basalni polaritu a adhezi k sousedni epitelové buiice, méni se na
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mezenchymu podobné buniky, které jsou charakteristické pfedo-zadni polaritou, jenz dovoluje
bunice migrovat ve zvoleném sméru extracelularni siti (ECM) (Obr. 3) (Kalluri and Weinberg
2009). V bunécné kulture je EMT pod mikroskopem viditelny proces, kde epitelové builky
ziskdvaji vietenovitou mezenchymovou morfologii. Na molekuldrni urovni EMT indukuje
zmény v uspotradani cytoskeletalnich proteinli, proteinii bunécnych spojii a polariza¢niho
komplexu a zvysuji expresi matrixovych metaloprotedz, které jsou schopny Stépit ECM
(Lamouille, Xu, and Derynck 2014; De Craene and Berx 2013). Existuji markery EMT, jako
jsou transkrip¢ni faktory z rodiny Snail a Slug, které jsou represory tumor-supresorového genu
pro E-cadherin a jsou povazovany za jedny z hlavnich inicidtort EMT (Hajra, Chen, and
Fearon 2002; Casas et al. 2011). Mezi dalsi markery patfi protein intermedidlnich filament
Vimentin, ktery je hojné exprimovany v normélnich mezenchymovych buiikach a jeho zvysena
exprese byla nalezena v riznych epitelianich nadorech. Dasi znamkou EMT muze byt ztrata
adhezivni molekuly E-cadherinu (Thiery et al. 2009; Celia-Terrassa et al. 2012) (Obr. 2.3.).
Ve snaze definovat rozdily bunék pfed a po EMT je hojné vyuzivané transkripcni profilovani.

Zmény v expresi buné€k béhem nddoroveé progrese jsou podrobnéji popsané v kapitole 3.2.2.6.

Proces EMT zvySuje migracni a invazivni vlastnosti karcinomovych bunék. Umoziiuje
intravazaci a preziti cirkulujicich naddorovych bunék (CTC) v krevnim ob&hu. Nasledny proces

MET je zodpovédny za kolonizaci vzdalené tkan¢ buikami CTC (Hugo et al. 2007).
3.2.2.2. Cirkulujici nadorové buiky (CTC)

JelikoZ vétSina bunck vyuziva ke své diseminaci krevni cévy a jen malé procento
lymfaticky systém, je moZné izolovat a charakterizovat CTC z krve na zakladé jejich
biologickych a fyzikalnich vlastnosti (Pennacchioli et al. 2012; Gronchi et al. 2010). Vyuziva
se jejich vétsi velikosti ve srovnani s krevnimi buiikami a pfitomnosti specifickych
povrchovych antigenil, zejména epitelové adhezivni molekuly (EpCAM) (Allard et al. 2004).
CTC izolované z periferni krve pacientti slouzi jako prognosticky marker u pacienti
s metastazami karcinomu prsu, tlustého stieva ¢i prostaty (Cristofanilli et al. 2004; Cohen et
al. 2009; de Bono et al. 2008). Kazdy den se z primarniho nddoru mtize uvolnit az 10 CTC/g
nadorové masy. VétSina z téchto bunék zahyne a jen malé procento, asi 0,01%, piezije a

pokracuje v invazivni diseminaci (Zhe, Cher, and Bonfil 2011).
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Obr. 3. Schéma ucéasti EMT na metastatické progresi. Upraveno podle (Kalluri and
Weinberg 2009)

Pouze malo studii se zabyva CTC odvozenymi od sarkomu, coZ souvisi s mensi
incidenci sarkomi oproti jinym druhiim nédort. Cirkulujici buniky pozitivni na EpCAM byly
detekovany u pacient se sarkomem mékkych tkani a expresni genova analyza doklada, ze
molekuly mRNA EpCAM jsou vriznych typech sarkomid pfitomny. Navic
imunohistochemické barveni odhalilo proteinovou expresi EpCAM v angiosarkomu,
leiomyosarkomu ¢i osteosarkomu (Ward et al. 2015). Vétsi velikosti nadorovych bunék oproti
leukocytiim k izolaci a charakterizaci CTC ze sarkomu poprvé vyuzil Chinen et al. (Chinen et
al. 2014). Tato studie na jedenacti pacientech s invazivnim sarkomem mékkych tkani doklada
ptitomnost CTC v jejich krvi. K charakterizaci CTC mimo jiné pouzil 1 protilatku proti
vimentinu, tedy jednomu z hlavnich ukazateld EMT, ktery je dnes vyuzivan jako biomarker

k detekci CTC z krve pacientt s karcinomem ¢i sarkomem (Satelli and Li 2011).
3.2.2.3. Extravazace

Aby mohly cirkulujici buiiky invadovat do vzdéalenéj$ich mist, musi opustit krevni
feCisté a vstoupit do parenchymu sekundarni tkan¢. Extravazace zahrnuje prichod bunék cévni
stétnou nazyvany transendotelidlni migrace, a priichod subendotelidlni bazalni laminou.
Predpoklada se, Ze si naddorova butika osvoji nékteré vlastnost podobné leukocytim, které ji
dovoli adherovat na endotelialni butiky specifickymi dynamickymi povrchovymi interakcemi.
Néadorové bunky rizného histologického plivodu vykazuji expresi povrchovych proteinli
dulezitych pro extravazaci leukocytl, véetné adhezivnich ¢i chemokinovych receptort, které
interaguji s pfislusSnymi ligandy na lumindlnim povrchu endotelia. Charakter téchto proteinii

ovliviiuje organovy tropizmus metastaz (Miles et al. 2008; Strell and Entschladen 2008).
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3.2.2.4. Mezenchymové-epitelovy prechod (MET)

EMT je povazovan za proces podporujici progresi epitelového nadoru do vzdalenych
organti. Vzhledem k tomu, Ze sarkomy jsou mezenchymového pivodu, bunky nepodstupuji
proces EMT, ale pravdépodobné vyuzivaji jemu reverzni proces MET, ktery podstoupi
cirkulujici bunky, aby v sekundarnich organech mohly prosperovat jako epitelové nadorové
bunky (Wells, Yates, and Shepard 2008). Bylo prokazano, ze rizné typy sarkomua vcetné
leiomyosarkomu ¢i osteosarkomu vykazuji epitelovou diferenciaci na zakladé epitelovych
markertt véetné¢ E-cadherinu (Sato et al. 1999). Procesy EMT a MET, tedy dva odlisné
reverzibilné regulované mechanizmy vyuzivané nadorovymi bunikami by tedy mohly byt

povazované za pojitko mezi karcinomy a sarkomy.
3.2.2.5. (Ne)ucinnost tvorby metastaz

Jak bylo vyse zminéno, agresivni nadory uvolni tisice cirkulujicich bun€k do krevniho
ob¢hu denng, presto vétSina pacientll vytvoii pouze malé mnozstvi metastaz (Zhe, Cher, and
Bonfil 2011). To naznacuje, Ze je proces metastdzovani velmi neefektivni. Pfitomnost CTC
v cirkulaci je limitovdna a u pacientl s prsnim karcinomem bylo zjiSténo, ze polocas zivota
CTC je 1-2.4 h (Meng et al. 2004). Vétsina CTC umira, pravdépodobné kvili ztraté signalt
k ptezivani nebo kvili toku krevniho fecisté. Konstantni pohyb krve cévami je doprovazen
mnoha dynamickymi silami, zejména zmény tlaku a smykové sily ptisobici na povrchu plochy.
Bunky cévniho systému jsou takovym silam dobfe ptizpisobené. Naptiklad endotelialni buiiky
v zavislosti na téchto silach méni svoji genovou expresi a pieZivani (Malek and Izumo 1992).
Podobny vliv maji tyto sily také na cirkulujici nadoroveé buiiky. Je mozné, ze si nadorové builky
osvoji mechanizmy typicky pouzivané leukocyty nebo endotelidlnimi buitkami, aby ptezily
v dynamickém prostiedi cirkulace (Avvisato et al. 2007). Hlavni limitujici okolnosti pro tvorbu
metastdz je tedy pieziti v cirkulaci, extravazace a kolonizace sekundarnich organd, kde navic
dochazi k produkci faktord inhibujicich rist nadorovych bunék (Vanharanta and Massague

2013; Labelle and Hynes 2012; Kienast et al. 2010).

Pocet CTC v krvi pacienti ne vzdy koreluje se Spatnou progndézou nebo
metastdzovanim. Nizky pocet cirkulujicich bun¢k pted opera¢nim zédkrokem piedpovidéa dobré
prognézy pro pacienty s karcinomem prsu s nizkou pravdépodobnosti navratu nemoci
(Cristofanilli et al. 2004). Naopak pacienti s ovaridlnim karcinomem s miliony uvolnénych
CTC denné maji incidenci metastdz pomérn€¢ malou a vyseté builky jsou schopny pfezivat

v dormantnim stavu po desetileti (Karrison, Ferguson, and Meier 1999).
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Osud CTC je ptfedurcen i charakterem nového mikroprostiedi, které vykazuje urcitou
lokaci, bunécny typ a pfitomnost extracelularni sité proteinti podporujici pfeziti a mnozeni
diseminovanych nadorovych bun¢k (DTC) (Oskarsson, Batlle, and Massague 2014). N¢kdy
mohou CTC pfejit do dormantniho stavu a perzistovat ve vzdalenych mistech roky ¢i desetileti.
Jak je takova dormantni bunika udrzovana v klidovém stavu a co ji aktivuje, zatim neni pfesné
znamo (Goss and Chambers 2010; Pantel and Alix-Panabieres 2014). Ghajar et al. prokazali
na mysim modelu, ze dormantni DTC setrvavaji v mikrovaskulatufe plicni tkdné, kostni diené
a mozku. Takové bunky jsou udrzovany v klidovém stavu diky pfitomnym endotelidlnim
buiikkdm a bazalni membrané. Tato tumor-supresivni povaha mikrovaskularniho endotelu je

ztracena v zavislosti na zvySené expresi TGF-f1 (Ghajar et al. 2013).

Dulezita otdzka je také nacasovani, kdy CTC vstupuji do cirkulace. Dva hypotetické
modely metastazovani navrhuji, ze bud’ probiha paralelni progrese, kdy se nadorova
diseminace odehrava v rané fazi, nebo Ze jsou metastazy vytvaieny az v pozdnich fazich
klinicky diagnostikovatelného nadorového onemocnéni (Marusyk, Almendro, and Polyak
2012). Schematické zobrazeni téchto procest je znazornéno na obrazku 4. Pantel a Brakenhoff
(Pantel and Brakenhoff 2004) navrhli, Ze nddorova buiika mize opustit primarni nador velmi
brzy béhem svého vzniku a Ze si tyto buiiky zatim nevytvofily vlastnosti pro zformovani
metastaz. Jejich hypotéza byla podpofena i jinymi pracemi, které ukazuji, Ze se nddorové
buiitky mohou diseminovat skute¢né velmi brzy, dokonce diive nez je priméarni naddor zjevné
invazivni (Sanger et al. 2011; Husemann et al. 2008) . Dalsi diikaz pfinesla studie vyuZzivajici
kvantifikaci ojedin€lych CTC in vivo. Po injekci nadorové specifického ligandu a s vyuzitim
multifotonové intravitalni mikroskopie byly pozorovany CTC plujici krevnim fec¢istém mysiho

modelu. Takové CTC mohly byt detekovany tydny pied incidenci metastaz (He et al. 2007).

Stale vSak neni jasné, jestli jsou tyto brzy diseminované buiiky schopny zformovat
klinicky patrné metastazy. V duktalnim karcinomu in sifu je objeveni se metastdz velmi
vzéacné, presto jsou diseminované buiiky, které jiz vystoupily z cirkulace detekovany u 20-30%
pacientll (Husemann et al. 2008). To napovidd, Ze se ¢asn€ vyseté nadorové buniky malokdy
pfeménuji v buiiky tvofici metastazy a prestoze CTC muZou vstoupit do obéhu v celém
pribéhu choroby, je mozné, Ze pozdéji diseminované buiniky maji lepsi vlastnosti pro vytvoieni
metastaz (Vanharanta and Massague 2013). Lze ocekavat, ze vzhledem k obrovské variabilité
charakteru, klinickych projevll a pribéhu onemocnéni u lidskych nadori, predstavuji popsané
modely podpofené experimenty na mySich pouze dva krajni scénafe, pficemz vyvoj

individudlnich klinickych ptipadl se miiZze vice bliZit jednomu nebo druhému.
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Pouze malé mnozstvi buné€k je schopno piezit neptiznivé podminky jednotlivych kroka
metastatick¢ kaskady, zachovat si pocateCni metastaticky potencial a progradovat
z mirkometastazy na sekundarni nddor — makrometastazu. Tato pfeména z mikro- na makro-
metastdzy je podminéna interakci nddoru a imunitniho systému (Laughney et al. 2020), stavem
dormance (Aguirre-Ghiso 2007) a vhodnymi podminkami nadorového mikroprostiedi
(Levental et al. 2009). Toto prostiedi mize progresi nadoru bud’ podporovat nebo muze mit
naopak protinadorovou aktivitu (Ostman 2012). Nadorové mikroprostiedi je soubor
riznorodych bunéénych a strukturnich slozek véetné vaskulatury, bunék imunitniho systému,
ECM a fibroblastti. Posledni jmenované fibroblasty se za normélnich podminek ucastni vyvoje,
oprav tkani a zanétlivych odpovédi. Nicméné béhem nadorové progrese mohou poskytovat
vhodné prosttedi pro proliferaci a ptezivani nddorovych bunck a remodelovanim ECM mohou
podporovat riist nadoru a invazivitu nadorovych bun¢k (Kalluri and Zeisberg 2006; Bhowmick,
Neilson, and Moses 2004). Jina studie navrhuje, ze zdrojem takovych fibroblastl asociovanych
s nadorem (CAF) nejsou pouze normalni fibroblasty ale 1 mesenchymdlni kmenové buiiky,
buiiky hladké svaloviny, endotelialni buiiky a samy nddorové buiiky, které prosly procesem EMT

(Madar, Goldstein, and Rotter 2013).

Vsechny procesy metastatické kaskady zplsobuji zanétlivou reakci a vyzaduji
remodelaci ECM. Podobné jako procesy vyzadované pro hojeni ran. V roce 1986 Harold Dvorak
nazval nadory jako ,nikdy se nehojici rany* (,,wounds that do not heal”) (Dvorak 1986).
Genomickd nestabilita zplsobuje chronickou zanétlivou signalizaci samotnych nédorovych
bunék, ktera funguje jako vSudypiitomny hnaci motor metastazovani (Wu and Zhou 2009).
Ptirozeny proces hojeni ran je charakteristicky velkym mnoZstvim pozitivnich a negativnich
zpétnovazebnych mechanizmii. Tyto regulacni mechanizmy zaji$t'uji, Ze proces hojeni ran
pokracuje az do konce, jakmile je zahajen, a zaroven zabrafuji nadmérné regeneraci a
abnormalnimu bunéénému rastu. Zanétliva signalizace generovana ze samotnych nadorovych
bunék narusuje tuto souhru a vytvaii nekontrolovanou pozitivni zpétnovazebnou smycku, ktera

vede k metastatické progresi (Deyell, Garris, and Laughney 2021).
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Obr. 4. Schematické znazornéni diseminace bunék béhem metastatické progrese.
Upraveno dle (Marusyk, Almendro, and Polyak 2012).

3.2.2.6. Zmény genové exprese vedouci k tvorbé metastaz

Progrese z ¢asnych fazi ristu nadoru k tvorbé metastdz je desitky let trvajici evolu¢ni
proces, ktery zahrnuje akumulaci mutaci a klonalni selekci. Program genové exprese
metastazujici buitkky muze byt odhadnut porovndnim genové exprese mezi metastazujicimi a
nemetastazujicimi bunikami. Proto se mikroCipova technologie nebo sekvenace nové generace
ukézala jako cenny zdroj k urceni kandidatnich genii asociovanych s metastdzovanim (Haqq
et al. 2005; Yamasaki et al. 2007; Ku et al. 2007). Takovéto studie dokladaji, ze velka ¢ést
populace nadorovych bunék ma vlastnosti, které je predurcuji k vytvofeni metastaz.
Metastatické charakteristiky naznacuji, ze je velmi nepravdépodobné, ze vzacna mutace je
hnacim motorem tvorby metastdz. Pohonem je spiSe vice genomickych a epigenomickych
zmen, které v kazdém kroku vedou k selekéni vyhodé (Vanharanta and Massague 2013).
Existuji mutace opakujici se v metastatickych vzorcich, které jsou navic bézné ptitomné
v primarnich nddorech (Yachida et al. 2010; Gerlinger et al. 2012). Genetické zmény, které se
vyskytuji také u primarnich nddorti, mohou byt obohaceny v metastatickych klonech, coz mize
vést k rizné frekvenci mutantnich alel mezi primarnim nadorem a metastazami (Navin et al.
2011). Disledkem je, ze CTC nemusi reprezentovat celou populaci primarniho nadoru, ale
pouze jeho ¢ast a rizné CTC se mohou liSit ve schopnosti kolonizovat specifické organy

(Nguyen, Bos, and Massague 2009; Campbell et al. 2010) (Obr. 4).
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V normaélnich bunkdch je diky tkanové specifickym transkripénim faktorim udrzovéana
rovnovaha mezi bunécnou diferenciaci, migraci a délenim. Deregulace téchto faktort je
spojovana s metastazovanim. Jsou to napfiklad transkripcni faktory GATA3 a ELFS5, které
reguluji diferenciaci mamarnich luminalnich a alveolarni bunék. Jejich snizend exprese byla
detekovana v prsnim karcinomu. ZvySena expresse GATA3 byla dostate¢nd k indukci
diferenciace a redukci plicnich metastaz (Kouros-Mehr et al. 2008). GATA3 indukuje expresi
miR-29b, kterda ovliviiuje remodelaci kolagenové sité, epitelovou plasticitu ¢i angiogenezi
(Chou et al. 2013). ELFS inhibuje metastdzovani zejména prostfednictvim transkripéni represe
SNAIL2, zodpovédného za EMT a regulaci normdlnich a malignich mamarnich kmenovych
bun¢k (Chakrabarti et al. 2012; Guo et al. 2012). Ztrata faktort regulujicich diferenciaci
kmenovych bunék, jako je draha WNT-B-cateninu, Notch ¢i Hedgehog (Nguyen et al. 2009;
Oskarsson et al. 2011; Pratap et al. 2008) je dalSim piikladem deregulace exprese vedouci
k metastazovani. Faktory v mikroprostiedi kmenovych bun¢k mohou iniciovat metastazovani
aktivaci drah kmenovych bunék v DTC. Periostin (POSTN), sloZka ECM, ktera je sekretovana
fibroblasty v normélni tkani a kmenovymi buiikami v primarnim prsnim karcinomu, byl
identifikovan jako inicidtor metastazovani v DTC. V misté tvorby metastaz totiz blokuje
ligandy WNT (Malanchi et al. 2012). Také tenascin C (TNC), dalsi slozka ECM, ovliviiuje
formovéani mikrometastdz. TNC muze byt produkovan nadorovymi bunkami a podporovat
jejich prezivani (O'Connell et al. 2011) nebo ovlivilovat charakter kmenovych bunck
prostiednictvim signalizace Notch a WNT (Oskarsson et al. 2011). Poznatek, ze TNC muze
interagovat s kolagenem typu I a s POSTN, ktery se vaze na fibronektin, naznacuje, Ze
mikroprostiedi faktort ECM miZe zvySovat pravdépodobnost vytvofeni metastdz nejen
vytvafenim specifické struktury ECM ale také spolupraci v signalni transdukci (Reticker-

Flynn et al. 2012).

Metastaticky proces mize byt ovlivnén v riiznych fazich také molekulami na povrchu
bunky, jako jsou integriny, které zprostfedkovavaji interakce buiika-bunika nebo buitka-ECM
a jsou dulezité pro pieziti nadorovych bun€k a jejich diseminaci. Integriny podporuji
homotypickou adhezi nddorovych bunék a reguluji matrixové metaloprotedzy, které nadorové
bunice usnadiiuji pohyb pies ECM (Huhtala et al. 1995). ITGA4 muze regulovat sméfovani
nadorovych bun¢k do organovych kompartmentii, kde jsou exprimovany ligandy ITGA4, a
v zavislosti na typu nadoru indukovat tvorbu metastdz. ITGA4 na buitkdch melanomu nebo
sarkomu po jejich vstupu do krevniho ob&hu podporuje jejich Siteni do vzdalengjSich organii
interakei s ligandy exprimovanymi na povrchu endotelidlnich bunék, krevnimi destickami a

specifickymi proteiny ECM, coZ podporuje tvorbu metastdz (Gehlsen, Davis, and Sriramarao
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1992) ,(Holzmann, Gosslar, and Bittner 1998). ITGA4 svou interakci s endotelialnimi buitkami
stimuluje adhezi nadorové builky k cévni sténé a ulehCuje tak transendotelidlni migraci
(Meerschaert and Furie 1994). ITGA4 muze také ovliviiovat piezivani bunék ve vzdalenych
organech. ZvySenim jeho exprese v lymfomovych T-buitkdch doslo k redukci metastdz po
intravenozni injekci bunék v mysim modelu. ITGA4 zde inhibuje kolonizaci sekundarni tkdn¢
a ma v tomto typu nadoru a v této fazi metastatického procesu vliv negativni (Gosslar et al.

1996).
3.2.3. Interakce nadoru s imunitnim systémem

Nadorové buiiky Gzce interaguji s imunitnim systémem a obé zacastnéné strany podléhaji
spole¢né evoluci. Imunitni odpovéd” mulze chrdnit organizmus pied naddory mechanizmy
vedoucimi ke smrti nddorovych bun¢k, na druhé stran¢ mtze také modifikovat nadorové buiky
tak, ze jim pomaha v tniku pfed imunitnim dohledem (Dunn et al. 2002; Schreiber, Old, and

Smyth 2011).

Interakce nddorovych a imunitnich bunék se odehravaji ve tiech stupnich. Zaprvé je to
eliminace, kdy nador invazivné roste a vyvolava tak lokalni zanétlivou reakci za ucasti
makrofagl a NK bun¢k. Tyto buiiky po rozpoznani nadorové bunky vylucuji cytokiny, jako je
interferon gamma (IFN-y). Nasledné je spusSténa kaskada imunitnich aktivaci, kterd vede
k prezentaci nadorovych antigenti T-buiikdm v lymfatickych uzlinach a pfivolani nadorové
specifickych CD4" a CD8" T-lymfocyti adaptivniho systému do mista nadoru, kde tyto buiiky
mohou nador rozpoznat a eliminovat. Pokud je tato eliminace kompletni, organizmus nevytvori

nadory (Dighe et al. 1994; Aqgbi et al. 2018).

Zadruhé mtZe dojit k neuplné eliminaci, kdy interakce nadoru a imunitniho systému vede
k dynamické rovnovaze mezi naddorovymi a infiltrovanymi imunitnimi buikami. B&€hem této
faze nadorové bunky neproliferuji. Zatfeti mohou na konci rovnovazné faze v opovéd na
selekéni tlak vyvijeny imunitnimi builkami vznikat varianty nddorovych bungk, které
imunitnimu dohledu uniknou. Tyto nddorové buniky jiz mohou proliferovat a v organizmu se

projevuji jako klinicky nador (Martin et al. 2021; Palucka and Coussens 2016).

Existuji také dikazy, ze rizné populace imunitnich bunék, které se podileji na vytvoreni

chronickych zanétlivych reakci, jako jsou T-buniky, makrofagy a zirné buniky, mohou podporovat

vrwe

bun€k nebo inhibici protinddorové imunitni odpovédi v mikroprostiedi nadoru. Napiiklad
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v mysSim modelu cervikéalniho karcinomu dochazi po depleci makrofagi k potlaceni nadorové
progrese. Makrofagy v nadorovém mikropostiedi sekretuji zanétlivé cytokiny IL-1, IL-6, VEGF
a TNF-0, coz vede ke stimulaci angiogeneze podporujici rtist nddoru (Giraudo, Inoue, and
Hanahan 2004). Chronicky zanét muze ptispét k iniciaci nadoru navozenim genotoxického
stresu nebo k udrzeni a progresi nadoru stimulaci jeho proliferace (Grivennikov, Greten, and

Karin 2010).

Je tedy jasné, Ze imunitni systém ma v nadorovém mikroprostiedi dvoji ulohu.
Protinddorovd imunitni odpovéd’ je kompenzovéna vytvafenim mikroprostiedi podporujici
tvorbu nddoru sekreci cytokini a pfivolanim bunck suprimujicich protinddorovou imunitu.
Pfinos imunitniho systému se meéni v zavislosti na kontextu nddoru a slozeni nadorového
mikroprostfedi. Kromé& toho miizou byt riizné casti imunitniho systému pronadorové nebo
protinadorové ve stejném mikroprostiedi v zavislosti na jejich ¢asovém a prostorovém vyskytu

v nadorovém mikroprostiedi (Schreiber, Old, and Smyth 2011).
3.2.4. Epigenetické mechanizmy v progresi nadoru

Epigenetické pfeprogramovani je jeden z regulacnich mechanizmti, ktery predurcuje

osud buiiky béhem nadorové progrese a metastazovani.

Prvni pozorovani aberantni metylace DNA v nadorovych tkdnich bylo zaznamenano
pfed téméef Ctyficeti lety, kdy byla pomoci chromatografickych technik analyzovana globalni
metylace DNA. Vysledkem byla snizend metylace DNA v riznych typech malignich naddori
ve srovnani s normalni tkani, ze které nador vznikl (Romanov and Vanyushin 1981; Gama-

Sosa et al. 1983).

Dosavadni studie prokazuji souvislost mezi DNA metylaci a nddorovou progresi,
nicméné interpretace dat je komplikovand, zejména proto, ze vzorec metylace DNA
v promotorovych ostrovech CpG v daném nadoru ¢asto odpovida metylacnimu vzorci ptivodni
tkané (Sproul et al. 2012; Hoadley et al. 2018). Navic geny, o kterych se bézné piredpoklada,
ze jsou v naddorech umlceny hypermethylaci, mohou stale vykazovat velmi variabilni Giroven
metylace mezi nadorovymi buiitkami a mély by byt brany v uvahu pfi jejich pouziti jako
epigenetickych biomarkerit (Zhang and Huang 2017). Zatim neni zcela jasné, jaky
mechanizmus rozeznava specifické misto na DNA pro jeji metylaci ¢i demetylaci béhem
nadorové progrese. Zmény v metylaci DNA v nadorech a metastdzach pravdépodobné

odpovidaji zménam v aktivité transkripcnich faktort, které rozeznavaji specifickou sekvenci
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DNA. V experimentalnim systému bylo zjiSténo, ze sekvence DNA pieduruje vzorec
metylace DNA v normalnich bunkéch (Krebs et al. 2014). Nicmén¢ specifické prometastatické
zmény mohou vznikat selekci ndhodnych alteraci v celkovém metylacnim vzorci DNA

(Landan et al. 2012).

MW

hypometylaci DNA genti podporujicich nadorovou progresi a hypermetylaci DNA tumor-
supresorovych gent (Ehrlich 2002). Takové epigenetické mechanizmy mohou synergizaovat
se znamymi fidicimi mutacemi a usnadnit tak vznik a vyvoj nadoru (Tao et al. 2019). Dale
bylo prokazano, ze diferencidlni metylace v malych oblastech, vétSinou charakterizovanych
hypermetylaci, ovliviiuje genovou regulaci, zatimco deferencialni metylace ve velkych
genomickych oblastech, vétSinou charakterizovanych hypometylaci, ovliviiuje chromozomalni

organizaci (Santoni D. 2021).

Funk¢ni relevance hypometylace DNA v nadorech pravdépodobné souvisi s indukei
genomové nestability (Jones and Gonzalgo 1997). Hypometylace DNA nadorovych bunék ma
charakter globalni ztraty 5-mC (Soares et al. 1999; Eden et al. 2003). Zajimavym piikladem
jsou seminomy (Reuter 2005), jejichz vyvoj, podobné jako u ostatnich testikularnich tumort
zarode¢nych bunék (TGCT), pfipomina rané stadia embryogeneze (Robertson 2005). TGCT
pravdépodobné vznikaji z primordialnich zarodeénych bunék, coz je stadium vyvoje
zarodecné linie, kdy je metylace DNA vymazdna a je opétovné ustanovena totipotence
(Morgan et al. 2005). Genom seminomtl zistava rozsdhle hypometylovany a prakticky zcela
bez hypermetylace ostrovii CpG (Smiraglia et al. 2002). Zajimavé je, ze neseminomoveé typy
TGCT, které jsou vyraznéji diferencované, maji genom metylovany podobné¢ jako somatické

tkané (Netto et al. 2008).

Hypermetylace DNA se pravdépodobné odehrava v casnych fazich nadorové progrese
a to zeyjména v promotorovych oblastech bohatych na CpG. (Ballestar and Esteller 2008).
V nékterych typech narodi miize vzniknout metylatorovy fenotyp ostrovii CpG (CIMP), coz
je situace, kdy dochazi k metylaci n¢kolika tisict ostrovii CpG zaroven (Costello et al. 2000;
Malta et al. 2018). Profily hypermetylace CpG ostrovli tumor-supresorovych gentli se zna¢né
lisi v zavislosti na typu nadoru (Costello et al. 2000). Epigenetickd inaktivace neni jen
vlastnosti ojedinélych nadort ale také neoplazii dédi¢nych nddorovych onemocnéni a mtize se
jednat i o sekundarni zmény v pribéhu naddorové progrese (Esteller et al. 2001). Specificka

hypermetylace CpG ostrovil je dokonce zachovédna u dlouhodobé kultivovanych naddorovych
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bunéénych linii (Paz et al. 2003; Blazkova et al. 2009). Nékteré¢ naddorové typy maji vice
metylované CpG ostrovy nez jiné. Naptiklad nejvice hypermetylované nadorové bunky jsou
puvodem z gastrointestinalniho traktu, zatimco nejmensi hypermetylace byla pozorovana u
ovarialniho karcinomu a sarkomu (Esteller 2007). Jedno z vysvétleni pro tento jev je, ze
v téchto nadorech zatim nebyly nalezeny specifické geny s vyrazné¢ hypermetylovanym
promotorem. Dal$im divodem mitize byt, Ze vice hypermetylované typy jsou ty, které jsou vice
vystavené externim karcinogennim vlivim (Costello et al. 2000). Studie lidskych
karcinomovych bun€k in vitro ukazuje, Ze nejvice hypermetylované geny asociované s nadory
mohou byt reaktivovany inhibitorem metylace DNA 5-aza-2’deoxycytidinem (5-aza-dC)
(Momparler and Bovenzi 2000). Takto vznikld demetylace DNA muZze indukovat terminalni

diferenciaci a senescenci neoplastickych bunck (Razin and Riggs 1980).

V nadorovych buiikkdch jsou zmény v metylaci DNA doprovazeny zménami
v histonovych modifikacich. Histonové deacetylazy (HDAC) jsou enzymy, které deacetyluji
histonové lyziny, coz vede ke kondenzaci chromatinu. Pfi terapeutickém pouziti inihibitort
histonovych deacetylaz (HDAC1) dochézi pfednostné k ovlivnéni klicovych bun&énych funkei
u malignich bun¢k. Je to pravdépodobné dasledkem reaktivnich forem kysliku (ROS), které
jsou v normalnich buiikach vychytavany thioredoxinem (TXN). V nddorovych bunkach TXN
exprimovan neni a vlivem akumulace ROS dochdzi k bunééné smrti (Ungerstedt et al. 2005).
Derivaty kyseliny hydroxamové byly prvni ttidou objevenych HDACi. Do této tfidy patii i
Vorinostat (t¢Z SAHA) (Bradner et al. 2010), ktery se také vyuZziva pro reaktivaci latentnich
provirt HIV-1 (viz kapitola 3.3.3.) DalSim prikladem HDAC:i je derivat benzamidu MS-275,
ktery vykazuje protinadorovou aktivitu u détského osteosarkomu, maligniho

rhabdomyosarkomu a Ewingova sarkomu (Jaboin et al. 2002).

Nadorové geny mohou skryvat tisice somatickych mutaci ale pouze nékteré z nich jsou
kritické pro nadorovou progresi. Stejné tak nadorovy epigenom muzZe mit tisice alteraci
v metylaci DNA, ale pouze nékteré jsou relevantni pro bunéfnou transformaci (Obr. 5.).
Naptiklad v nadorech prostaty je mezi primarnim nadorem a metastdzami metylace DNA
obvykle konzervovand (Aryee et al. 2013), zatimco v pifipadé¢ prsniho karcinomu byly
v metastatickych bunkéach pozorovany zmény v metylaci DNA, pfednostné mimo regiony
bohat¢ na CpG (Reyngold et al. 2014). V nadorech prostaty byla navic identifikovdna
heterogenita v metylaci DNA v rdmci nadoru, kterd koreluje s metastatickou progresi (Brocks

et al. 2014).
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V hlavni casti této disertani prace vénované metastazovani se mimo jiné zabyvame

prave epigenetickou regulaci kandidatniho genu HOPX.

Vybrané epigenetické vlastnosti
vy é pro metast ani +
vybrana/é fidici mutace

Ridici mutace
Doprovodna mutace
’ Sooe X + 200 OO0
20—0
Normalni burika
fef Doprovodné Nédorové bufik
Ridici epigeneticka udalost epigeneticks uddlost Y
Casnd faze nadorové progrese Metastaticka kaskdda

legenda
“0—0-00- Nemetylované CpG

000~ Metylované CpG
Geneticka udilost

x Epigeneticka udélost

Obr. 5. Schematické znazornéni mutaci a epigenetickych udalosti v pribéhu nadorové
progrese. Upraveno podle (Chatterjee, Rodger, and Eccles 2018).

3.2.5. Transkrip¢ni faktor HOPX (Homeodomain Only Protein)

Homeoboxové geny koduji transkripéni faktory, které jsou dulezité pro urceni osudu
buiiky a formovani organi béhem embryogeneze a jsou dobfe konzervované béhem evoluce
(Izpisua-Belmonte and Duboule 1992). Jsou charakteristické 60 aminokyselin dlouhou
homeodoménou zodpovédnou za vazbu DNA. Strukturni analyza ukazala, Ze homeodoména
se sklada ze tfi alfa helixil, z nichz tfeti rozpoznavaci helix je schopen ukotveni ve velkém
zlabku DNA a je tak zodpovédny za sekvencné specificky kontakt s pary bazi (Kissinger et al.
1990). Hox proteiny reguluji transkripci vazbou na regulacni sekvence DNA piitomné
v promotorovych ¢i enhancerovych oblastech genli nebo pfimou interakci s jinymi

transkripcnimi kofaktory (Grueneberg et al. 1995).

HOPX byl objeven pomérné nedavno a to hned né¢kolika nezavislymi skupinami (Chen
et al. 2002; Shin et al. 2002). HOPX je pravdépodobné specificky jen pro obratlovce. Lidsky
a mysSi HOPX sdileji 92% identitu v aminokyselinové sekvenci (Adu et al. 2002).

Jeho exprese je poprvé detekovana u mezodermalniho prekurzoru srdecniho svalu

v E8.0 béhem mysiho vyvoje a pozdé&ji v myokardu. Exprese je udrzovdna v srdecnich
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myocytech béhem vyvoje az do dospé€losti. Az do pozdni gestace je exprese HOPX vyhradné
v srdec¢ni tkani. V E16.5 je exprimovan v myokardu, distalnim plicnim epitelu a intestinalnim
epitelu (Adu et al. 2002). V myokardovém prekurzoru je exprese HOPX spusténa tésné po
spusténi exprese homeoboxového genu Nkx2-5 specifického pro srde¢ni tkan. U mysi
deficientni v Nkx2-5 je exprese HOPX snizend a tranzientni tansfekce Nkx2-5 je schopna
aktivovat jeho expresi vazbou na konkrétni vazebné misto v blizkosti promotoru HOPX.
HOPX je tedy transkripénim cilem Nkx2-5 béhem vyvoje myokardu. HOPX muze naopak
slouzit jako inhibitor funkce Nkx2-5 v rdmci zpétnovazebné regula¢ni smycky (Chen et al.

2002; Shin et al. 2002).

Inaktivace genu HOPX vede k vytvoieni komplexniho fenotypu. Asi polovina HOPX
-/- embryi ma naruSeny vyvoj myokardu a ob¢as nastava ruptura myokardu nebo perikardialni
efiize. Nicméné nektera embrya pieziji az do dospélosti dokonce s normalni kardiovaskularni
fyziologii. Dalsi zivotaschopni mutanti HOPX maji zvySeny pomér vahy srdce ku vaze téla.
Toto zvétSeni srdce koreluje s vétsim poctem srdecnich myocyti. HOPX je tudiZ vyzadovan
k normalni maturaci srde¢nich myocyti béhem rané gestace a normdlnimu perinatdlnimu

ukonceni bunééného cyklu. Dlivod obCasné absence embryonalni letality po vyfazeni genu

HOPX nenti zcela jasny (Shin et al. 2002).

Rada gent specifickych pro funkci srdce je regulovana transkripénim komplexem
zahrnujicim Nkx2-5, Gata4 a SRF (serum response factor) (Wang et al. 2001). HOPX je
schopen vazby na SRF, coZ znemoznuje vazbu SRF na DNA a naslednou aktivaci specifickych
genl. Promotory nebo enhancery srde¢nich gend, jako je srde¢ni aktin alfa (a-CA), obsahuji
vazebna mista pro SRF a ve spolupraci s Nkx2-5 ¢i Gata4 jsou SRF aktivovany. MyS s mutaci
v HOPX vykazuje zvySenou expresi genll zavislych na SRF, véetné a-CA. HOPX tedy funguje
jako modulator transkripce zavislé na SRF (Chen et al. 2002).

V dospélosti je HOPX mimo jiné exprimovan v mozku, placenté, plicich, dé€loze,
mocovém meéchyfi, ledvinach a sleziné¢ (Asanoma et al. 2004). V roce 2011 Takeda et al
(Takeda et al. 2011) prokdzali, ze je HOPX marker specifické populace intestinalnich
kmenovych bungk. Intestinalni buiiky pozitivni na HOPX jsou klidové, zachovavaji si vSak
kapacitu rychle proliferovat, jako odpovéd’ na ozéteni. Vyskytuji se ve specifickych mistech
sttevnich krypt, kde se diky schopnosti stiidani aktivniho a neaktivniho stavu podili na udrzeni

epitelové homeostaze (Barker 2014).
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HOPX byl poprvé spojovéan s nddorovou transformaci v roce 2003, kdy Asanoma et al.
(Asanoma et al. 2003) zjistili, ze ve vzorcich choriokarcinomu je tento gen umlcen. Odtud
pochazi jeho jiny nazev - NECC1 (Not Expressed In Choriocarcinoma Clone 1). Bunky
choriokarcinomu exprimujici exogenni HOPX vykazovaly znatelné morfologické zmény,
zvétSenou cytoplazmu a jedno velké jadro nebo nékolik jader. Po imunohistochemickém
barveni byly pozitivni na choriovy hormon somatomamotropin 1 (CSH1), coz je specificky
marker diferencovanych syncytiotrofoblastii. Tyto vysledky prokazuji, ze HOPX ovliviiuje
diferenciaci placentdlnich trofoblasti. Stejnd skupina v roce 2009 prokazala, ze HOPX je
umlcen v endometridlnim karcinomu, pfestoze zddnd mutace v genu HOPX nebyla zjisténa.
HOPX je zde traskripéné umlcen hypermetylaci svého promotoru, coz vede k rozvoji
endometridlniho karcinomu. Naopak pokud je promotor HOPX hypometylovany, dochazi ke
zvysené expresi HOPX, coz vede k ¢astecné inhibici bunécné proliferace a nadorové progrese

(Yamaguchi et al. 2009).

Transkripcni umléeni HOPX vlivem hypermetylace promotoru bylo v nésledujicich
letech prokazano i u karcinomu zaludku, kolorekta, slinivky a plic (Ooki et al. 2010; Harada
etal. 2011; Waraya et al. 2012; Chen, Yang, et al. 2015). HOPX v buiikach plicniho karcinomu
potlacuje proliferaci nadorovych bunck a podporuje senescenci aktivaci onkogenniho Ras a
nasledné drahy MAPK, coZ vede k inhibici MDM2 a zvySené hladiné¢ p21. Senescence
navozend HOPX byla aktivni také v lidskych bronchialnich epitelovych buiikach (Chen, Yang,
et al. 2015). V karcinomu Zaludku zvySena exprese HOPX podporuje apoptozu (Ooki et al.
2010) a v endometridlnim karcinomu HOPX potlacuje proliferaci stimulovanou
estrogenem prostfednictvim inhibice SRF (Yamaguchi et al. 2009). Po transfekci exogenniho
HOPX do bunék karcinomu slinivky, ktery je pravdépodobné generovan buikami
Langerhansovych ostrovii konstitutivné exprimujicimi HOPX, dochézi k zastaveni bunécného

cyklu v G1 fazi a inhibici invazivniho charakteru bun¢k (Waraya et al. 2012).

HOPX je umlceny také v proliferujicich lidskych keratinocytech a je indukovany
béhem jejich diferenciace. V epidermis je HOPX vyrazn€ exprimovany v terminalné
diferencovanych suprabazalnich vrstvach. Zajimavé je, Ze pti pouziti demetylaéniho agens
5-aza-dC neni exprese HOPX indukovana a jeho suprese tedy neni pod kontrolou metylace
DNA. Naproti tomu exogenni exprese HOPX snizuje expresi diferenciacnich markert
v imortalizovanych lidskych keratinocytech. V tomto ptipad¢ je HOPX regulovany bunécnou
diferenciaci, coz muze pfispivat k homeostazi keratinocytli kontrolou gend zavislych na

diferenciaci (Yang et al. 2010). Ptestoze jsou keratinocyty schopné sekretovat molekuly
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matrixové metaloprotedzy 9 a podporovat tak invazivni charakter melanomovych bunék (Van

Kilsdonk et al. 2010), spojeni HOPX s incidenci melanoma doposud neni znamé.

Souvislost mezi diferenciaci epitelovych bunék adenokarcinomu a expresi HOPX
doklada prace Cheunga et al. (Cheung et al. 2013), kterd prokazuje, ze diferenciace bunék
plicniho adenokarcinomu (ADC) je regulovana transkripénimi faktory GATA6 a HOPX. Tyto
faktory mohou spolecné inhibovat metastazovani bunék ADC modulaci alveolarni
diferenciace. V ptipad¢ adenokarcinomu HOPX spolupracuje s GATA6. Naopak v myocytech
HOPX inhibuje funkci transkripéniho faktoru GATA4, ktery je exprimovan srdecnimi
progenitorovymi buitkami a reguluje kardiogenezi. Pii absenci HOPX a jeho interakéniho
partnera HDAC2 v mySich embryich dochéazi k hyperacetylaci GATA4 a naslednému zvysSeni
proliferace srde¢nich myocytl, zvySeni exprese cilovych genti GATA4 a perinatélni letalité.
GATA4 je zde nehistonovy cil HDAC2, kterd s GATA4 interaguje za pomoci faktoru HOPX
(Trivedi et al. 2010). Dale se HOPX ucastni epigenetickych regulaci prostfednictvim interakce
s EPCI, ktery je soucasti histonové acetyltransferazy NuA4 ovliviiujici aktivitu vybranych
genll pomoci acetylace histoni H4 a H2A (Doyon et al. 2004). EPC1 hraje roli v iniciaci
diferenciace kosterniho svalstva a interakce s HOPX je vyzadovana pro jeho plnou aktivitu

(Kee et al. 2007).

Role HOPX v tvorb¢é metastaz byla popsana u nasofaryngedlniho karcinomu. HOPX
zde byl identifikovan jako nejvice signifikantné¢ hypometylovany gen. Obnoveni exprese
HOPX potlacuje metastazy a zvySuje chemosenzitivitu bunck. Tyto ulinky jsou
zprosttedkovany epigenetickym umlcenim transkripce SNAIL prostiednictvim zvySeni

deacetylace histonu H3K9 v promotoru SNAIL (Ren et al. 2017).

Vyse zminéné prace prokazuji roli HOPX jako tumor supresoru. HOPX v§ak vykazuje
funkéni dualitu jako tumor supresor a onkogen. Jeho zvySena exprese byla nalezena v butikach
karcinomu S§titné Zlazy (Pauws et al. 2004). Navic v pfipadé kozniho spinocelularniho
karcinomu vede sniZzend exprese HOPX k inhibici proliferace a invazivity prostfednictvim
urychleni apoptézy. HOPX zde tedy pulisobi jako onkogen prostfednictvim aktivace druhého

alternativniho promotoru a modulace apoptoézy (Pavlova et al. 2021).

Ptestoze bylo studium genu HOPX dlouha Iéta opomijeno, poslednich deset let ukazalo,
ze se jednd o vyznamny regulator genové exprese nejen za fyziologickych podminek ale také
v riznych typech nadori. Z dosavadnich vysledkt vyplyva, Zze HOPX podporuje diferenciaci

a ve veétsin€ piipadil inhibuje nddorovou progresi. Role HOPX v metastatické kaskadé zatim

46



byla studovana pouze u nasofaryngedlniho karcinomu (Ren et al. 2017). NaSe prace je
vénovana zkoumdni role HOPX v incidenci metastdz ze sarkomu na modelovém kutfecim
syst¢tmu. V tomto projektu se také zabyvame hledanim dalSich genli asociovanych
s metastazovanim, které prozatim, stejné jako kdysi HOPX, unikly pozornosti na poli vyzkumu

nadorové progrese.
3.3. Proces replikace HIV-1 a mozZnosti terapie

3.3.1. HIV-1 a jeho interakce s CD4" T-lymfocyty

HIV-1 primarné infikuje CD4" T-lymfocyty, coz vede k jejich depleci, deregulaci
imunitniho systému a imunitni deficienci. Virus HIV-1 se vaze na receptor CD4 a koreceptory
CCR5 nebo CXCR4 na bunééné membrané CD4" T-lymfocyti a fuzi s membranou do nich
vstupuje. Genomova RNA HIV je nasledné reverzné transkribovana za vzniku
dvoutetézcového DNA proviru, ktery je hlavni komponentou preintegracniho komplexu (PIC).
PIC vstupuje do jadra, kde se integruje do hostitelského genomu. Integrovana provirova forma
je obklopena dvéma dlouhymi terminalnimi repeticemi (LTR), které¢ vznikly béhem reverzni

transkripce a jsou nezbytné pro virovou replikaci (Hu and Hughes 2012).

Provirus HIV se chova jako bunéény gen, ma sviij vlastni promotor situovany v 5'LTR
a je bohaty na responsivni elementy obsahujici vazebnd mista fady bunécnych transkripénich
faktord. 3'LTR zajiStuje polyadenylaci virové mRNA a jeji napodobovani bunéfnych
transkriptd (Wilusz 2013). 5'LTR HIV-1 fidi expresi integrovaného proviru za pomoci
hostitelské transkripéni masinérie a transaktiva¢niho proteinu Tat kddovaného virem HIV-1.
V pocatecnich fazich ale dochézi k abortivni transkripci v pfitomnosti neprocesivni RNA Pol
I na promotorové oblasti a aZ po importovani Tat zpét do jadra nastava transripce virové
mRNA a genomové RNA. Virové proteiny jsou pak translatované z virové mRNA a
v kombinaci s genomovou RNA vytvaieji nové virové partikule, které puci z infikované buiiky
a maturuji. Maturovany virus mize dale véazat a infikovat nové CD4" buiiky (Buchbinder

1990).

Expresi proviru HIV-1 ovliviiuje dostupnost transkripcnich faktort v hostitelské buiice,

ale také epigenetické mechanizmy, vCetné vlastnosti integraéniho mista.
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3.3.2. Epigenetické mechanizmy regulujici latenci provira HIV-1

Epigenetickym regulacim nepodléhaji pouze bunééné geny ¢i endogenni retrovirové
sekvence ale také exogenni viry, coz je jeden z mechanizmi antivirové imunitni odpovédi.
Nicméné nékteré viry mohou vyuzit epigenetického umlceni k vytvofeni perzistentni infekce.
Umlceni virové exprese chrani jednotlivé buiiky pied lytickou virovou replikaci, ale nemusi
vést k jednoznatnému vitezstvi hostitele. Ustanoveni latence mulZze virim umoZnit
dlouhodobou perzistentci, kdy unikaji hostitelské adaptivni imunitni odpovédi, a pozdéji i
navrat k lytickému replika¢nimu cyklu. To je i pfipad latentni infekce pamétovych T-
lymfocyti virem HIV-1 nebo neuront virem HSV-1 a B-lymfocytti virem Epsteina-Barrové
(EBV). Kazdy ztéchto piikladi latentni infekce je asociovan s pfidanim represivni
epigenetické modifikace H3K9 me3 a H3K27 me3 a s nizkym mnozstvim aktivujicich

histonovych modifikaci (Lieberman 2016).

Navzdory ucinnosti ART, kterd snizuje replikaci HIV-1 a redukuje mortalitu
v disledku infekce HIV-1, mize virem ustanovena latentni infekce vést k rezistenci k ART
(Finzi et al. 1999). Latence je ustanovena ¢asn¢ béhem akutni infekce, pravdépodobné béhem
nékolika dni po pocatecni nakaze. Velmi stabilni latentni rezervoar HIV -1 ptredstavuji klidové
pamétové CD4+ T-lymfocyty. Tento rezervodr vznikd pravdépodobné infekci castecné
aktivovanych CD4" T-lymfocytd, které se vraceji do klidového pamétového stavu (Chun et al.
1997; Zhou et al. 2005). V tomto stavu s kompaktnim genomem je provirus HIV-1 také
umlcen. Transkripce takovych replikacné kompetentnich latentnich provira HIV-1
perzistujicich v genomech velmi malé podmnoziny klidovych pamétovych T-lymfocytl je
inhibovana (Chun et al. 1997; Ho et al. 1995). Studie dokl4daji, Ze polocas Zivota této populace
bunék je 3,7 let. TudiZ polulace 1 milionu latentné infikovanych bunék by pfirozené zanikla

béhem 73,4 let (Siliciano et al. 2003) .

Aktivitu provirové exprese do zna¢né miry ovliviiuje integra¢ni misto. Na modelu
ptaciho sarkomového a leukézového viru (ASLV) bylo prokdzéano, Ze integrace vzdalené od
promotorovych oblasti gent a tedy i oblasti bohatych na aktivaéni chromatinovou modifikaci
H3K4 me3 vedou kefektivnimu umlceni proviru oproti provirim integrovanym
v promotorovych oblastech gent (Senigl, Auxt, and Hejnar 2012). Ve studii integra¢nich mist
HIV-1 bylo prokazéno, Ze mezi 2 969 integratnimi misty HIV-1 doSlo k 8 nezavislym
integra¢nim udélostem do genu DNMTI (Bushman et al. 2005). Neni jasné, zda tento gen a

s nim 1 nékolik jinych s viceCetnou integraci HIV-1 maji zvlastni vlastnosti, nebo zda se
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nachazeji na okraji Gaussovy distribuce. Dosud publikované analyzy neuvadi, ze by byla
nékterd funkcni tiida genti upiednostiiovana pro integraci HIV-1 (Bushman et al. 2005;
Schroder et al. 2002), ale pfedpoklada se, ze HIV-1 je do genomu integrovan nendhodné.
Preintegracni komplex je cilen do regionti aktivni transkripce asociaci virové integrazy
s transkripénim koaktivatorem LEDGF/p75 nebo HRP-2 (Ciuffi et al. 2005; Schrijvers et al.
2012). LEDGF/p75 interaguje s integrazou HIV-1 a také s histonovou modifikaci H3K36 me3,
jez znaci aktivné transkribované geny. Nasleduje jasny vybér mista integrace v intronech
aktivné transkribovanych genii obohacenych o kanonické aktiva¢ni modifikace, jako je jiz vySe

zminéna H3K36 me3 (Eidahl et al. 2013).

Latentni infekce je také ovlivnéna rovnovahou mezi vazbou a aktivitou transkripcnich
faktori rozeznavajicich né€kolik konsenzualnich vazebnych mist na promotoru HIV-1, ktera
muze vést k produktivni infekci nebo virové latenci (Ruelas and Greene 2013). V klidovych
pamétovych T-lymfocytech jsou aktivatory jako NF- kB a NFAT pfitomné v cytoplazmé a
nemohou tak transkripci HIV-1 aktivovat. Po aktivaci T-lymfocyti je fada transkripcnich
faktort sméfovana z cytoplazmy do jadra (Donahue and Wainberg 2013; Pan et al. 2007) (Obr.
6.). Také bylo prokazano ze HIV-1 muze byt aktivovan nezédvisle na NF- kB transkripénim
faktorem AVII-Ets-1 aniz by doslo k aktivaci T-lymfocyti (Yang, Shen, et al. 2009). Dalsi
studie ukazuje, ze proteiny Lck a NFAT jsou vyZzadovany pro optimalni reaktivaci latentniho
proviru v primarnich pamétovych T-lymfocytech (Bosque and Planelles 2009). Po vazbé
aktivacnich transkripénich faktori na promotor HIV-1 hraje vyznamnou ulohu virovy
transaktivaéni protein Tat, ktery stimuluje elongacni fazi, pfi niZz dochédzi k syntéze
terminované v diisledku vazby negativnich elongac¢nich faktori (Mbonye and Karn 2014;
Yamaguchi, Shibata, and Handa 2013). Na zaklad¢ pozitivni zpétné vazby miize dochéazet
k vysoké mife provirové exprese v piipad¢ vysoké hladiny Tat nebo ke klidové latenci, je-li
nizkd hladina Tat (Razooky and Weinberger 2011). Pokud je Tat exprimovan, vdze se na
transaktivacni reakéni element (TAR) v 5'LTR nascentni RNA a podporuje vazbu elongacniho
komplexu na transkripty HIV-1, jehoZ hlavni komponentou je pozitivni elongaéni komplex (P-
TEFb) slozeny z cyklinu T1 a cyklin-dependentni kindzy 9 (CDK9). CDK9 fosforyluje
negativni elongacni faktory a koncovou doménu RNA polymerazy 11, coz vede k disociaci
téchto faktori a zvySeni procesivity polymerdazy (Kim et al. 2002). Tat dale podporuje
transkripci vazbou ostatnich transkripénich koaktivatord, jako jsou acetyl transferazy a ATP-
dependentni komplex remodelujici chromatin (Sobhian et al. 2010). Vysledkem je vysoka

intenzita tvorby plnodélkovych transkriptd HIV-1 (Obr. 6.).
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Obr. 6. Schematické znazornéni aktivniho a latentniho stavu proviru HIV-1. Upraveno

dle (Taube and Peterlin 2013)

Krom¢ mista integrace a pritomnosti aktivac¢nich transkripénich faktort je transkripce
HIV-1 ovlivnéna také chromatinovou strukturou. Bylo prok4zéano, ze v distdlnim enhanceru
HIV-1 se nachazi nuklezom Nuc-0 a na transkripénim pocatku HIV-1 nukleozém Nuc-1, jehoZz
posunuti je nezbytné pro procesivni transkripci (Verdin 1991; Verdin, Paras, and Van Lint
1993) (Obr. 6.). Béhem represivniho stavu tato organizace nukleotidi blokuje tvorbu
za pomoci histonovych chaperont zavislych na ATP. Zajimavé je, Ze umisténi téchto dvou
nukleozémii je pravdépodobné aktivni a vysoce konzervovany proces, ktery si zachovava
kazdy provirus v unikatnim integracnim misté€ za pomoci remodelacniho komplexu BAF, ktery
aktivné umist'uje Nuc-1 do mista transkripcniho startu. Pfi absenci BAF je Nuc-1 pfednostné
umistén v alternativni pozici na promotoru v misté vazebnych mist pro transkripcni faktory

NF- kB a NFAT, coz vede ke zvySené bazalni transkripci (Rafati et al. 2011).
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Metylace CpG na promotoru HIV-1 je dal§$im mechanizmem zodpovédnym za
potlaceni provirové transkripce prostiednictvim inhibice vazby transkripcnich faktorti na
cilovych mistech DNA (Obr. 6.). Metylace DNA promotoru nebo enhanceru se pravdépodobné
neucastni ustaveni latence, ale méa zésadni roli v udrzeni latentniho stavu (Pion et al. 2003;
Blazkova et al. 2009; Kauder et al. 2009). Metylace retrovirového promotoru a enhancerovych
sekvenci v 5'LTR koreluje s uml¢enim ruznych infek¢nich i endogennich retrovirt, jak bylo
ukazano u viru Rousova sarkomu (Hejnar et al. 1999; Hejnar et al. 2001) nebo lidskych
endogennich retrovirl z rodiny H, K a W (Lavie et al. 2005; Matouskova et al. 2006). V nasi
léCenych ART bylo prokazano, ze frekvence metylace promotoru v izolovanych klidovych
buiikdch stoupd u pacientll s niz$i virémii, naopak pacienti s vysokou virémii maji ¢asto
hypometylovany promotor HIV-1, coz naznacuje, Ze metylace DNA slouzi jako transkripéni
bariéra. Metylace promotoru HIV-1 je vSak vzacna udalost a vyznam jeji zmény na latenci
HIV-1 zGstava nejasny. V nasi studii jsme pozorovali, Ze pacienti dlouhodobé 1éc¢eni ART
vykazuji akumulaci metylace DNA v latentnim rezervoaru a dokonce u nékterych pacientii
byly detekované velmi husté¢ metylované molekuly proviru. Navic po tranzientni stimulaci
modelovych CD4+ T-buné¢k (Jurkat) pomoci mitogenniho forbol 12- myristat 13-acetatu (PMA)
a tumor nekrotického faktoru a (TNF-a) doslo k naristu metylace promotoru HIV-1 také in
vitro (Trejbalova et al. 2016). V jiné studii byl Metyl-CpG vazebny protein MBD2
identifikovan jako transkripéni represor ucastnici se latence HIV-1. MBD2 je asociovany s
CpG ostrovy a potlacuje transkripci HIV-1 prosttednictvim nukleozém remodelujiciho
deacetylazového komplexu. Inhibice DNA metylace pomoci 5-aza-dC snizila represi
transkripce a branila vazbé¢ MBD2 a HDAC za vyrazného zvySeni exprese virovych genil

(Kauder et al. 2009).

Je-li latence jednou ustanovena, je pomérné obtizné opé€t transkripci HIV-1 aktivovat.
Ptedpoklada se, Ze infikované buiiky, ve kterych byl virus reaktivovan, budou zni¢eny imunitni
odpovédi nebo cytopatickym efektem viru zatimco ART potla¢i nové kolo infekce bunck.
Pilotni studie, béhem které bylo 11 pacientim poddvana kyselina valproova inhibujici HDAC
s cilem rozvolnit chromatinovou strukturu, sice vedla k detekci virovych transkriptii ze zjevné
latentn¢ infikovanych bunék, ale Zadny signifikantni pokles velikosti rezervoaru HIV-1
pozorovan nebyl (Sagot-Lerolle et al. 2008). Existuji debaty jestli virové transkripty
reprezentuji transkripty regulované endogennim promotorem HIV nebo jestli se jednd o
transkripty proctené z promotoru hostitelského genu, kam se HIV integroval (Bullen et al.

2014). V tomto projektu se na modelovych buiikdch nesoucich provirus odvozeny od HIV-1
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blize zabyvame vlivem modulace exprese vybranych genid a riiznych agens na reaktivaci
latentniho proviru, které by mohly v budoucnu v kombinaci s ART piispét k eradikaci HIV-1

Z organizmu.
3.3.3. Antiretrovirova terapie (ART)

ART infekce HIV-1 musi piekonat dvé hlavni ptekazky. Zaprvé vysokou miru mutace
viru, kterd umoznuje vznik variant rezistentnich k ART (Folks 1994). Zadruhé¢ je to nemoznost
uplné eradikace viru z téla ani po dlouhodobé 1¢¢bé. ART je do zna¢né miry schopna vypotadat
se s variabilitou viru tim, Ze soucasné cili na nékolik klicovych krokt virového replikacniho
cyklu (Folks 1994). Pouzivané inhibitory reverzni transkriptazy se inkorporuji do nascentni
schopny zastavit virovou replikaci vazbou na hydrofobni kapsu podjednotky reverzni
transkriptazy a branit ji tak v konverzi virové RNA na DNA (D'Cruz and Uckun 2006). Vysoka
chybovost reverzni transkriptdzy a vysoka hladina replikace HIV-1 ¢asto vede k rezistenci
k témto inhibitorim (D'Cruz and Uckun 2006; Ren et al. 1995). Dalsi inhibitory jsou cilené
proti virové integraze, kterd katalyzuje procesovani 3’'konce a pienos fetézce. Béhem
procesovani odstrani integraza dinukleotid z 3° konce virové cDNA, kterda je nasledné
kovalentn¢ navdzéna na hostitelskou DNA. Tento unikatni proces je povazovan za vyznamny
cil terapie. Inhibitory integrdz mohou byt peptidy, nukleotidy, komplexy DNA, stejné jako
malé molekuly odvozené z ptirodnich produkti (Gupta and Nagappa 2003; Maurin, Bailly,
and Cotelle 2003; de Soultrait, Desjobert, and Tarrago-Litvak 2003). Dal§imi pouzivanymi
inhibitory jsou inhibitory protedz, které kompetitivn¢ inhibuji protedzu HIV-1 a jsou aktivni
béhem akutni i chronické infekce. HIV-1 obsahuje tii hlavni geny, gag, pol a env. Geny gag a
env koédujici proteiny nukleokapsidy a glykoproteiny virové membrany, gen pol/ koduje mimo
jiné tf1 esencialni enzymy, reverzni transkriptdzu, integrazu a proteazu. gag a pol jsou
translatovany jako dlouhy polypeptidovy prekurzor, ktery musi byt Stépen ve specifickych
mistech za vzniku funkénich proteini. Protedza HIV-1 je zodpovédnd pravé za Stépeni
polyproteinu gag-pol. Tento klicovy krok v maturaci HIV-1 se dé&je v kone¢né fazi zivotniho
cyklu HIV, kdy viriony puci z hostitelské buiiky. Inhibice protedzy HIV vede k uvoliiovani
nematurovanych neinfekénich partikuli (Tomasselli and Heinrikson 2000; Wensing, van

Maarseveen, and Nijhuis 2010).

NemoZnost eradikace integrovaného HIV-1 ztéla je podminéna latentnim stavem

proviru. Stale neni jasné, jaky rezervoar je zodpovédny za navrat virémie, tzv. rebound, béhem
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ptferuseni 1écby in vivo (Barton, Winckelmann, and Palmer 2016). Zdroj rebound virémie miize
pochazet z nékolika bunénych a anatomickych kompartmetii a pravdépodobné neexistuje
jejich zadny preferencni zdroj (De Scheerder et al. 2019). Vyvijeji se nové terapie k trvalému
vyléceni infekce HIV. Mnoho z nich ma za cil snizit mnozstvi latentniho viru, ktery ptetrvava
i po n¢kolikaleté 1écbe antiretrovirovymi léky. Testované piistupy, které se pokouseji o
reaktivaci latentnich virovych kopii, prozatim nebyly uspésné. Nejcastéji pouzivanym
¢inidlem pro reaktivaci je HDACi Vorinostat. Klinické studie se také pokouseji kombinovat
ruzné ptistupy, napiiklad reaktivaci latence a podani Siroce neutralizac¢nich protilatek proti
HIV-1 (Gao et al. 2021). Klicovym problémem je zfejmé neucinna reaktivace vyznamné Casti
latentnich provirii a prozatim zadna z téchto studii ispesna nebyla. Dozivotni uzivani ART tak
zustava jedinym lécebnym prostiedkem. Vzhledem k tomu, Ze latentni virus je obtizné
detekovat, Casto jedinym zpusobem, jak zjistit, zda tyto nové terapie zafungovaly, je prerusit
veskerou 1é¢bu a cekat, zda se infekce obnovi. Pokud nastane rebound viru, ktery neni po
dlouhou dobu detekovan, miize byt rezervoar opét rozsifovan. Pfedpoklada se, Ze rozsah tohoto
opétovného vysevu zavisi na celkovém poctu nové infikovanych buné€k béhem doby, kdy neni

rebound detekovan (Hill et al. 2016).

Nekolik ptipadi, kdy témer doslo k vyléceni infekce virem HIV-1, doklada problém
s eradikaci rezervodru HIV-1. Dva jedinci znami jako ,,Bostonsti pacienti podstoupili
transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék, zatimco ziistali na ART. To vedlo ke snizeni
rezervoaru o >2-log. Po preruseni ART doSlo k navratu virémie po 3 a 8 mésicich. SniZzeni
rezervoaru tedy oddalilo rebound (normalné 2 tydny) (Henrich et al. 2014). Dlouhd remise bez
ART pozorovana u téchto HIV+ jedinct miiZe byt vysvétlena perzistenci nereplikujici se formy

viru v malém poctu latentné infikovanych bunék (Sengupta and Siliciano 2018).

HIV pozitivni pacienti podstupujici dlouhodobou ART mohou akumulovat klony
s identickym integracnim mistem. Tyto klondlné expandované bunky, které se objevi béhem
ne€kolika tydnl po infekci, mohou byt dilezitou soucasti rezervoaru, jelikoz nékteré klony
dokazi perzistovat roky a navic mala frakce klonl nese replika¢né kompetentni virus (Coffin
et al. 2019). Wagner et al. ve studii s 534 integracnimi misty odvozenymi od tii pacientd
podstupujicich ART po dobu 11,3 — 12,7 let ukazali, ze kazdy pacient mél identické virové
sekvence integrované ve stejné pozici v mnoha buiikach, coZz prokazuje klonalni proliferaci
infikovanych buné¢k. Integrace byly z vétsi ¢asti pfitomné ve znamych genech asociovanych
s nadory s preferenci 12 genil nalezenych u riznych pacientii. 12,5% unikatnich gent ze vSech

provirovych integraci byly anotované jako asociované s nadory v porovnani s pouhymi 5,19%
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»ostatnich® lidskych genli v genomu. Navic unikétni integrace v poliferujicich infikovanych
bunkéach byly preferencné cileny do genti asociovanych s nadory, coz naznacuje, Ze integrace
HIV-1 muize poskodit regulaci gent bunécného cyklu (Wagner et al. 2014), tak jak je znamo
béhem indukce nadorti neakutnimi onkogennimi retroviry (Fan and Johnson 2011). Vysledky
byly potvrzeny i in vitro u akutné infikovanych CD4" T-lymfocytd linie Jurkat, které
vykazovaly unikatni integraci v intronech genii v 80% ptipadt a 11,14% unikatnich integraci
bylo pravé v genech asociovanych s nadory. Frekvence proliferujicich bunék byla vyznamné
zvysena béhem casu na ART, aniz by se zvySovala mira unikétni integrace do nadorovych
genl, coz naznacuje, ze se HIV-1 pfednostn¢ integruje do genti asociovanych s nadory véetné
genl podporujicich bunécnou proliferaci (Chomont et al. 2009; Wagner et al. 2014). Ve
stejném roce byla publikovana prace analyzujici integra¢ni mista pacientl podstupujicich ART
po dobu 11 let. 43% integraci bylo zastoupeno vice nez jednou (p=0,02), coz doklada, ze velka
frakce infikovanych bunék pochazi z expandovanych klonti. Navic 70% gent s vicecetnou
integraci ve vysoce expandovanych klonech reguluji bunéény rist a mitézu. Nékteré z téchto
klonii byly v pacientovi pfitomny az 11 let. Tyto klony byly diky dlouhému ¢asu na ART
odhaleny, ale ART k jejich vzniku nepftispiva (Maldarelli et al. 2014). Rostouci nadmérné
zastoupeni proliferujicich bunék obsahujicich proviry napovida, Ze integrace HIV-1 hraje
mechanistickou roli v pfezivani infikovanych bunék béhem ART a mize podporovat
proliferaci a perzistenci infikovanych buné¢k pfi absenci virové replikace (Obr. 2.5.)(Wagner

etal. 2014) .

ey

Ptestoze se soucasnd terapie orientuje zejména na dlouho zijici pamétové CD4+ buiky,
dormantni HIV provirus sidli 1 v jinych bunéénych typech a predstavuje zasadni piekazku
uplného vyléceni. Epigenetickd charakteristika riznych hostitelskych bunék infikovanych HIV
a mechanizmy latence jsou tedy vyznamnou oblasti vyzkumu, ktery by usnadnil vyvoj lé€iv

specifickych pro dany bunécny typ (Ay et al. 2013).
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4 Material a metody

4.1. Zvireci model

Vsechny experimenty in vivo byly provedeny na prazskych inbrednich kufatech linie
CC.R1 (Gallus gallus), ktera je progresorem tumorigeneze indukované v-src a neobsahuje ptaci
infek¢ni leukoézové viry. Postupy byly provadény v souladu s vyhlaskou (¢207/2004sb.) o
ochrang, chovu a vyuziti pokusnych zvitat, podle projektu pokusu schvaleného rezortni komisi
Akademie véd Ceské republiky. Kufata byla chovana za standardnich laboratornich podminek

s volnym piistupem k potravé a vode¢.
4.2. Kureci bunééné kultury

Metastatickd bunécna linie PR9692, jeji nemetastaticky subklon PR9692-E9 a z nich
odvozené bunécné linie byly izolovany, jak bylo pospano diive (Cermak et al. 2010). Ob¢ linie
jsou citlivé k infekci retroviry podskupiny C, ale rezistentni k infekei retroviry podskupiny A.
Kultivace bunék probihala v IMDM mediu (Iscove’s modified Dulbecco’s minimal essential
medium, Gibco) s piidanim 8% fetalniho teleciho séra, 2% kuteciho séra, 100 U/ml penicilinu a
100 pg/ml streptomycinu ve 40 °C v atmosféte s95% vzduchu a 5% CO,. Bunky
PR9692-shHOPX, PR9692-shLSP1, PR9692-shAQP1, PR9692-shUPP1 a PR9692-shITGA4
byly odvozeny zbunék PR9692 transfekci bunck v kultufe plazmidy pDNA3shHOPX,
pDNA3shLSP1, pDNA3shAQP1, pDNA3shUPP1 a pDNA3shITGA4 s pouzitim transfek¢éniho
¢inidla FuGENE HD Transfection reagent (Promega, Madison, WI) dle instrukei vyrobce.
Buniky byly selektovany 2 tydny pomoci G418 (500ug/ml). Transfekce vektoru
pDNA3shMOCK byla pouzita k ptipraveé kontrolni buné¢né linie PR9692-shMOCK obdobnym
zpusobem. Bunky PR9692-E9-HOPX byly odvozeny zbunék PR9692-E9 infekci bunck
v kultufe pseudotypovanymi retrovirovymi partikulemi, které byly pfipraveny transfekci
pakazovacich bun€k AviPack (Plachy et al. 2010) plazmidem pSFCV-HOPX. Transfekce byla
provedena s pouzitim transfekéniho cinidla X-tremeGENE HP DNA Transfection Reagent
(Roche) podle instrukei vyrobce.

4.3. Lidské bunéc¢né kultury

Bunécna linie H12 popsana jiz dfive (Jordan, Defechereux, and Verdin 2001) byla

poskytnuta E. Verdinem. Bunécna linie 2D 12 byla pfipravena stimulaci bunék H12 pomoci PMA

55



a TNF-a nésledovanou tfidénim jednotlivych bun€k negativnich na EGFP a klonalni selekci

(Blazkova et al. 2009).

Buiiky byly kultivovany v médiu RPMI 1640 obsahujici 2 mM L-Glutamin (Sigma-
Aldrich) s pridavkem 10% fetalniho teleciho séra, 100 U/ml penicilinu a 100 pg/ml
streptomycinu ve 37 °C v atmosféte s 95% vzduchu a 5% COa. Pro reaktivaci proviru HIV-1
byly bunky kultivovany s 10 nM PMA (Sigma-Aldrich) a 10 ng/ml TNF-a (Sigma-Aldrich) nebo
1 uM oxidem arsenitym (As203) po dobu 24 hodin.

Choriokarcinomové buiiky BeWo byly kultivovany v DMEM/F-12 médiu (Sigma-
Aldrich) s ptidavkem 1% NaHCO3, 10% fetalniho teleciho séra, 100 U/ml penicilinu a 100 pg/ml

streptomycinu ve 37 °C v atmosféte s 95% vzduchu a 5% COx.
4.4. Lidské vzorky tkani

Testikularni vzorky pochazi od pacientt, ktefi byli chirurgicky léceni na Oddéleni
Urologie, Univerzitni nemocnice Kralovské Vinohrady, 3. Lékarské Fakulty Univerzity Karlovy
v letech 2011-2015. Studie byla schvalena etickou komisi Univerzitni nemocnice Kréalovské
Vinohrady (Referencni ¢islo EK-VP/06/2012). Histologicka klasifikace byla provedena dle
klasifikace WHO (Moch et al. 2016).

4.5. Konstrukty DNA

Vektor pPDNA3shRNA byl pfipraven vyjmutim cytomegalovirového promotoru (CMV)
z komer¢niho vektoru pcDNA3 (Invitrogen) za pomoci restrikéniho enzymu Spel a vloZenim
expresni kazety miRNA o plné délce (Obr. 7.) (Das et al. 2006) s vyuZitim restrikénich mist
HindIIT a BamHI. Kazeta obsahuje kuteci promotor RNA pol. III a sekvence odvozené od kuteci
miRNA, vlasenka je odvozend od lidské miRNA-30. Vektor pSFCV-HOPX byl konstruovan
vloZenim celé kuteci cDNA HOPX mezi restrikéni mista HindIII a EcoRI do vektoru pSFCV
(Fuerstenberg and Vennstrom 1993).
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| KuFeci U6 | U6 vedouci | KuFeci miRNA Kufeci miRNA Kufeci miRNA | Termindtorova
promotor | sekvence flank 1 flank 2 flank 3 sekvence Pollll

miRNA kazeta

Obr. 7. Schéma vektoru pDNA3shRNA. Upraveno podle (Das et al. 2006).

Pro vybér sekvenci anti-HOPX, anti-LSPI, anti-AQPI, anti-Uppl, a anti- ITGA4 byla
sekvence genu HOPX, LSPI, AQPI1, UPPI a ITGA4 analyzovédna za pomoci internetového

vyhledévaciho programu ,,siRNA-design tool* (http://www.genscript.com).

Ke konstrukci expresnich plazmidt s anti-HOPX, anti-LSP1, anti-AQP1, anti-UPPI a
anti-ITGA4 shRNA (pDNA3-shHOPX, pDNA3-shLSP1, pDNA3-shAQP1, pDNA3-shUPPI,
pDNA3-shITGA4) a kontrolniho vektoru (pDNA3-shMOCK) byly pouZity oligonukleotidy pro
syntézu kratké vlasenky RNA (shRNA), ,,Vlasenka 5 a ,,Vlasenka 3 (Das et al. 2006). Stru¢né,
vlasenka odvozena od miRNA-30 a sekvence kufeci miRNA byly generovany pomoci PCR
z pouzitim specifickych péarG primerd (shHOPX, shLSP1, shAQP1, shUPP1, shITGA4 a
shMOCK) a obecnych primert Vlasenka 5 a Vlasenka 3. VSechny konstrukty byly ovéfeny
sekvenovanim. Po Sté€peni restriktdzami Nhel a Mlul byl produkt PCR ligovan do vektoru
pDNA3shRNA stépeného stejnymi enzymy. Sekvence vSech pouzitych oligonukleotidli jsou
uvedeny v Tabulce 1 v kapitole 4.19.

Vektor pcDNA3Tat byl konstruovan vloZenim celé sekvence cDNA virového proteinu
Tat syntetizovanou dle provirové sekvence v chromozomdlni DNA bunck H12 s pouzitim

restrikénich mist EcoRI a EcoRV.
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4.6. Transfekce siRNA a vektoru do bunék H12 nebo 2D12

Specifické ON-TARGETplus SMARTpool siRNA proti genim DNMTI, DNMT3B,
HDACI a HDAC?2 spole¢né s negativni kontrolou, ON-TARGETplus Non-targeting siRNA,
byly pofizeny od Dharmaconu (GE Healthcare Life Sciences). Pro transfekci siRNA bylo
pouzito transfekéni ¢inidlo Lipofectamine RNAIMAX (Life Technologies). 6 x 10° bunék 2D12
bylo vyseto na jamku Sesti-jamkové desticky a smichdno s siRNA komplexem slozenym z 90
pmol specifické siRNA SMARTpool nebo kontrolni siRNA (siCTRL) a transfekéniho ¢inidla.
Tti nebo Sest dni po transfekci byly buiiky sesbirdny pro analyzu efektivity RNA interference
(RNA1) pomoci Western blotu nebo qRT-PCR nebo pro stimulaci bun¢k pomoci PMA a TNF-a
a izolaci DNA. Transfek¢ni Uc¢innost 40% byla ur¢ena pomoci transfekce fluorescencné
znacenych oligonukleotidi FITC-labeled BLOCK-iT™ Fluorescent Oligo (Invitrogen) a
transfekcniho ¢inidla Lipofectamine RNAIMAX (Life Technologies) a namérena na prutokovém

cytometru LSRII (BD Biosciences).

Transfekce vektoru pcDNA3Tat byla provedena s pouzitim transfekéniho Ccinidla

X-tremeGENE HP DNA Transfection Reagent (Roche) podle instrukci vyrobce.
4.7. Analyza ristu primarniho nadoru a metastaz v kurecim modelu

Kurata byla inokulovana injekci do vnéjs$i oblasti prsniho svalu ve véku 6 tydn
s pouzitim 10* nadorovych bunék (nebo 10° bungk PR9692-shHOPX), které byly odebrany
pfimo z bunééné kultury a resuspendovany v 0,2 ml kultivaéniho média. Plocha primarniho
nadoru vytvotfeného v prsnim svalu byla méfena pfilozenim transparentniho papiru a
zakreslenim obryst nadoru. Obrys byl pak pfenesen na milimetrovy papir a byla spocitdna
plocha nadoru (mm?) (Svoboda et al. 1992). Spontanni metastaticka aktivita kazdého nadoru
byla stanovena pitvou kufat 20 — 49 dni po inokulaci. Metastdzy byly analyzovany
makroskopicky a s pouzitim disekéniho mikroskopu. Pokusy byly zopakovany tfikrat o
celkovém poctu asi 40 kutat v kazdé skupiné s vyjimkou skupiny PR9692-shMOCK, kde byly

pocty kutat snizeny.
4.8. Kvantitativni PCR v realném case (QRT-PCR)

Celkovd RNA byla izolovédna zasi 10° bunék s pouzitim RNAzol RT (Molecular
Research Center, Inc.). 1 pg celkové RNA byl reverzné transkribovdn pomoci ndhodnych

hexamért (Promega, Madison, WI) a M-MLYV reverzni transkriptazy (Promega, Madison, WI)
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v ptipad¢ kuteci RNA a Protoscriptll reverzni treanskriptazy (New England BioLabs) pro lidské
RNA. Genova exprese byla métena qRT-PCR pomoci MESA GREEN qPCR Master Mix Plus
for SYBR Assay (Eurogentec) na piistroji C1000 Touch thermal cycler (Bio-Rad). Kazdy vzorek
byl pfipraven v triplikatu a kazd4a bunécna linie reprezentuje tii nezavislé biologické vzorky.
Sekvence primert jsou soucasti Tabulky 1, kapitola 4.19. Signaly byly normalizovany na
odpovidajici kontrolni GAPDH v ptipad¢ kufecich geni a na podjednotku oo RNA polymerazy
IT (RP II) pro lidské geny. Data byla analyzovana pomoci CFX Manager software version 3.1.
(Bio-Rad) a Excel (Microsoft). Relativni zastoupeni mRNA ve vzorku bylo odhadnuto pomoci
hodnoty EA“®. Vyznamnost rozdilu byla stanovena Welchovym ¢ testem pro pary PR9692 vs.
PR9692-E9 a PR9692-shMOCK vs. PR9692-shHOPX, v ostatnich pfipadech byl pouzit

Studentav 7 test.
4.9. Bisulfitova analyza metylace cytosinu

Bisulfitové oSetfeni DNA zajiStuje konverzi nemodifikovanych cytosint (C) na uracil
(U). DNA byla izolovana fenol-chloroformovou extrakci s pfidanim Proteinazy K a RNAazy A
nasledovanou etanolovou precipitaci. 2 pg genomové DNA byly pouzity pro bisulfitovou
konverzi pomoci EZ DNA Methylation Kit (Zymo Research) v piipadé¢ promotoru HOPX a
pomoci Plus DNA Bisulfite Kit (Qiagen Inc.) v pfipad€ promotoru proviru HIV-1. Bisulfitovana
DNA byla amplifikovdna pomoci semi-nested PCR specifické pro promotorovou oblast HOPX
nebo nested PCR specifické pro 5" LTR HIV-1 v 50 pl reakéniho mixu. Prvni kolo PCR probéhlo
se 120 ng genomové DNA, 2 ul z prvniho kola byly pouzity pro kolo druhé. Sekvence primert
jsou uvedeny v Tabulce 1, kapitola 4.19.

Pozitivni primery (sense) obsahuji T a negativni primery (antisense) obsahuji A misto C
v pozici komplementarni k nemetylovanému C (tedy C mimo dinukleotid CpG). Takovyto vybér
primeri zajist'uje jejich specifitu vici konvertované DNA. Pomoci agardzové elektroforézy jsme
ovérili, ze nekonvertovand DNA nevede k produkci prouzkii na elektroforéze. Provedeny byly
nejméné tfi prvni kola PCR pro kazdy vzorek, abychom se vyvarovali amplifikace jedné
templatové molekuly. Né&kolik netemplatovych kontrol bylo zahrnuto do kazdé bisulfitové
reakce PCR. Amplifikované produkty byly klonovany do vektoru pGEM-T-EasyVector System
(Promega, Madison, WI) a sekvenovany. Analyza prob&hla s pouzitim softwaru Quma

(Quantification tool for Methylation Analysis, http://quma.cdb.riken.jp/). V Gvahu byly vzaty

pouze klony snejméné¢ 95% konverzi cytosini mimo CpG. Pokud bylo ziskano vice

konvertovanych molekul s identickou sekvenci, pouze jedna z nich byla pouZita pro kalkulaci
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procentudlniho zastoupeni metylovanych CpG, aby se minimalizovalo zkresleni pochézejici

z preferencni amplifikace jedné molekuly.
4.10. Oxidativni bisulfitova analyza hydroxmetylace cytosinu

Bisulfitova metoda nedokaze rozlisit mezi 5-mC a 5-hmC a ob¢ varianty ponechava jako
cytosiny (C) zatimco nemodifikované cytosiny konvertuje na uracily (U). Naopak oxidativni
osetfeni DNA zajistuje konverzi 5-hmC na 5-fC a nasledné bisulfitové osetfeni konvertuje 5-fC
a nemodifikované C na U. Pouze 5-mC jsou zachovany jako nekonvertované C. Pro analyzu 5-
hmC je tedy nutné provést bisulfitové sekvenovani samostatné a také v kombinaci s oxidativnim

oSetfenim a porovnat ziskané sekvence.

1 ng genomové DNA byl pouzit pro bisulfitovou konverzi nebo oxidativni oSetfeni a
naslednou bisulfitovou konvezi pomoci TrueMethyl Seq kit (CEGX, Cambridge Epigenetix) dle
prilozeného protokolu. Bisulfitem oSetfena DNA byla amplifikovana pomoci PCR specifické
pro S'LTR ERVWEI v 50 pl reakéniho mixu za pouziti primert ERVWE1-BIS-FW a ERVWEI -
BIS-RV (Tabulka 1). Jedna 50 pl reakce obsahovala: 2 ul bisulfitovany/ oxidativni bisulfitovany
produkt, 2,5 mM MgClp, 2ug HotStart-IT Binding Protein (Affymetrix), 0,32 uM primery, 2U
Platinum Taq polymerase (ThermoFisher Scientific) a 0,2mM dNTP (Promega).

Ucinnost oxidace 5-hmC na 5-fC byla kontrolovana pomoci syntetické proby obsahujici
5-hmC. Odpovidajici oblast promotoru ERVWE] byla amplifikovand pomoci PCR z genomové
DNA s pouzitim mixu dNTP, kde byly dCTP nahrazeny dhmCTP (sekvence primerd ERVWEI -
nonBIS-FW a ERVWE1-nonBIS-RV jsou souc¢ésti Tabulky 1, kapitola 4.19. Amplifikovany
produkt dlouhy 538bp osahujici 155 5-hmC byl izolovany z agarézového gelu a 100ng fragmentu
bylo oSetfeno oxidativni bisulfitovou metodou dle navodu TrueMethyl Seq kit (CEGX,
Cambridge Epigenetix). Nasledné byla provedena PCR s pouzitim primertt ERVWEI1-BIS-FW
a RV (Tabulka 1, kapitola 4.19.). Produkty amplifikace ze tfi PCR byly vlozeny do vektoru
pGEM-T-Easy a sekvenovany. Analyza probéhla s pouZitim softwaru Quma a v uvahu byly
vzaty vSechny klony bez ohledu na miru konverze C. Celkova mira konverze 5-hmC na U byla

v jednotlivych molekulach 97.9 az 99,3% coz dokazuje efektivni oxidaci.
4.11. Mikrocipova analyza a zpracovani dat

Celkova RNA ze tii nezavislych bunéénych kultur (izolovanych, jak bylo popsano vyse)

byla zna¢ena podle technického manualu Expression Analysis Technical Manual (Affymetrix,
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2001): 5 pg celkové RNA bylo pouzito k syntéze cDNA reverzni transkripci s pouzitim oligo(dT)
primerit znacenych sekvenci promotoru polymerazy T7. cDNA byla amplifikovana pomoci
RNA polymerazy T7 za vzniku antisense cRNA znacené inkorporovanymi biotinylovanymi
nukleotidy. 20 pug této cRNA bylo fragmentovano a hybridizovano na Affymetrix GeneChip
Chicken Genome Array ve 45 °C po 16 hodin. Nasledné byly Cipy barveny pomoci Affymetrix
Fluidics Station 450. Signal byl zméten naskenovanim s pouzitim Affymetrix GeneChip Scanner
3000. Data byla zpracovana pomoci Partek Genomics Suite (Partek Inc.) s pouzitim normalizace
algoritmem GC-RMA (Irizarry et al. 2003). Kritéria vybéru diferencialné exprimovanych geni
byla stanovena na dvojnasobny rozdil v expresi hodnotou P < 0,05. Barevna Skala zobrazujici
normalizovanou intenzitu signalu byla vytvoiena v programu Microsoft Excel 2007. Nastavené
anotace sondy byly ru¢n¢ upraveny a data byla uloZena do databdze GEO (GEO ID: GSE42516),
data vyhovuji pravidlim MIAME.

4.12. Analyza proteinii pomoci Western blotu (WB)

30 pg celkového proteinu (60 pg pro analyzu exprese HOPX) bylo naneseno na 8 az 12%
SDS polyakrylamidovy gel a pfeneseny na PVDF membranu, ktera byla nasledné¢ blokovana
v 5% odstfedéném mléce nebo 5% BSA. Membrana byla nasledné inkubovéna s protilatkou
HOPX (C-term. fedénou 1 : 300, Abgent) a sekundarni pfisluSnou protilatkou s kovalentné
vazanou kienovou peroxidazou, anti-rabbit (Cell Signaling Technology). (Chemi)Luminiscen¢ni
reakce byla provedena s pouzitim roztokt LumiGLO (Cell Signaling) a zachycena na rentgenovy
film (Agfa). Proteiny ITGA4, FOXGI, pVAV3 a NCAMI1, DNMT1 a DNMT3B byly
detekovany obdobnym zplisobem s protilatkami anti-Integrin o4 (fedéni 1 : 1000, Millipore),
anti-FOXG1B (AB2, fedéni 1 : 1000, Sigma-Aldrich), anti-VAV3 (phospho Y173, fedéni
1: 1000, Abcam) a anti-NCAMI (clone Se-a, fedéni 1 : 1000, Developmental Studies Hybridoma
Bank), Anti-DNMT1 [EPR3522] (ab92314) (fedéni 1 : 1000, Abcam ) a Anti-DNMT3B
[52A1018] (fedéni 1 : 250, Abcam). Stejnomérnd nanaSka proteini byla ovéfena pomoci
imunodetekce GAPDH (fedéni 1 : 4000, Invitrogen) nebo y-Tubulinu, Anti-y-Tubulin, Clone
GTU-88 (fedeéni 1 : 1000 Sigma-Aldrich) na stejné membrané. Vysledky v obrdzcich jsou

reprezentativnim vzorkem alespoil tii nezavislych experiment.
4.13. Migracni test

8 x 10° bunék bylo vyseto na ni¢im nepokrytou kultivaéni jamku $esti-jamkové desticky
(experiment PR9692-shHOPX) nebo jamku pokrytou fibronektinem (Millipore, experiment

PR9692-shITGA4) a kultivovano pfes noc do dosazeni konfluentniho nariistu. S pouzitim
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sterilni 200 pl-pipetovaci Spicky byly v kazdé jamce provedeny tii oddélené ryhy. Bunky byly
omyty ohtatym kultivatnim médiem a desticka byla umisténa na inkubatoru BL109 (PeCon
GmbH) vyhiatého na 40 °C a napojené¢ho na mikroskop Leica DMI6000B. Fotografické snimky
byly pofizovany v jednominutovych intervalech po dobu 24 hodin s pouzitim fotoaparatu Leica
DFC360 FX. Snimky z ¢asu 0, 10, 12, 20, 24 hodin byly nasledné kvantitativn¢ analyzovany.

Vzdalenost okrajii ryhy byla méfena s pouzitim programu Imagel (http://rsb.info.nih.gov/ij/ ).

Analyzovéno bylo nékolik riznych pozic ryhy ve stejném Case. V obrazcich jsou reprezentativni

snimky tif experimentl v ¢ase 20 hodin od zapocatého experimentu.
4.14. Test na 3D kolagenovou invazivitu

Bunécna invaze byla méfend pomoci testu na 3D kolagenovou invazivitu. Do 400 pl
roztoku obsahujiciho 4 mg/ml kolagenu Collagen R (Serva) bylo pfidano 40 ul NaHCO3 a 40 ul
HMEM. Roztok kolagenu byl rozmichén na ledu a 10 pl z néj bylo ptidano do kazdé jamky plata
a ponechano polymerovat 30 minut ve 37°C. 5 x 10° bun&k v 50 pl bylo p¥idano na povrch
kolagenového gelu a nechano invadovat po 48 hodin ve 40°C. Po 24 hodinach bylo riistové
médium zaménéno za bezsérové médium. Snimky optickych fezii o tloustce 10 um byly
poftizeny pomoci fotoaparatu ProgRes MF Cool camera (Jenoptic) a mikroskopu Nicon-Eclipse
TE2000-S (objektiv 20x/0.40 HMC). Pro kazdou bunécnou linii bylo pomoci programu
VirtualDub analyzovdno 8 riznych zornych poli, unichz byl uréen primér hloubky
kolagenového gelu, které byly invadujici buniky schopné dosahnout. Priimérna hloubka invaze
byla normalizovana na hloubku invaze buné€k PR9692 (pozitivni kontrola). Ke stanoveni

vyznamnosti rozdilu byl pouzit Studenttiv ¢ test.
4.15. Test adhezivity

K analyze bun&éné adhezivity bylo pouzito 1 x 10° buné&k vysetych na fibronektinem
(Millipore) pokrytou jamku Sesti-jamkové desticky. Ta byla nejprve 30 minut blokovana 0,5%
BSA k zabranéni nespecifickych vazeb. Buiiky byly ponechdny adherovat 2 hodiny ve 40°C.
Desticka byla nésledné tiepana 15 s pii 2000 rpm. Uvolnéné bunky byly odstranény
trojndsobnym promytim v kultivaénim médiu s 0,1% BSA. Adherované bunky byly fixovany
s pomoci 4% parafolmaldehydu a bareveny krystalovou violeti. Po kompletnim vyschnuti
jamicky byl ptidan 2% SDS a po nasledujicich 30 minutach byl signal spektrofotometricky

analyzovan pfi vlnové délce 550nm.
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4.16. Analyza organizace aktinového cytoskeletu

K porovnani rozdili v organizaci aktinového cytoskeletu bylo 5 x 10° bunék vyseto na
jamku dvanacti-jamkové kultivaéni destiCky pokryté kolagenem typu I z krysiho ocasu
(Millipore). Buniky byly ponechény adherovat pies noc ve 40°C. Poté byly dvakrat omyty PBS
a fixovany 4% paraformaldehydem 20 minut a néasledné permeabilizovany s pouzitim 0,1%
Tritonu X-100 v PBS po dobu 5 minut. Nasledné probehlo pfimé znaceni aktinu pomoci
faloidinu Alexa Fluor 488 (Invitrogen) po dobu 50 minut. Po dvojndsobném omyti PBS byl
aktinovy cytoskolet pozorovan na konfokalnim mikroskopu Leica DMI6000/TCS SP5 AOBS
TANDEM. Fotografické snimky byly pofizeny pomoci digitalniho fotoaparatu Leica DFC420C.

4.17. Analyza ¢asu zdvojeni a bunécného cyklu

5 x 10° bungk bylo vyseto na 60 mm kultivaéni misku a inkubovéno 72 hodin. Adherentni
buiiky byly piipadné trypsinizovany a viechny buiiky byly spoéitany. Cas zdvojeni byl spoéitan
s pouzitim rovnice 1/log2 x (logNh-logNi) / pocet hodin, kde Nh je pocet sklizenych bunék a Ni
je pocet vysetych bunék. Pro méteni mnozstvi DNA v bunce k uréeni faze bunééného cyklu bylo
na 60 mm kultivaéni misku vyseto 5 x 10° bun&k a inkubovéano 48 hodin. Adherentni butiky byly
pfipadné trypsinizovany a vSechny bunky byly resuspendovany v PBS s pfidavkem EtOH
do kone¢né koncentrace 70%. Bunky byly inkubovany 15 minut na ledu a nasledné
centrifugovany 10 minut pfi 1 300 rpm. Po odsati EtOH byly buniky barveny 5 pg/ml propidium
jodidu v pokojové teploté po dobu 30 minut. Zastoupeni bunek v jednotlivych fazich bunééného
cyklu bylo analyzovano pritokovym cytometrem LSRII (BD Biosciences), data byla

analyzovana pomoci softwaru FlowJo.
4.18. Analyza priitokovym cytometrem

Za pouziti pritokového cytometru LSRII (BD Biosciences) byla analyzovana pozitivita
nebo negativita bunék na EGFP a na znaCeni anti-CD69 protilatkou kojugovanou
s fykoerytrinem (PE-konjugovana-CD69) (Miltenyi Biotec). Zivé buiiky byly negativni na
zna¢eni Hoechstem 33258 (Invitrogen) v koncentraci 1 pg/ml. Data ziskana z pritokového
cytometru byla vyhodnocena pomoci software FlowJO. Buniky negativni na EGFP byly

izolovany pomoci bunécného sorteru Influx high speed cell sorter (BD Biosciences).
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4.19. Primery pouzité ve studii

Tab. 1 Seznam primeri pouzitych ve studii. 4= adenin, C=cytosin, G=guanin, T=thymin

Primery

specifické

pro kureci

buiiky sekvence oligonukleotidu

Vlasenka 5 5'GGCGGGGCTAGCTGGAGAAGATGCCTTCCGGAGAGGTGCTGCCAGTGAGCG
5'GGGTGGACGCGTAAGAGGGGAAGAAAGCTTCTAACCCCGCTATTCACCACCACCAGTAGG

Vlasenka 3 CA

shHOPX fw 5’ AGGTGCTGCCAGTGAGCGAAAGCTAGAGATCCTGGAGTATAGTGAAGCCACAGATGTA

shHOPX rev 5'CACCACCACCAGTAGGCAGAAGCTAGAGATCCTGGAGTATACATCTGTGGCTTCACT

shLSP1 fw 5"AGGTGCTGCCAGTGAGCGAGCCTGTGTCCAAGATAGATTAGTGAAGCCACAGATGTA

shLSP1 rev 5'CACCACCACCAGTAGGCAGGCCTGTGTCCAAGATAGATTACATCTGTGGCTTCACT

shAQPla fw 5’ AGGTGCTGCCAGTGAGCGAGGGCGGTGGTGGCTGAGTTTAGTGAAGCCACAGATGTA

shAQPla rev 5'CACCACCACCAGTAGGCAGGGGCGGTGGTGGCTGAGTTTACATCTGTGGCTTCACT

shAQP1b fw 5" AGGTGCTGCCAGTGAGCGACCTCGCCATGATCCTCTTTTAGTGAAGCCACAGATGTA

shAQP1b rev 5'CACCACCACCAGTAGGCAGCCTCGCCATGATCCTCTTTTACATCTGTGGCTTCACT

shAQP1c fw 5’ AGGTGCTGCCAGTGAGCGAGGTTATCCATCGCGACCATTAGTGAAGCCACAGATGTA

shAQPlc rev 5'CACCACCACCAGTAGGCAGGGTTATCCATCGCGACCATTACATCTGTGGCTTCACT

shAQP1d fw 5"AGGTGCTGCCAGTGAGCGAGCTGCCAGATCAGCATCTTTAGTGAAGCCACAGATGTA

shAQP1d rev 5'CACCACCACCAGTAGGCAGGCTGCCAGATCAGCATCTTTACATCTGTGGCTTCACT

shAQPle fw 5"AGGTGCTGCCAGTGAGCGAGCCAGATCAGCATCTTCAATAGTGAAGCCACAGATGTA

shAQPle rev 5'CACCACCACCAGTAGGCAGGCCAGATCAGCATCTTCAATACATCTGTGGCTTCACT

shUPP1 fw 5’ AGGTGCTGCCAGTGAGCGAGCGCCCAGGTCCAAGCATATAGTGAAGCCACAGATGTA

shUPP1 rev 5"AGGTGCTGCCAGTGAGCGAGCGCCCAGGTCCAAGCATATAGTGAAGCCACAGATGTA

shITGA4 fw 5'AGGTGCTGCCAGTGAGCGAAGTTCGAAGTAAGAGCGACATAGTGAAGCCACAGATGTA

shITGA4 rev 5'CACCACCACCAGTAGGCAGAGTTCGAAGTAAGAGCGACATACATCTGTGGCTTCACT

shMOCK fw 5’ AGGTGCTGCCAGTGAGCGCGATCGGTATCGACATCGACATTAGTGAAGCCACAGATGTA

shMOCK rev 5S'CACCACCACCAGTAGGCAAGATCGGTATCGACATCGACATTACATCTGTGGCTTCACT

qRT-PCR

primery

ADCY7 fw 5'GAATGCTTGCGACTGTTGAA

ADCY7 rev 5’AAAGGAGTGTCGGTTGATGC

AQP1 fw 5'CGCTTGCAAAAGGAATCAAT

AQPI rev 5'TCTGGCTGGGTTAATTCCAC

ARGHDIB fw 5’GTCGGGACTAAAATACGTGCAGC

ARGHDIB rev 5'GCTCATTCTGTCCATTCCTTCTTG

BAMBI fw 5’ACATTCCCCACTTACTCATGGCTG
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BAMBI rev

5'GCTCCCTTGTCCTGAAGTCTCACC

FOXGI fw 5S'CAATGACTTCTCAGAGCAGCACT
FOXGI rev S’ ATGTTCACTTACAGTCTGATCCC
FSCNI1 fw 5'CATGGAGACAGCAGGTGAGA
FSCNI rev 5'CGTGGTCACCCTTCAGGTAT
FUCALI fw 5’AGGCGCTCAGAGAGAACAAC
FUCAI rev S'TTCCCAGTCTCCATCTGACC
GFPT2 fw 5'GCTGTTGCTACCAGGAGAGG
GFPT2 rev 5'CAACAGCGTGAAGGCAAGTA
HOPX fw 5’AGAAATGGCCACGGAGAAGT
HOPX rev 5S'TCCCTCACAGACCCACATTC
ITPR3 fw 5'CGAGTCCTTGTTTCCTGCTC
ITPR3 rev S'CTTGTTCTTCACTCGCACCA
ITGA4 fw 5S'GCTGGAGTTTTACAAGTGGGAAC
ITGA4 rev 5’AGGAAATACAGAGTTGTTTTGTAAGG
LSP1 fw 5’AGCCTGCAAGGATATTGTGG
LSPI rev 5'GCTGGTTAGTGGGTTCTCCA
NCAMI fw S'TGCCTTCTCGAAAGATGAGTCC
NCAMI rev 5'GTCGCTGATCATGCTTTGCTC
NUDT14 fw 5S'TCTGTGCTGGCATCGTAGAC
NUDT14 rev 5'CCCATTGTCTTCGGAAGTGT
RGS20 fw S'GCTTTTCGCGAATTTCTACG
RGS20 rev 5'CTCTGGAGTCCAAGCTGACC
RHOF fw 5'GGGGAAAAAGGAGGTGAAGA
RHOF rev 5'GACACCCTGGCAGAAGTGAT
RIAM fw 5S’ATCCACCAGAGGCTCAGGCAA
RIAM rev 5'GAGGAGGTTCACAGAGGTCAG
UPPI fw S’ACTCTCCTGAATCGGCTTGA
UPP1 rev 5’ATGCACAGAGGTTGTGACCA
Oligonuklotid

y specifické

pro lidské

burky

DNMT1 fw 5'GAAGGGAGACGTGGAGATG
DNMT1 rev 5’ ATGGAGCGCTTGAAGGAGAC
DNMT3B fw 5'GCCGGCTCTTCTTCGAATTT
DNMT3B rev 5'GAAGTATCGGGCCCTGTGAG
HDACI fw 5'CGAATCCGCATGACTCATAA
HDACI rev S'TCTCTGCATCTGCTTGCTGT
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HDAC?2 fw

5S'TGGTGTCCAGATGCAAGCTA

HDAC?2 rev

5S'TGATCAGCCACATTTCTTCG

RNApol II fw

5'GCACCACGTCCAATGACAT

RNApol II rev

5'GTGCGGCTGCTTCCATAA

Tat-vektor fw

5'CGAGCTCGGATCCACTAGTAA

Tat-vektor rev

5’ACAGTGGGAGTGGCACCTT

Tat-virus fw

5S'TGAACGGATCTCGACGGTAT

Tat-virus rev

5’ATTGGGAGGTGGGTTGCTTT

Primery pro

bisulfitovou

analyzu

bisHOPX1 fw S’ATTGGTGATATAGGTATTGAGGTTATATT
bisHOPX2 fw 5'GGTTTTAGTTGGTTTGTTTTTGTGT

bisHOPX rev 5'TCACTTAAAAATAATATCACAACAAC
bisLTR1 fw 5'GGTAGAATTATATATTAGGGTTAGGGATT
bisLTR2 fw 5’AGAGAAGGTAGAAGAAGTTAATGAAGGAGA
bisLTR1 rev 5'CACCCATCTCTCTCCTTCTAACCTC

bisLTR2 rev 5S’AAAAAACTCCTCTAATTTCCCTTT

ERVWEI-BIS-FW

S'GGAGATATAGTAATTATTTTGTAATTGAGAGAT

ERVWEI1-BIS-RV

5’AACAATAACAAACCTTTAACCCAATTA

ERVWEI non-

BIS-FW 5" GGAGATACAGCAATTATCTTGCAACTGAGAGAC
ERVWEI non-

BIS-RV 5"AACAATGGCAAGCCTTTAGCCCAATTG
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5 Vysledky

5.1. Kureci modelovy systém pro studium metastazovani

V nejrozsahlejsi Casti své doktorské prace jsme se zabyvali rozdily v genové expresi,
které ovlivituji metastaticky potencidl nadorovych bunék. Pro studium metastazovani jsme
vyuzili nas unikatni kufeci model zalozeny na nddorové bunécné linii PR9692 a jejim subklonu
PR9692-E9, které jsou transformované genem v-src. Vnesenim plazmidové DNA obsahujici
provirovou strukturu LTR,v-src, LTRdo kufat inbredni linie CC.R1 byly indukovéany sarkomy v
misté¢ vpichu (Svoboda et al. 1992). Buinky odebrané z téchto sarkomti byly dlouhodobé
kultivovany in vitro a po prekonani rustové krize vznikla bunéénd linie PR9692 (Plachy and
Hejnar 2002). Z ni byl limitnim fedénim odvozeny subklon PR9692-E9. Matetska linie PR9692
1 dcefind linie PR9692-E9 reprodukovatelné tvoii po inokulaci do prsniho svalu syngennich kufat
sarkomy v misté vpichu. Matefska linie navic indukuje tvorbu metastdz v plicich. Subklon
PR9692-E9 vsak schopnost tvofit metastazy jiz od svého vzniku ztratil (Cermak et al. 2010).
Rozdil v kapacité¢ indukovat metastazy nam umoznuje identifikovat geny, jejichz polymorfizmy

nebo zmény v expresi podmiiuji tvorbu metastaz.

Matefiska linie a jeji subklon se navic li§i 1 morfologicky. Metastazujici buitky PR9692
jsou adherentni, naopak nemetastazujici buitky PR9692-E9 jsou zakulacené a v buné¢né kultute

suspenzni.

Tato prace navazuje na predchozi studii, kde byly modelovéa linie PR9692 a jeji subklon
PR9692-E9 pouzity k urfeni genil asociovanych s metastdzovanim, mezi kterymi byl
identifikovan 1 transkripéni faktor EGR1 (Cermak et al. 2010). Obé prace vychazeji z expresni
analyzy provedené¢ mikroCipovou technologii s cilem identifikovat nové kandidatni geny
ucastnici se metastatického procesu. Celkové schéma tohoto projektu je znazornéno na

obrazku 8.
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Obr. 8. Schéma experimentii pro studium metastazovani

5.2. Expresni analyza genii v metastazujici linii PR9692 a

nemetastazujicim subklonu PR9692-E9 a vybér kandidatnich genii

K identifikaci rozdilné exprese mezi metastazujici linii PR9692 a nemetastdzujicim
subklonem PR9692-E9 byla pouzita mikro¢ipova analyza exprese genti (Obr. 9a) (Cermak et al.
2010). Zékladem pro tuto analyzu byla RNA izolovana z bunétné kultury PR9692 a PR9692-
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E9. Pfedpokladali jsme, Ze geny ucastnici se nddorové progrese nalezneme pravé mezi geny s
rozdilnou expresi mezi PR9692 a PR9692-E9. V seznamu gent s rozdilnou expresi jsme mimo
jiné ocCekavali geny s jasnou souvislosti s nddorovou progresi, ale v tomto projektu jsme se
soustfedili na geny, jejichz role v procesu tvorby metastaz neni intuitivni. Dal$im kritériem pro
vybér kandidatnich genti byla kromé rozdilné exprese mezi buiikami PR9692 a PR9692-E9 také
schopnost reprodukovat zmeény v metastazovani pii cilené modulaci jejich exprese. Pokud tato

kritéria nebyla splnéna, kandidatni geny byly z dalSich experimentl vyfazeny.

Mezi vybrané kandidaty patii F-aktin vazebny protein Lymphocyte-Specific Protein 1
(LSPI), transkripéni faktor HOPX nebo Leprecan-Like 1 (LEPRELI), ktery ma zatim malo
prozkoumanou roli v tvorbé karcinomu prsu (Shah et al. 2009). Dal$imi, z hlediska
metastazovani, zajimavymi kandidaty byly FORMINI ovliviiujici bunéénou adhezivitu
(Kobielak, Pasolli, and Fuchs 2004), transmembranovy aktin-vazebny protein CALMIN,
Aquaporin 1 (AQP1), ktery reguluje transport vody ale také bunécnou migraci (Jiang 2009) a
Uridin fosforyldza 1 (UPP1I), jejiz zvySena exprese byla nalezena v karcinomu slinivky (Sahin
et al. 2005). V neposledni fad€ jsme se zaméfili také na FERRITIN, ktery slouzi jako hlavni
depozit zeleza v buiice. Jeho zvysend hladina v séru byla nalezena u pacientli s nadorovym
onemocnénim a koreluje s agresivnim nadorovym fenotypem (Hann et al. 1990; Hann et al.
1985). Vysledky z mikro€ipové analyzy (Obr. 9a) bylo nutné u kandidatnich genti ovétit pomoci
kvantitativni RT-PCR (qRT-PCR, Obr. 9b). Nutnost verifikovat vysledky z mikrocipu vedla k
vyfazeni geni CALMIN a FERRITIN z dalsich experimentd, u nichz jsme ziskali opacné
vysledky, nez jaké jsme po mikroCipové analyze ocekavali. CALMIN byl dle mikroCipu vice
exprimovan v metastazujici linit PR9692, podle qRT-PCR jsme naméfili zvySené hodnoty u
nemetastazujiciho subklonu PR9692-E9. Naopak u FERRITINU jsme dle prvni expresni analyzy
ocekavali jeho niz8i expresi v buiikdch PR9692. Tento vysledek nebyl pomoci qRT-PCR
potvrzen. U genti LEPRELI a FORMINI byla sice zména v expresi dle qRT-PCR v souladu s
mikrocipovymi vysledky, naméfené rozdily mezi PR9692 a PR9692-E9 ale nebyly signifikantni.
Proto jsme se dale zaméftili na geny LSP1, HOPX, AQPI a UPPI.

69



PR9692  PR9692-E9 mPR9692 0PR9692-E9

LOC41637
. TGALL AQP1 CALMIN
TGA4 1400 - * 700 -
GEPT2 1200 - 500 [
NUDT14 31000 4 T %01 .
LSP1 S 800 - L 4004
NCAM1 = 600 - 300 -
FUCA1 8 400 - 200 -
PRDM4 200 - 100 - I
LLS(lisll o 07
HOPX LEPREL 1

TIMP3

600
SLC2A10 180 - * _
AQP1 :ig 1 500 1
ITPR3 = 120 | 400 -
=
SLC22A3 2 100 - [ 300
HOPX € 804
EGR1 3 60 1 200 1
S 40 -
CALMIN = 2] 100 -
VAV3 0l 04
LEPREL1
UPP1 FERRITIN FORMIN 1
FORMIN 1 700 4 o 800 -
UPP1 600 1 700 A [
BAMBI _ 500 4 600
=} -
PACSIN3 2 40 | 500
KLF4 3 [ a0
€ 300 {
CHMPA4C - 300 -
w200 4
FERRITIN g 200 -
- PAX2 100 4 100 -
0+ 0 .
LSP1 UPP1
50 - 1400 -
*
40 4

.

pocet molekul
8 8

ik
o
e

*
1200 - o
1000 -
800 - i
600 |
400 -
200 1

Obr. 9. Rozdilna exprese genii v buiikkich PR9692 a PR9692-E9: A) Vybrané geny,
jejichz exprese je podle mikro€ipu rozdilna v buiikdch PR9692 (vlevo) a PR9692-E9 (vpravo).
Vyss$i sytost barvy znazoriuje vyssi expresi. Kazdy ze tii sloupct reprezentuje jeden replikat. B)
Exprese genit AQP1, CALMIN, HOPX, LEPREL1, FERRITIN, FORMIN 1, LSP1 a UPPI na
urovni mRNA naméfend pomoci qRT-PCR v bunkach PR9692 (Cernd), PR9692-E9 (bild). Data
normalizované exprese pochazi ze tfech experimentd s pouzitim triplikata (*, P <0,05).
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5.3. Kandidatni geny HOPX, LSP1, AQP1 a UPP1

5.3.1. LSPI — Lymphocyte Specific Protein 1

Nase ptredpoklady, ze by LSPI mohl byt jeden z gent regulujicich nadorovou progresi,
byly v souladu s pracemi jinych laboratoii. Liu ef al. dokladaji, ze LSP1 je kriticky v regulaci
transendotelialni migrace neutrofil a cévni propustnosti (Liu et al. 2005). Mohlo by se jednat o
podobné mechanizmy, které nadorovd buitkka vyuziva k Uniku z primarniho nadoru do

vzdalen¢jSich organt.

V kufecim modelovém systému ma LSP/ vyssi expresi v metastazujici linii PR9692 ve
srovnani s nemetastazujici PR9692-E9. Proto jsme se rozhodli studovat jeho ucast na tvorbé
metastdz stabilnim snizenim exprese LSP/ v bunkach PR9692 pomoci RNA interference
(RNAi). RNAi v naSem systému zajiStuje vlasenkovd RNA (shRNA), kterd je stabilné
exprimovana z vektoru nesoucitho RNAi kazetu s kufecim promotorem U6. Kazeta kromé
promotoru U6 obsahuje i ¢asti sekvenci kufeci miRNA pro zajisténi optimalniho zpracovani
transkripti  pomoci endoribonukledzy Dicer (Das et al. 2006). Buiiky PR9692 byly
transfekovany vektorem pDNA3shLSP1, ze kterého se exprimuje shRNA proti LSPI. Buiky
byly selektovany G418 za vzniku stabilni linie PR9692-shLSP1. Exprese LSP! byla v téchto
buikach testovana 6 tydnl po transfekci a doséhla snizeni téméf na troven PR9692-E9 (Obr.
10a). Kontrolni builky PR9692-shMOCK byly pfipraveny obdobnym zplsobem -transfekci
vektoru pDNA3shMOCK exprimujici kontrolni vlasenku.

Schopnost bunék migrovat je dilezitou charakteristikou metastazujicich bunék,
otestovali jsme proto vliv snizené hladiny LSP1 na pohyblivost bun¢k na kultivaéni misce s
pouzitim migracniho testu, pfi kterém sledujeme za pomoci €asosbérnych mikroskopovych
snimki, jak buiiky postupné zapliuji ryhu vytvofenou v jejich monovrstvé. Buiiky PR9692 a
PR9692-shMOCK obsadily signifikantné vétsi plochu nez PR9692-shLSP1 (Obr. 10b). Po 10
hodinach od zah4jeni experimentu jsme u PR9692-shLLSP1 pozorovali 2,6krat snizenou migraci
(P <0,01). Ryha v monovrstvé kontrolnich bun¢k byla témét obsazena po 20 hodinéch, zatimco
v pfipadé¢ PR9692-shLSP1 zlstala oteviena (Obr. 10c). Buiky PR9692-E9 jsme pro srovnani
nepouzili, jelikoZ jejich suspenzni fenotyp by v této analyze zkresloval vysledek. Pomoci

migra¢niho testu jsme prokéazali vliv genu LSP/ na pohyblivost bunék in vitro.
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Obr. 10. SniZeni exprese LSPI a jeji vliv na bunéénou migraci in vitro: A) Snizeni
exprese LSP1 na trovni mRNA naméfend pomoci qRT-PCR v bunikdich PR9692 (Cernd),
PR9692-shMOCK (tmavé Seda), PR9692-shLSP1 (modra) a PR9692-E9 (bila). Data
normalizované exprese pochdzi ze tfech experimentli s pouzitim triplikatd (*, P < 0,05) B)
Bunééna migrace analyzovana jako plocha obsazena bunikami v ryze v monovrstve bunek v Case.
Analyzovéana byla Sitka ryhy z péti experimenti. Buiky PR9692 (¢ernd), PR9692-shMOCK
(tmave Sedd) a PR9692-shLSP1 (modra) C) Snimek fazového kontrastu ryhy v monovrstveé

bunék PR9692-shMOCK (vlevo) a PR9692-shLSP1 (vpravo) v ¢ase 0 a 20 hodin od zahdjeni
experimentu.
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V dalsim experimentu jsme ptistoupili ptimo k testovani vlivu LSP1 na tvorbu metastaz
in vivo v kufecim systému (Plachy and Hejnar 2002). Metastazujici linie PR9692, kontrolni linie
PR9692-shMOCK a linie PR9692-shLSP1 byly inokulovany do kufat inbredni linie CC.R1,
ptvodniho hostitele nadoru PR9692. Po 20 dnech byl analyzovan pocet a velikost primarnich
nadort a metastaz. Buiikky PR9692 a PR9692-shMOCK indukovaly tvoru priméarniho nadoru a
metastdz ve 100% piipadli. Metastazy se dle ocekdvani nachazely v plicich, kde tvofily vice nez
50% objemu plic. Velmi ptekvapivy vysledek jsme obdrzeli po inokulaci bun¢k se snizenou
expresi LSP1. Namisto o¢ekavaného snizeni tvorby metastaz po inokulaci PR9692-shLL.SP1, jsme
pozorovali velké metastazy v plicich ale také v srdci. Zajimavé je naopak snizeni velikosti

primarniho nadoru oproti kontrolnim bunkam (Tab. 2).

Snizeni exprese LSP1 vedlo ke zvysené tvorbé metastaz. Navic sekundarnim organem nebyly
pouze plice, ale také srdce. Prestoze migrac¢ni experimenty in vitro ptredpovidaly potvrzeni
korelace exprese LSPI s invazivitou bungk, in vivo experimenty tuto hypotézu vyvratily. VySe
popsané¢ vysledky naznacuji, Ze gen LSPI neni vhodny kandidat, a proto byl z dalSich

experimentl vyfazen.

Tab. 2 Incidence a velikost metastaz v plicich a srdci

Pocet kufat s

. primar. Pré m(’frn’é) Pocet kurat s metastazami
Pocet Dny po nadorem / konecna % kufats
BURKY  inokul. " P% ) véha o xurets
. inokulaci Pocet . metastazami
bunék ) . nadoru
inokulovanych © + ++ +++
kufat ¢
PR9692 10 20 313 68,6 0 0 3 100
PR9692-
v
ShMOCK 10 20 6/6 45,3 1 2 5 100
PR9692-
vl * *
ShLSPA 10 20 6/6 30,9 2 1+1 345 100

+ nekolik malych a 1-3 stredne velké metastdzy, ++ nékolik malych a vice nez 3
stredné velké metastazy nebo 1-3 velké (4-5 mm) izolované metastdzy, +++
plice/srdce prorostlé stiedné velkymi az velkymi metastazami, * metastdzy v srdci

5.3.2. AQPI — Aquaporin 1 a UPP]I - Uridine Phosphorylase 1

Podobné jako v ptipadé LSP1 jsme postupovali i pii zkoumani vlivu AQP I na nadorovou
progresi. Nase hypotéza byla podpoiena praci Hoque et al., kterd prokazuje zvySenou expresi

AQPI v karcinomu plic (Hoque et al. 2006) a praci Esteva-Font et al., ktery dokonce ukazuje
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korelaci mezi expresi AQP! a plicnimi metastdzami z prsniho adenomu (Esteva-Font, Jin, and
Verkman 2014). Bunky PR9692, které¢ maji zvySenou expresi AQP1 ve srovnani s PR9692-E9,
jsme transfekovali vektory pDNAshAQP1(a-e) zajistujici expresi vlasenek cilenych do péti
riznych mist genu AQPI. BohuZzel ani v jednom ptipad¢ jsme nedocilili vyraznéjSiho snizeni

exprese AQPI (Obr. 11.). Ze stejného diivodu jsme vradili i gen UPPI (data neukazana).

mPR9692
PR9692-
1400 - shAQP1.a
1200 - ' PR9692-
; shAQP1.b
1000 -
= PR9692-
© 800 - shAQP1.c
°
£ PR9692-
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k) shAQP1.d
Q
S 400 PR9692-
200 A shAQP1.e
o 4 PR9692-E9

Obr. 11. Normalizovana exprese genu AQPI v bunkdch PR9692 (Cerna),
PR9692-shAQPla-e (Sedd) a PR9692-E9 (bild) naméfend pomoci qRT-PCR ve dvou
nezavislych experimentech s pouzitim triplikat.

5.3.3. Transkrip¢ni faktor HOPX — Homeodomain-Only Protein

HOPX je dalsi gen, ktery jsme si na zéklad¢ vysledkti mikro€ipové analyzy vytipovali
(Obr. 9a). Vysledky jsme potvrdili pomoci RT-PCR, kde je exprese HOPX snizena v
nemetastazujicim subklonu PR9692-E9 (Obr. 12a).

Za jeden z hlavnich divodl transkripéniho uml€eni tumor-supresorovych genl je
oznacovana hypermetylace CpG ostrovil v jejich promotorech, coz bylo prokdzano i v piipadé
sniZzené exprese HOPX v riiznych karcinomech (Yamaguchi et al. 2009; Ooki et al. 2010; Harada
et al. 2011). Proto jsme se podivali na metylaci promotoru HOPX v kuiecich buitkdch PR9692 a
PR9692-E9. Metylacni status promotoru HOPX jsme analyzovali pomoci bisulfitového
sekvenovani. V buitkach PR9692-E9 jsme nalezli husté¢ metylovany promotor HOPX, naopak v
bunikdch PR9692 byla metylace promotoru nizsi (Obr. 12b). Exprese genu HOPX tedy i v

kufecim modelovém sytému negativné koreluje s metylaci jeho promotoru (Obr. 12a a 12b).
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Obr. 12. Exprese mRNA a metylace promotoru HOPX: A) Normalizovana genova
exprese HOPX v buiikach PR9692 (Cernd) a PR9692-E9 (bila) naméfend pomoci qRT-PCR v
péeti nezavislych experimentech s pouzitim triplikatd (*, P < 0,05) B) Status metylace CpG v
promotorové oblasti HOPX v bunikdch PR9692 a PR9692-E9 naméfend pomoci bisulfitového
sekvenovani. Mista metylovanych CpG jsou znazornéna ¢ernymi krouzky, nemetylované CpG
jsou znazornény bilymi krouzky. Ukazany jsou vysledky z 12 klonli pochézejicich ze 2
nezavislych reakci PCR. Cisla v zavorce ukazuji procento metylovanych dinukleotidi CpG. C)
Normalizovana exprese HOPX v bunikdch PR9692 (Cernd), PR9692-E9 (bild), PR9692-E9-
HOPX dox- bez doxycyklinu (svétle Sedd) a PR9692-E9-HOPX dox+ s doxycyklinem (tmavé
Sedd) namétend pomoci qRT-PCR ve tfech nezavislych experimentech s pouZzitim triplikat (*,
P <0,05, **, P <0,01).

Pro vySetteni role HOPX v invazivnich vlastnostech bunék jsme v nemetastazujici linii
PR9692-E9 zvysili expresi HOPX. Pro lepsi manipulaci s genovou expresi HOPX jsme chtéli
zvysit jeho expresi pomoci inducibilniho lentivirového systému Lenti-X Tet-On (Clontech).
Infekci bun€k PR9692-E9 jsme vytvofili stabilni linii s cilem indukovat expresi HOPX jako
odpovéd’ na ptidany doxycyklin. BohuZel i pies pouZiti séra doporu¢ovaného vyrobcem byla
zbytkova exprese HOPX bez stimulace doxycyklinem pfili§ vysokd (Obr. 12c). Proto jsme
stabilni linii PR9692-E9-HOPX pfipravili pomoci infekce bunck replikacné defektnimi
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retrovirovymi partikulemi. Ty byly produkovany na kuteci pakdZzovaci linii AviPack (Plachy et
al. 2010), kterd byla transfekovana retrovirovym vektorem pSFCV-HOPX. Obdobnym
zpusobem byly pfipraveny kontrolni buiiky PR9692-E9-MOCK s pouzitim prazdného vektoru
pSFCV. Bunky byly selektovany G418 a 6 tydnt po infekci PR9692-E9 byla analyzovana
exprese HOPX (Obr. 13a). Hladina HOPX v PR969-E9-HOPX je zvySena oproti matetské linii
PR9692, ptesto je nizsi nez pti pouziti inducibilniho systému. Snazili jsme se expresi co nejvice
priblizit matetské linii, aby nedochazelo k nefyziologicky vysoké expresi HOPX, ktera by mohla
ovlivnit zejména experimenty in vivo. Vysledky z qRT-PCR jsme potvrdili na proteinové urovni
s pouzitim protilatky proti lidskému HOPX, a vyuzili tak dostatecné sekvencni podobnosti v

epitopu lidské a kufeci formy (Obr. 13b).

Naopak u metastdzujici linie PR9692 jsme expresi HOPX stabiln¢ snizili transfekei
vektoru pPDNA3shHOPX za vzniku linie PR9692-shHOPX. Buiky byly selektovany G418 a 6
tydnti po transfekci PR9692 byla analyzovana exprese HOPX (Obr. 13a). U PR9692-shHOPX
se ndm podarilo sniZzit expresi HOPX na podobnou hladinu jako v PR9692-E9. Vysledky z qRT-
PCR jsme potvrdili na proteinové trovni s pouzitim protilatky proti lidskému HOPX (Obr. 13b).

5.3.4. Vliv HOPX na bunéénou migraci, proliferaci a invazivitu in vitro

K charakterizaci chovéani bunék s modulovanou expresi HOPX in vitro jsme opét pouzili
migraéni test s naruSenim monovrstvy bundk. Casosb&mé snimky z mikroskopu jsme
analyzovali po 24 hodinach. Plocha obsazen4 migrujicimi buitkami je vyhodnocena na obrazku
13c. Kontrolni buiiky PR9692 a PR9692-shMOCK obsadily signifikantné vétsi plochu ryhy nezli
buniky PR9692-shHOPX. Po 10 hodindch od pocatku experimentu jsme pozorovali sniZeni
migrace PR9692-shHOPX 1,38krat, P=0,01. Ryha v monovrstvé kontrolnich bunék byla po 20
hodinach témét zaplnéna, zatimco v ryze monovrstvy PR9692-shHOPX byly patrné jednotlivé
protahujici se buiikky smérem ke stiedu ryhy, vétSina z nich ale zlistavala na okraji ryhy a spiSe

se nechala tlacit rostouci masou proliferujicich bunék (Obr. 13d).
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Obr. 13. SniZeni exprese HOPX a jeji vliv na bunéfnou migraci, invazivitu a
proliferaci in vitro: A) Snizeni exprese HOPX na trovni mRNA naméfend pomoci qRT-PCR v
buitkdch PR9692 (€ernd), PR9692-shMOCK (tmavé Seda), PR9692-shHOPX (svétle Sedd) a
PR9692-E9-HOPX (zelend). Data normalizované exprese pochazi ze tfech experimentd s
pouzitim triplikatt (*, P < 0,05, **, P <0,01) B) SniZené exprese HOPX na proteinové urovni
analyzovana Western blotem, blot GAPDH je ukazan jako kontrola nandsky. C) Bunécna
migrace analyzovand jako plocha obsazena buitkami v ryze v monovrstvé bunck v Case.
Analyzovéana byla Sifka ryhy z péti experimentti. Buitkky PR9692 (¢erna), PR9692-shMOCK
(tmavé Sedd) a PR9692-shHOPX (svétle Sedd). D) Snimek fazového kontrastu ryhy v
monovrstvé bunék PR9692-shMOCK (vlevo) a PR9692-shHOPX (vpravo) v ¢ase 0 a 20 hodin
od zahijeni experimentu. E) Invazivni vlastnosti bun¢k ve 3D kolagenu ze tfi nezavislych
experimenti (**, P < 0,01). F) Mira bunécné proliferace zndzornéna jako ¢as zdvojeni v
hodinach. Data reprezentuji 3 paralelni bunééné kultury (**, P < 0,01), hodnota nad sloupcem
reprezentuje prodlouzeni ¢asu zdvojeni (v procentech) po snizeni exprese HOPX. G) Analyza
bunécéného cyklu bun€k PR9692, PR9692-shMOCK, PR9692-shHOPX. Mnozstvi bunék v G1
fazi (Cernd), S fazi (Sedd) a G2/M fazi (bild) byly naméteny pomoci FACS ve tfech nezavislych
experimentech.

Ackoli morfologie PR9692-shHOPX nevykazovala Zadné zmény (napt. zakulaceni
bunék €1 snizenou adhezivitu ke kultivacni misce pozorovanou u PR9692-E9), povSimli jsme si
mirné snizené metabolizace média behem jejich kultivace. Spoc€itdnim jejich ¢asu zdvojeni jsme
prokazali, Ze sniZzeni exprese HOPX vede k signifikantnimu prodlouZeni ¢asu zdvojeni o 31%
(P=0,007, Obr. 13f). Tento vysledek jsme déle potvrdili analyzou bunééného cyklu za pouziti
barveni intaktniho jadra propidium jodidem. Nizsi exprese HOPX v PR9692-shHOPX koreluje
se zvétSenou populaci bunék v G1 fazi a zmensenou populaci v S a G2 fazi bunééného cyklu ve
srovnani s buitkami PR9692 a PR9692-shMOCK (Obr. 13g). Bunéény cyklus PR9692-shHOPX

je pozastaven v kontrolnim bodu G1, kde probiha kontrola genomu buiiky.

Jelikoz snizend migrace bun¢k PR9692-shHOPX pii zaplhovani ryhy mohla byt
disledkem jejich sniZzené proliferace, rozhodli jsme se vliv HOPX na pohyblivost bunck
analyzovat pomoci tfidimenziondlndho invazivniho testu, ktery sleduje invazivni vlastnosti

jednotlivych bunck nezavisle na rychlosti bunécné proliferace. Pfi tomto testu se nanasi bunky
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na vrstvu kolagenu, do které se nechaji invadovat po sméru koncentrace séra 48hodin. Hloubka,
do jaké byly jednotlivé bunky schopny invadovat, se analyzuje pomoci snimkt 10um optickych
fezl. Sledovana invazivita jednotlivych bunék je korelovana s celkovym poctem analyzovanych
bun¢k. To umoziuje charakterizovat invazivni vlastnosti rznych linii nezavisle na rychlosti
jejich proliferace. Invaze bunék 3D kolagenem je navic podobnéjsi pohybu bun¢k v nddorovém
mikroprostiedi nez je tomu béhem pohybu buné¢k na kultivacni misce. Buiitky PR9692 a PR9692-
shMOCK vykazuji veétsi invazivni aktivitu, zatimco schopnost bun¢k PR9692-shHOPX
invadovat byla snizena o 62% (P < 0,05) oproti buitkim PR9692. Role HOPX v invazinim
charakteru bun¢k byla potvrzena i opanym piistupem. ZvySena exprese HOPX v PR9692-E9-
HOPX vedla k vétsi invazivité, ktera témét dosahla hodnot bun¢k PR9692 (Obr. 13e).

Vyse uvedené vysledky ukazuji, Ze sniZzena exprese HOPX inhibuje migraci, proliferaci
a invazivitu bunék PR9692-shHOPX ve 3D prostfedi, naopak jeho zvySena exprese obnovuje

invazivni fenotyp bun¢k PR9692-E9-HOPX.
5.3.5. Role genu HOPX v metastatickych vlastnostech bunék in vivo

V dalsi fazi projektu jsme se rozhodli pristoupit k experimentim in vivo a zjistit tak, zda
invazivita ve 3D kolagenu koreluje s tvorbou metastaz pomoci nasSeho kufeciho modelu (Plachy
and Hejnar 2002). Kufata inbredni linie CC.R1 byla inokulovéna buitkami PR9692 a PR9692-
shMOCK a po 20 az 25 dnech byla béhem pitvy analyzovana velikost primarniho nadoru a
pritomnost metastaz. Jak je ukdzano v tabulce 3, vSechna inokulovand kufata vytvofila
progresivné rostouci sarkom v misté¢ vpichu a makroskopické ohledani plic odhalilo rozsahlé
oblasti metastatické tkan€. Vzhledem k niz§i mife proliferace bunék PR9692-shHOPX rostly
primérni nddory pomaleji, a proto ohledani kutat probehlo az 36. a 49. den po inokulaci. Kone¢na
incidence a velikost sarkomu byla srovnatelnd s kontrolnimi buitkami. Naopak pouze malé
mnozstvi kufat vytvofilo metastazy po inokulaci bunék PR9692-shHOPX a to 1 v pfipadé
nejvétsiho primarniho nadoru rostouciho az do 49. dne od inokulace (Tab. 3). Tyto metastazy
byly navic malé a izolované od okolni plicni tkdné& (Obr. 14.). Abychom si byli jisti, Ze sniZena
proliferace bun&€k PR9692-shHOPX neovlivnila vysledek, inokulovali jsme 10krat vétsi
mnozstvi bunék (10°). Ani tento krok incidenci metastaz po inokulaci PR9692-shHOPX nezvysil
(Tab. 3).

Pro dalsi potvrzeni vlivu HOPX na tvorbu metastdz jsme testovali invazivni potencial
bunck PR9692-E9-HOPX, které maji zvySenou hladinu HOPX na podobnou urovei jako buniky
PR9692. Takto zvySena hladina dokdzala bunkdm PR9692-E9-HOPX navratit metastaticky
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fenotyp u 28% inokulovanych kufat. V jednom ptipad¢ dokonce doslo k vytvoifeni velkych
srostlych metastaz. Naopak kontrolni buniky PR9692-E9 a PR9692-E9-MOCK nevytvofily
7adné metastazy (Tab. 3).

Vysledky dokladaji, ze inhibice exprese HOPX snizuje kapacitu PR9692 tvorit plicni
metastazy po jejich inokulaci do syngennich kufat. Navic tento pokles neni vysledkem delSiho

¢asu zdvojeni bunék PR9692-shHOPX.

PR9692-shMOCK PR9692-shHOPX

Obr. 14. Fotodokumentace incidence metastaz po inokulaci bunék PR9692-shMOCK
(vlevo) a PR9692-shHOPX (vpravo) do modelové kuieci linie, metastaticka tkan je zvyraznéna
Sipkami.
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Tab. 3 Incidence a velikost plicnich metastaz

BUNKY Pocet Dny po Podet kufat s Priméma Pocet kufat s metastazami % kufat s
inakul. inokulaci primar. koneéna metastazami
bunék nadarem/ vaha

Pocet nadoru  * t+ et
inokulovanych (a)
kurat
PR9692 104 20 19/19 396 2 3 14 100
104 25 6/6 67.5 1 1 4 100
108 25 4/4 58,7 1 0 3 100

PR9692- 104 20 1111 5 3 4 2 100

shMOCK

PR9692- 104 36 21122 257 2 1 0 14

shHOPX 104 49 9/10 39,7 2 0 0 22
102 49 6/6 701 0 1 0 17

PR9692- 104 v 16/15 333 2 4 0 27

shITGA4

PR9692- 104 35 444 55,6 0 0 0

B9 104 49 66 96,7 0 0 0
PR9692- 104 49 10410 656 0 0 0 0
E9-
MOCK
PR9692- 104 35 1212 504 0 0 0 0
E9-HOPX
104 49 18/M18 94 8 4 0 1 28

+ nékolik malych a 1-3 stredné velké metastdzy, ++ nékolik malych a vice nez 3 stredné velké
metastazy nebo 1-3 velké (4-5 mm) izolované metastdzy, +++ plice prorostlé stiedné velkymi
az velkymi metastazami

5.4. Analyza diferenciilné exprimovanych gent v liniich

PR9692-shMOCK a PR9692-shHOPX

V dalsi casti experimentu jsme chtéli reprodukovat rozdil mezi buitkami PR9692 a
nemetastazujicim subklonem PR9692-E9. Zajimalo nas, jaké zmény exprese v buitkach PR9692-
shHOPX vedly ke ztraté jejich invazivnich schopnosti po sniZzeni exprese HOPX. Pomoci
mikro€ipu jsme provedli srovnivaci expresni analyzu mezi buitkami PR9692-shMOCK a
PR9692-shHOPX. Analyza odhalila vice nez 700 odlisn¢ exprimovanych genii s nejméné
dvojnasobnou zménou exprese, P < 0,05. Kompletni seznam rozdiln¢ (vice nez 2krat)

exprimovanych gent je uveden v elektronické ptiloze — Tabulka EP
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Obr. 15. Mikrocipova data odhalila kandidatni geny asociované s metastazovanim
s rozdilnou expresi genii v buiikach se sniZenou expresi HOPX: A) Schematické znazornéni
pfesahu mezi dvéma skupinami diferencidlné exprimovanych genli ve dvou pérech
metastazujicich / nemetastazujicich bunék. B) Vybrané geny, jejichz exprese je podle mikrocipu
rozdilnd v bunkach PR9692-MOCK (vlevo) a PR9692-HOPX (vpravo). Vyssi sytost barvy
znazornuje vyssi expresi. Kazdy z dvojice sloupcti reprezentuje jeden replikat.

Abychom zuzili pocet kandidatnich gend, které jsou ovlivnény hladinou HOPX a zaroven
pusobi na metastatickou kapacitu, porovnali jsme tyto vysledky s pfedeslou studii (Cermak et al.
2010) srovnavajici expresni profily metastazujicich bunék PR9692 a spontanné
nemetastazujicitho subklonu PR9692-E9. Prekryv diferenciadln€¢ exprimovanych genii v obou
parech metastazujicich a nemetastazujicich linii oznacuje kandidatni geny asociované s
metastazovanim, tedy podporujici nebo inhibujici nadorovou invazivitu. Takto jsme vybér genli
zuzili na 232, které¢ vykazuji nejméné¢ dvojnasobnou zménu v genové expresi v obou parech
bunécnych linii. Mezi nimi je 186 gent s 2krat az 192krat snizenou expresi a 46 genti se 2krat
az 36krat vyssi expresi v nemetastazujicich bunikach (Obr. 15a). Mezi ndmi identifikovanymi
232 geny se nachazi n€kolik ontogenetickych tiid. Jsou to geny ovlivilujici nadorové bujeni

(EPB41L3, KIAAI1210, SALL3), bunécnou adhezi a migraci (RIAM, LAMBI), nebo
vnitrobunéény transport (SLC16410, PACSIN3, DNM1)(Li et al. 2011; Vanaja et al. 2006; Yang
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et al. 2012; Worth et al. 2010; Patarroyo, Tryggvason, and Virtanen 2002; Grimm-Gunter et al.
2008; van der Bliek et al. 1993; Friesema et al. 2008) (Obr. 15b a Tab. 4).

Tab. 4 Seznam vybranych genii odliSné exprimovanych mezi buiikami PR9692-

shHOPX vs. PR9692-shMOCK a PR9692-E9 vs. PR9692

Zména logs Hodnota P Zména log: Hodnota P
(PRSG92shHOP (PR9692shHOP (PRSSS2-  (PROGS2-
Symbol vs, PROGEZ- vs. PROGEZ- E9 vs. ES vs.
genu Me zinarodni {anglicky)jméno genu shMOCK) shMOCK) PROGI2) 9592
ADCYT adenylate cyclase 7 -15.013 0.000 -25.929 0.000
ANXAT  annexin AT -16.042 0.000 -126.263  0.000
ARHGDIB Rho GDP dizsociation inhibitor (GO} beta -2.597 0.003 -5.320 0.000
BAMBI BKMP and activin membrane-bound inhibitor homolog 5£.627 0.000 -5.065 0.000
DN dynamin 1 -8.172 0.001 -5.833 0.001
FOXG1 forkhead box G1 -2.687 0.022 -2.155 n.027
FSCHA1 fascin homolog 1, actin-bundling pretein -13.13% 0.001 -5.842 0.002
FUCA1 fucosidase, alpha-L- 1, tiszue -24.395 0.000 -15.404 0.000
GFPFT2 glutamine-fructose-5-phosphate transaminase 2 -55.721 0.000 -251.417  0.000
GSR glutathione reductase -42 56 0.000 -20. 441 0.000
HTR1D S-hydroxytryptamine receptor 10, G protein-coupled -152.015 0.000 -5.542 0.000
mGA4 integrin, alpha 4 -2.601 0.008 -196.727  0.000
TPR3 inositol 1,4 S-trisphosphate receptor type 3 -19.53% 0.000 -21.216 0.000
KIAA1210 KlaA1210 4111 0.000 12.099 0.000
LAME1 laminin, beta 1 -17.410 0.001 -2.681 0.045
LHFPLS  lipoma HMGIC fusion partner-like 5 -19.196 0.001 -70.501 0.000
LSP hmphocyte-specificprotein 1 -17.073 0.000 -37.097 0.000
MAPK11  mitogen-activated protein kinase 11 -14.056 0.000 -2.475 0.001
NCAM1 neural cell adhesion molecule 1 -12.5989 0.001 -31.378 0.000
NUDT14  nudix -type motif 14 53.45%1 0.000 -18.548 0.000
PACSING _ protein kinase C and cazein kinase substrate in neuronz 3 -16.2870 0.001 -7.847 0.001
RAB1S ras-related protein Rab-15 7320 0.000 -o4.899 0.000
RGS20 regulator of G-protein signaling 20 -18.632 0.000 -4.004 0.003
RHOF ras homolog gene family, member F -17.316 0.000 -7.873 0.000
RIAK Rap1-GTP-interacting adapter molecule 43213 0.000 13,357 0.000
SALL3 saklike 3 (Drosophila) 3.656 0.043 6.707 0.004
SLC16410 =solute carrier famity 16, member 10 9.468 0.015 5.911 0.022
SLC22A3  solute carrier famiby 22 -02. 347 0.000 -30.656 0.000
TTC32 tetratricopeptide repeat domain 32 -33.421 0.000 -10.181 0.000

U vybranych gentl, které jsou zndmé svym vlivem na bunéénou migraci, adhezi ¢i
angiogenezi jsme vysledky z mikroCipové analyzy ovéfili pomoci QRT-PCR. Jedna se o geny
ADCY7, ARHGDIB, BAMBI, FOXGI, FSCNI, GFPT2, ITPR3, ITGA4, LSP1, NCAMI,
NUDTI4, RGS20, RHOF a RIAM (Worth et al. 2010; Liu et al. 2005; Al-Alwan et al. 2011;
Guillot et al. 2012; Kanamori et al. 2007; Chan et al. 2009; Zecchini et al. 2011; Agarwal et al.
2013; Choi, Jang, and Kim 2011; Ellis and Mellor 2000; Zhou et al. 2006; Liu et al. 2008; Riker
et al. 2008; Kil et al. 1998; Hata et al. 2004). Vysledky ziskané¢ pomoci qRT-PCR (Obr. 16b)
byly v souladu s mikro¢ipovymi daty a potvrdily spolehlivost mikro¢ipové analyzy. V ptipadé
genl ITGA4, NCAMI1, FOXGI a samotného HOPX jsme vysledky jeste potvrdili na proteinové
urovni (Obr. 16a). Mezi kandidatnimi geny se objevil i dfive zminény LSPI. Vzhledem k jeho
rozporuplnym vysledkiim in vitro a in vivo jsme se jeho moznou interakci se signdlni drahou

HOPX nezabyvali.
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Obr. 16. Ovéreni exprese gentu vybranych na zikladé mikrocdipové analyzy. A)
Exprese geni HOPX, NCAMI, ITGA4 a FOXGI v bunkach PR9692, PR9692-shMOCK,
PR9692-shHOPX, PR9692-E9 na proteinové urovni analyzovana pomoci Western blotting. Blot
GAPDH je ukazan jako kontrola nanéasky. B) Exprese ADCY7, ARGHDIB, BAMBI, FOXGI,
FSCNI1, FUCAL, GFPT2, HOPX, IPTR3, ITGA4, LSP1, NCAM, NUDT14, RGS20, RHOF a
RIAM v buitkdch PR9692 (Cerna), PR9692-shMOCK (tmavé Sedd), PR9692-shHOPX (svétle
Sedd) a PR9692-E9 (bila) analyzovana pomoci qRT-PCR ve tfech nezavislych experimentech.
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5.5. SniZena exprese genu ITGA4 vede k inhibici bunéc¢né

adhezivity a migrace

Gen, ktery nas zaujal, byl integrin alfa 4 (ITGA4), pomoci kterého jsme chtéli ovétit nase
zavery o kandidatnich genech vyvozené na zakladé mikroCipovych dat. Podle nasich vysledkt
byla exprese ITGA4 vyssi v metastazujicich buiikach PR9692 a PR9692-shMOCK. Expresi
ITGA4 v bunkach PR9692 jsme snizili prostfednictvim shRNA proti /7GA4, obdobnym
zpusobem jako v pripadé HOPX. Velmi efektivni snizeni exprese patrné na irovni mRNA (Obr.
17a) koresponduje s chybé&jicim signalem také na proteinové trovni (Obr. 17b). V bunkach
PR9692-E9 jsme naopak chtéli zvysit expresi /TGA4 retrovirovou infekci s vyuzitim vektoru
pSFCV-ITGA4 obdobné jako pii ptipravé bun¢k PR9692-E9-HOPX. Dle iroviné¢ mRNA se ndm
expresi podafilo vice nez ztrojnasobit (Obr. 17¢). I pies kontrolu primarni sekvence a snahu
optimalizovat sekvenci v blizkosti transkripcniho startu se transkript genu [7GA4
pravdépodobné neptekladal a na proteinové urovni jsme jeho signil nezaznamenali (data

neukézana).

Vliv ITGA4 na buné¢nou motilitu jsme v ptipadé bunck 9692shITGA4 testovali pomoci
migraniho testu na kultivacnich miskdch pokrytych fibronektinem, ktery je ligandem
transmembranovych heterodimert integrini o4/B1 a 04/B7 (Matsunaga et al. 2003). Pomoci
casosbérnych mikroskopovych snimkd jsme po 24 hodin sledovali zaplhovani ryhy v
monovrstvé bunék PR9692-shITGA4 a kontrolnich bunék PR9692 a PR9692-shMOCK. Plocha
zaplnéna buiikkami PR9692 a PR9692-shMOCK byla 2,9krat vétsi (P = 0,027) nez v piipadé
PR9692-shITGA4 (Obr. 17d). Okraje ryhy v monovrstvé bunék PR9692-shITGA4 ziistaly 1 po

20 hodinach od zahéjeni experimentu vzdalené (Obr. 17e).

Béhem kultivace bunék PR9692-shITGA4 jsme si povSimli jejich niZzsi pfilnavosti k
ni¢im nepokryté kultiva¢ni misce a mirného zakulaceni buné€k, které je ve velké mife patrné u
nemetastazujiciho subklonu PR9692-E9 (Cermak et al. 2010). Integriny jsou buné¢né adhezivni
proteiny a snizeni pfilnavosti bunék k substratu je zndmkou invazivniho charakteru nékterych
typt nddorti (Chaffer and Weinberg 2011). Nase pozorovani jsme ovéfili pomoci testu adhezivity
na fibronektin. Zjistili jsme, ze adheze bunék PR9692-shITGA4 na fibronektin byla snizena o
33% (P < 0,05) ve srovnani s kontrolnimi buitkami (Obr. 17f).
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Obr. 17. SniZena exprese ITGA4 a jeji vliv na bunéénou migraci a adhezivitu in vitro:
A) SniZena exprese ITGA4 na Grovni mRNA meéfend pomoci qRT-PCR v bunikach PR9692
(¢ernd) a PR9692-shITGA4 (oranzova) ve tfech experimentech s pouzitim triplikata (**, P <
0,01), B) SniZena exprese ITGA4 na proteinové trovni analyzovana pomoci Western blottingu.
Blot GAPDH byl pouzit jako kontrola nanaSky. C) ZvySena exprese ITGA4 na trovni mRNA
meétfend pomoci QRT-PCR v buitkdch PR9692 (Cernd), PR9692-E9 (bild) a PR9692-shITGA4
(svétle Seda) ve tfech experimentech s pouzitim triplikata (**, P < 0,01) D) Buné¢na migrace
analyzovand jako plocha obsazena bunikami v ryze v monovrstvé bunék v ¢ase. Analyzovana
byla §itka ryhy z péti experimentti s pouzitim buné¢k PR9692 (€erna), PR9692-shMOCK (tmavé
Sedd) a PR9692-shITGA4 (oranzova). E) Snimek fazového kontrastu ryhy v monovrstvé bunék
PR9692-shMOCK (vlevo) a PR9692-shITGA4 (vpravo) v Case 0 a 20 hodin od zahijeni
experimentu. F) Adhezivni vlastnosti bunék na povrch poryty fibronektinem vyjadiené v
procentech ze tii nezavislych experimenti (*, P < 0,05).
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Abychom detailnéji prozkoumali invazivni potencial bunék se snizenou expresi /I7GA4,
provedli jsme test na 3D kolagenovou invazivitu na buitkach PR9692-shITGA4. Inhibice exprese
ITGA4 vedla k poklesu bunécné invazivity o 72% (Obr. 13e).

Vyse uvedend data dokladaji, ze ITGA4 podporuje migraci a invazi kutecich modelovych

linii.

V souladu se zménami bunécné pohyblivosti, pfilnavosti k substratu a invazivité¢ ve 3D
kolagenu je i pozorovany vliv ITGA4 na organizaci aktinového cytoskeletu v buitkach PR9692-
shITGA4. Charakteristikou mezenchymovych migrujicich bunék je ptitomnost aktinovych
stresovych vldken (Vallenius 2013), jejichZ Uibytek jsme pozorovali po sniZeni exprese ITGA4
(Obr. 18). Kontrolni butky PR9692-shMOCK maji jasné€ patrna stresova vlakna v celé délce
bunky s viditelnou piedo-zadni bunécnou polaritou. Naopak PR9692-shITGA4 maji zkracena

aktinova vlakna a ztracenou buné¢nou polaritu s Cetnymi malymi vybézky.

ITGA4 se tak podili na typické morfologii bun€k a s tim souvisejici schopnosti buniky

adherovat a cilen¢ tidit sviij pohyb.
5.6. SniZena exprese genu I7GA4 vede k inhibici metastazovani

Efekt sniZzené exprese /TGA4 na formovani metastaz byl testovan in vivo v kuratech linie
CCRI1. Jak bylo uvedeno vySe, bunky PR9692 a PR9692-shMOCK vyvolavaly tvorbu
primarnich nddort a metastaz ve 100% kutat (Tab. 3). Po inokulaci buitkami PR9692-shITGA4
vytvofila. v§echna kufata primarni sarkomy a po 37 dnech od inokulace byla provedena pitva k
analyze pfitomnosti metastdz. Kurata vyvinula pouze malé az stfedn¢ velké metastazy a to ve

27% ptipadi (Tab. 3).

Tyto vysledky prokazuji, Ze sniZzend exprese /7TGA4 koreluje se snizenou pohyblivosti,
adhezi a invazivitou bun¢k PR9692-shITGA4 in vitro a se snizenou tvorbou plicnich metastastaz
in vivo. ITGA4 se tedy ucastni procesi charakteristickych pro metastazujici buiiky. Experimety
potvrdily spolehlivost naseho experimentalniho systému pro hleddani genli asociovanych s

metastazovanim.
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Obr. 18. Zmény v aktinovém cytoskeletu indukované snizenim exprese I17GA4 v
buiikich PR9692-shMOCK (vlevo) a PR9692-shITGA4 (vpravo).

Z vyse uvedenych vysledkli vyplyva, Ze s pomoci naSeho unikdtniho kufeciho
modelového systému jsme prokéazali vliv hladiny transkripéniho faktoru HOPX na tvorbu
metastdz. Porovnanim aktivity gend s pouzitim mikroCipové technologie v bunkach s
modulovanou expresi HOPX jsme vybrali dalsi kandidatni geny, které by mohly hrat vyznamnou

roli v riiznych fazich metastatického procesu.

V dalsi ¢asti doktorské prace jsem se opét zabyvala genovou expresi, tentokrat jeji

epigenetickou regulaci, ktera je zdsadni pro latenci proviru HIV-1.
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5.7. Modelové bunééné linie pro studium latence HIV-1 a

vyvoje metylace DNA proviru HIV-1

Role metylace DNA v latenci HIV-1 je pfedmétem intenzivniho zkouméni. V nasi
Ten je zaloZzen na dvou bunécnych klonech H12 a 2DI12 odvozenych z linie lidskych
imortalizovanych CD4" T-lymfocytd Jurkat. Klony H12 a 2D12 v sob& nesou replikacné
nekompetentni latentni “mini-provirus” HIV-1 skladajici se z LTR-Tat-IRES-EGFP-LTR. V
klidovém stavu je provirus latentni a neexprimuje se, nicméné pusobenim nejraznéjsich ¢inidel
muze byt reaktivovan a procento bunck s reaktivovanym provirem muze byt méfeno podle
procenta bun&k pozitivnich na EGFP. Cinidla, ktera reaktivuji provirus, mohou nebo nemusi
souCasn¢ stimulovat buiiky a expresi aktiva¢nich markerti, naptiklad ¢asného aktiva¢niho
markeru CD69. V klonech HI2 i1 2DI12 je jedna neposkozena provirova kopie, ktera je
integrovana do stejného mista lidského genomu v genu pro Ubiquilin 1. Klon H12 vykazuje
nizkou hladinu metylace DNA na 5'LTR a latentni provirus je zde snadno reaktivovatelny
riznymi agens vcetné PMA a TNF-a. Naopak klon 2D12 vykazuje vysokou hladinu metylace
DNA na 5'LTR a latentni provirus je v téchto bunkdach rezistentni k reaktivaci (Blazkova et al.
2009). Klon 2D12 byl odvozen z bunék H12, a to selekci subklonli negativnich na EGFP po
predchozi stimulaci PMA a TNF-a (Obr. 19). Byl vytvofen model, podle n¢hoz histonové
modifikace na promotoru HIV-1 zajist'uji prvni stupen latence (klon H12), dodatecné metylace

vvvvv

2009).

V tomto projektu jsme studovali moznost ptimé souvislosti mezi latenci HIV-1 a metylaci
DNA na promotoru HIV-1, k ¢emuz jsme vyuzili rozdilnou schopnost reaktivace proviru mezi
buitkami H12 a 2D12. Nasim cilem bylo dosdhnout u¢inné reaktivace proviru v bunikach 2D12,
coz mélo byt umozZnéno, podle naseho predpokladu, snizenim metylace DNA na promotoru.

Schéma experimentll je znazornéno na obrazku 19.
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Obr. 19. Schéma experimentii pro studium latence HIV-1

Udrzovani jiz zavedené metylace DNA, ptipadné pasivni demetylace, probihaji pfi
replikaci DNA v S fazi buné¢ného cyklu. Abychom zjistili jak agens PMA a TNF-o pouZivané
ke stimulaci bun¢k 2D12 a H12 ovliviiuji proliferaci, analyzovali jsme bunécny cyklus téchto
bun€k za pouziti barveni intaktniho jadra propidium jodidem. Tato analyza prokézala, ze
stimulace bunék PMA a TNF-a vede k zastaveni bunécného cyklu v G1 fazi, které€ je nejpatrné;si
48 hodin po stimulaci (Obr. 20a a 20b) a to zejména v bunikdch H12. Prodlouzeni G1 faze trva
v bunikach 2D12 1 H12 azZ do jedenactého dne od stimulace, nicméné vyrazna zména je patrnd do
Ctyf dni po stimulaci, a to zejména v bunkach H12, které vykazuji 1 vyssi procento bunék s
reaktivovanym provirem (Obr. 20a a 20b). Zmény v zastoupeni bun€k v jednotlivych fazich
cyklu koresponduji se zménami ¢asu zdvojeni (Obr. 20c). Druhy den po stimulaci bun¢k 2D12
a H12 dochazi k vyraznému prodlouZeni ¢asu zdvojeni obzvlast’ v buitkach H12. Devaty den od
stimulace je ¢as zdvojeni kolem 24 h, coz odpovida ¢asu zdvojeni nestimulovanych bunék.
Nameétené hodnoty dokladaji, Ze stimulace bun¢k, zejména v kombinaci s reaktivaci proviru
HIV-1 prodluzuje G1 fazi a zpomaluje bunécnou proliferaci, pfiCemz tento ucinek je

nejvyrazng€jsi do Ctyt dni po infekci.
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Obr. 20. Vliv stimulace bunék H12 a 2D12 na bunéény cyklus a proliferaci in vitro: A)
Analyza bunécného cyklu bunék H12 0 — 11 dni po stimulaci PMA a TNF-a. B) Analyza
bunééného cyklu bun€k 2D12 0 — 11 dni po stimulaci PMA a TNF-o. MnoZstvi bun¢k v G1 fazi
(¢ernd), S fazi (tmavé Sedd) a G2 fazi (bild) byly naméfeny pomoci prutokové cytometrie ve
ttech nezavislych experimentech. C) Mira proliferace bunék H12 (Sedd) a 2D12 (Cerna)
znazornéna jako cas zdvojeni v hodinach. Data ve vSech panelech reprezentuji primér 3
paralelnich bunéénych kultur.

5.8. Vliv DNMTI1 a DNMT3B na reaktivovatelnost proviru HIV-1

Protoze hladina metylace 5’LTR promotoru v klonech 2D12 a H12 negativné koreluje s
reaktivovatelnosti proviru a tedy s expresi EGFP (Blazkova et al. 2009), chtéli jsme blize
prozkoumat roli metyltransferdz v tomto procesu. V prvni fad¢ jsme se zamé&fili na DNMT],
kterd je zodpovédna za udrZeni metyla¢niho vzorce DNA po replikaci (Hermann, Goyal, and
Jeltsch 2004). Pomoci qRT-PCR jsme analyzovali expresi DNMT] v klonech H12 a 2D12 pted
a po stimulaci bun¢k pomoci PMA a TNF-a. Bez stimulace maji buiiky H12 1 2D 12 srovnatelnou
hladinu exprese DNMTI. Po stimulaci klesla exprese DNMT1 téméft Skrat u klonu H12 1 2D12
(Obr. 21a). V linii 2D12 s vysokou hladinou metylace 5S’LTR jsme se rozhodli sniZit hladinu
DNMT1 pomoci siRNA (siDNMTT1), které zajiSt'uji tranzientni sniZzeni exprese cilového genu,

a pozorovat vliv snizené hladiny DNMT1 na reaktivaci HIV-1 a hladinu metylace DNA 5'LTR.
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Obr. 21. Exprese DNMT1 v buiikach H12 a 2D12: A) Exprese DNMT1 v butikach
H12 a 2DI12 pted a po stimulaci na Grovni mRNA méfend pomoci qRT-PCR. Data
normalizované exprese pochazi ze tfech experimentll s pouzitim triplikath (***, P < 0,01) B)
Exprese DNMT3B v buitkach H12 a 2D12 pted a po stimulaci na trovni mRNA méfena pomoci
qRT-PCR. Data normalizované exprese pochazi ze tfech experimentil s pouzitim triplikath (***,
P <0,01). C) Exprese DNMT1 v buiikach 2D12 transfekovanych siCTRL a siDNMT1 3 a 6 dni
po transfekci na proteinové (vlevo) a mRNA (vpravo) urovni, blot y-Tubulin je ukazan jako
kontrola nanaSky, Hladina mRNA byla naméfena pomoci qRT-PCR. Data normalizované
exprese pochazi ze tiech experimentli s pouzitim triplikatd (*, P < 0,05, **** P <0,0001). D)
Transfekéni Géinnost v bunkach 2D12 méfena transfekci oligonukleotidi zna¢enych FITC na
pritokovém cytometru. Data pochazi ze dvou experimentl (znaené ¢ernou a Sedou linii).

SniZeni exprese DNMT] jsme analyzovali na proteinové i mRNA trovni 3. a 6. den po
transfekei (*, P < 0,05, obr. 21b a 2lIc). Uginnost transfekce siRNA ovéfend pomoci

fluorescenéné znacenych oligonukleotidii byla asi 40% (Obr. 21d).

V bunikach 2D12 se snizenou expresi DNMT1 6 dni po transfekci siDNMT1 jsme pomoci
pratokového cytometru zméftili expresi EGFP, tedy reaktivaci proviru HIV-1 v buitkach 2D12.
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Samotné snizeni exprese DNMT1 nevedlo k reaktivaci proviru, ale v kombinaci s PMA a TNF-
a doslo k reaktivaci proviru ve vyssim poctu bunék. Rozdil ve srovnani s kontrolnimi buiitkami
transfekovanymi kontrolni siRNA (siCTRL) pfedstavoval 11% (***, P <0,001, obr. 22a). Navic
se po snizeni exprese DNMTI nezménila exprese ¢asného aktivacniho markeru CD69 pied i po
stimulaci bun€k (Obr. 22b). V ptipadé siCTRL i siDNMT1 bylo stimulovano kolem 95% bun¢k.
Provirus byl reaktivovan pravé v buitkach pozitivnich na CD69. Transfekce siCTRL neovlivnila
reaktivovatelnost proviru v nestimulovanych bunikach 2D12 ani v buiikach stimulovanych PMA

a TNF-a (Obr. 22a).

Dale jsme se chtéli presvedcit, jestli snizena exprese DNMT1 ovlivnila metylaci DNA
5’LTR. Hladinu metylace jsme analyzovali pomoci bisulfitového sekvenovani. Po transfekci
siCTRL jsme nepozorovali zadny pokles v metylaci 5'LTR. Naopak po transfekci siDNMTI
nastal mirny pokles metylace 5'LTR tfi dny po transfekci siDNMT]1 a tento pokles se zvétsil az
na 17% rozdil Sesty den po transfekci sSiDNMT1 (***, P< 0,01, obr. 22c¢).

V dalSich experimentech jsme se zamé&fili na DNMT3B, ktera je zodpovédna za metylaci
DNA de novo (Hermann, Gowher, and Jeltsch 2004). Pomoci siDNMT3B jsme sniZzili expresi
DNMTS3B v buiikach 2D12 a tento pokles jsme ovéfili na proteinové i mRNA trovni (Obr. 23a).
Stejné jako v pripadé siDNMT1, samotna transfekce siDNMT3B nezptisobila reaktivaci proviru
HIV-1 méfenou 6 dni po transfekci. Po pfiddini PMA a TNFa doslo k mirnému naristu poctu
EGFP pozitivnich bunék o 7% ve srovnani s bunkami transfekovanymi siCTRL (Obr. 23b).
Ptekvapivé se po bisulfitové analyze tento rozdil ve schopnosti reaktivace neprojevil na metylaci

5’LTR ani 6 dni po transfekci siRNA (Obr. 23c).

Modulaci exprese DNMT1 a DNMT3B pomoci siRNA v bunikdch 2D12 jsme prokazali,
ze snizeni DNMTI v téchto bunikdch vede k vzestupu reaktivovatelnosti proviru a poklesu
metylace DNA 5’'LTR. V ptipadé¢ DNMT3B dochazi po snizeni jeji exprese k mirnému nariistu
reaktivovanych provirQ, ale metylace 5'LTR ovlivnéna neni. Udrzovaci DNA metyltransferaza
DNMT1 se tedy pfimo ucastni udrzeni latentniho stavu proviru HIV-1 pomoci metylace DNA

na promotoru HIV-1.
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Obr. 22. Vliv sniZeni exprese DNMTI na reaktivaci proviru HIV-1 in vitro a metylaci
provirového promotoru: A) Mira reaktivace proviru 6 dni po transfekci siDNMT1 nebo siCTRL.
Histogramy v levém sloupci reprezentuji analyzu bez bunééné stimulace, pravy sloupec reprezentuje
histogramy po 24 hodinach stimulace PMA a TNF-a. Tfi analyzy naméfené pomoci FACS jsou piekryté,
primérné mnozstvi pozitivnich bun¢k na EGFP je ukazano nad kiivkou. Hodnota P byla vypocitana
neparovym t-testem (*** P < (0,001. B) Mira reaktivace proviru 6 dni po transfekci siDNMT1 nebo
siCTRL. Histogramy v levém sloupci reprezentuji analyzu bez bunécéné stimulace, pravy sloupec
reprezentuje histogramy po 24 hodinach stimulace PMA a TNF-a. Fluorescence EGFP je znazornéna na
ose X, fluorescence PE-konjugovana-CD69 na ose Y. Zndzornén je reprezentativni experiment. Hodnota
P byla vypocitana neparovym t-testem. Vyznamnost *** byla stanovena pro P < 0,001. C) Hladina
metylace CpG 5’'LTR v nestimulovanych 2D12 transfekovanych siCTRL nebo siDNMT1(3 a 6 dni po
transfekci) je znazornéna jako prumérné procento metylovanych CpG (mCpG) v promotoru HIV-1.
Analyza promotorovych molekul je ukdzana jako fada bilych krouzkl reprezentujicich nemetylované
CpG a cernych krouzkl reprezentujicich metylované CpG. Kazda tada reprezentje jednu sekvenovanou
molekulu 5'LTR. Obdelnik schematicky znazoriiuje U3, R a U5 oblasti v 5'LTR jednotlivé
analyzovanych dinukleotidi CpG a vazebna mista transkripénich faktor. Hodnoty P byly spocitany
neparametrickym Kruskal-Wallisovym testem (***, P <0,001).
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Obr. 23. Vliv hladiny DNMT3B na reaktivaci proviru HIV-1 a metylaci provirového
promotoru: A) Proteinova hladina (vlevo) DNMT3B v buiikdch 2D12 transfekovanych siCTRL a
siDNMT3B 3 a 6 dni po transfekci, blot y-Tubulin je ukdzan jako kontrola nanasky a hladina mRNA
(vpravo) DNMT3B v buiikach 2D12 transfekovanych siDNMT3B 0 (kontrola), 3 a 6 dni po transfekci
namétfend pomoci qRT-PCR. Data normalizované exprese pochazi ze tfech experimentli s pouzitim
triplikata (¥**, P < 0,001 a **** P <0,0001). B) Mira reaktivace proviru 6 dni po transfekci siDNMT3B
nebo siCTRL. Histogramy v levém sloupci reprezentuji analyzu bez bunééné stimulace, pravy sloupec
reprezentuje histogramy po 24 hodinach stimulace PMA a TNF-a. Tti analyzy naméfené pomoci FACS
jsou prekryté, primérné mnozstvi pozitivnich bunék na EGFP je ukazano nad kiivkou. Hodnota P byla
vypocéitana neparovym t-testem (***, P < 0,001). C) Hladina metylace CpG 5'LTR v nestimulovanych
2D12 transfekovanych siCTRL nebo siDNMT3B (3 a 6 dni po transfekci) je znazornéna jako primémé
procento metylovanych CpG (mCpG) v promotoru HIV-1. Analyza promotorovych molekul je ukazana
jako fada bilych krouzkil reprezentujicich nemetylované CpG a Cernych krouzkl reprezentujicich
metylované CpG. Kazda tada reprezentuje jednu sekvenovanou molekulu 5'LTR. Obdélnik schematicky

znazornuje U3, R a U5 oblasti v 5’'LTR jednotlivé analyzovanych dinukleotid CpG a vazebnd mista
transkripénich faktord.
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5.9. Vliv HDACI a HDAC?2 na reaktivovatelnost proviru HIV-1

Zmény v metylaci DNA jsou ¢asto doprovazeny zménami v histonovych modifikacich.
Nase diivejsi studie doklada, ze hypermetylovany provirovy promotor v bunkach 2D12 nese
represivni chromatinovou modifikaci H3K9 me3 a H3K27 me3 a po reaktivaci proviru vzrista
acetylace H3 (Blazkova et al. 2009). Expresi HDACI a HDAC?2 jsme v bunikdch 2D12 snizili
pomoci specifické siRNA. Exprese HDACI 1 HDAC2 na Grovni mRNA vyznamné poklesla tfi
a Sest dni po transfekci siRNA (***, P < 0,01, obr. 24a a 24b).

Snizena exprese HDACI neméla zadny efekt na reaktivaci proviru v nestimulovanych
ani stimulovanych buiikdch 2D12. Naopak snizena exprese HDAC?2 vedla ve stimulovanych
bunkach k nartistu reaktivace proviru o 12% ve srovnéni s buiikami transfekovanymi siCTRL
a o 16% oproti netransfekovanym builkam 2D12 (*** P < 0,01, obr. 24c). Transfekce

siHDAC?2 v nestimulovanych bunikdch neméla zadny efekt.

Bisulfitovou sekvenaci jsme analyzovali efekt snizené exprese HDAC2 na metylaci
DNA 5°LTR. Nepozorovali jsme zadny vyznamny pokles metylace DNA. Bunky 2D12
tansfekované stHDAC2 vykazovaly 94% metylaci DNA 5'LTR, coZ bylo srovnatelné s 92%
naméfenymi v buitkach 2D12 transfekovanymi kontrolni siRNA (Obr. 24d).

Vyse uvedené vysledky dokladaji vyznam metylace DNA i deacetylace chromatinu pro
zachovani latence HIV-1. SniZeni exprese HDAC?2 vedlo po stimulaci bun¢k 2D12 PMA a
TNF-a k ¢aste¢né reaktivaci proviru, presto nedoslo ke zménam hladiny metylace latentniho
proviru HIV-1. HDAC2 ¢astené prispiva k udrZeni latentniho stavu proviru HIV-1, tento

ucinek vSak neni zavisly na metylaci DNA.
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Obr. 24. Vliv hladiny HDACI a HDAC2 na reaktivaci proviru HIV-1 a metylaci
provirového promotoru: A) Exprese HDACI a B) exprese HDAC2 v buiikach 2D12 transfekovanych
siHDAC1 a siHDAC?2 0 (kontrola), 3 a 6 dni po transfekci na trovni mRNA namétend pomoci qRT-PCR.
Data normalizované exprese pochazi ze tfech experimentt s pouzitim triplikatt (***, P < 0,001). C) Mira
reaktivace proviru 6 dni po transfekci siHDAC2 nebo siCTRL. Histogramy v horni fad€ reprezentuji
analyzu bez bunééné stimulace, dolni fada reprezentuje histogramy po 24 hodinach stimulace PMA a
TNF-a. Tii analyzy naméfené pomoci FACS jsou prekryté, primérné mnozstvi pozitivnich bunék na
EGFP je ukazano nad kiivkou. Hodnota P byla vypocitana neparovym t-testem (***, P < 0,001). D)
Hladina metylace CpG 5'LTR v nestimulovanych 2D12 transfekovanych siCTRL nebo siHDAC2(6 dni
po transfekci) je znazornéna jako primérné procento metylovanych CpG (mCpG) v promotoru HIV-1.
Analyza promotorovych molekul je uk4dzana jako fada bilych krouzkl reprezentujicich nemetylované
CpG a cernych krouzkl reprezentujicich metylované CpG. Kazda tada reprezentje jednu sekvenovanou
molekulu 5°'LTR. Obdelnik schematicky znazornuje U3, R a U5 oblasti v 5S'LTR jednotlivé
analyzovanych dinukleotidi CpG a vazebna mista transkripénich faktort.
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5.10. Rozdilna exprese Tat v buiikach H12 a 2D12 a jeji vliv na

reaktivovatelnost proviru HIV-1

Soucasti “mini-proviru” je kromé EGFP také transaktivacni gen Tat. Nizké hladiny Tat
a produkce nematurovanych RNA transkripti z promotoru HIV-1 jsou zndmky latence HIV-1
(Kiernan et al. 1999; Lin et al. 2003). Proto jsme se podivali, jak vypada hladina exprese Tat
ve stimulovanych a nestimulovanych bunikach 2D12 a H12. Pomoci qRT-PCR jsme zjistili, ze
v buitkach 2D12 s hypermetylovanym provirovym promotorem je hladina exprese 7Tat velmi
nizka. Po stimulaci bunék 2D12 vSak jeho exprese stoupne témet 40krat (***, P < 0,01, Obr.
25a). U nestimulovanych bun¢k HI12 s mensi hladinou metylace provirového promotoru je
exprese Tat také pomérné nizka, presto je Skrat vétsi nez v nestimulovanych 2D12 (*, P <0,05).

Po stimulaci bun¢k H12 dochézi k prudkému az stondsobnému nartstu exprese Tat (Obr. 25a).

V dalSich experimentech jsme v bunikdch 2D12 stabilné zvysili expresi Tat pomoci
expresniho vektoru pCDNA3Tat a nasledné selekce G418. Jako kontrola byly pouzity buiky
transfekované prazdnym vektorem pCDNA3. Exprese celkového Tat naméfena pomoci qRT-
PCR vzrostla v buitkach 2D12 transfekovanych pCDNA3Tat 8krat (***, P < 0,01, obr. 25b).
Abychom zjistili, jak vneseni exogenniho 7at ovlivni transkripci z provirového promotoru,
navrhli jsme primery, které specificky rozeznavaji bud’ exogenni nebo endogenni Tat.
V nestimulovanych buiikkdch 2D12 je Tat exprimovan dle ocekavani zejména z vektoru
pCDNA3Tat. Po stimulaci bun€k 2D12 transfekovanych vektorem pCDNA3Tat pomoci PMA
a TNF-a dochédzi k Sestinasobnému zvétSeni exprese exogenniho 7at a az ke

Ctyficetindsobnému zvétSeni transkripee 7at z provirového promotoru (***, P <0,01, obr. 25¢).
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Obr. 25. Exprese 7Tat v buiikkach 2D12 a H12: A) Exprese Tat v bunikkdch H12 a 2D12
pred a po stimulaci na urovni mRNA méfend pomoci qRT-PCR. Data normalizované exprese
pochazi ze tiech experimentil s pouZzitim triplikatd (***, P <0,001) B) Stabiln€ zvySena exprese
Tat v bunikach 2D12 transfekovanych pCDNA3Tat nebo pCDNA3 (kontrola) na irovni mRNA
naméfenda pomoci qRT-PCR. Data normalizované exprese pochdzi ze tfech experimentil s
pouzitim triplikata (***, P < 0,001). C) Analyza exprese Tat v buitkach 2D12 transfekovanych
pCDNA3Tat nebo pPCDNA3 (kontrola) na irovni mRNA namétend pomoci qRT-PCR za pouZiti
specifickych primerti pro endogenni formu Tat (¢ernd) nebo exogenni Tat (bila).

Jaky vliv ma zvySend hladina 7at v bunkach 2D 12 na expresi EGFP jsme méfili pomoci
pratokového cytometru. Analyza ukazala, ze transfekce vektoru pCDNA3Tat do bun¢k 2D12
nevede k reaktivaci proviru HIV-1. Po stimulaci bun¢k 2D12 transfekovanych pCDNA3Tat
dochazi k reaktivaci proviru v 70% bunék, coz je o 20% vice nez v kontrolnich bunikach 2D12

transfekovanych prazdnym vektorem pCDNA3 (Obr. 26a).

Podobny experiment jsme zopakovali s pouzitim extracelularniho Tat proteinu namisto
exogenné exprimovaného. Béhem akutni infekce HIV-1 nebo po transfekci genu 7at, je protein

Tat uvoliiovan do supernatantu bunéénych kultur. Tato extracelularni forma Tat stimuluje
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expresi gentt HIV-1(Ensoli et al. 1993). Bunky transfekované pCDNA3Tat byly stimulovany
PMA a TNF-a. Tyto stimula¢ni agens byly po ¢tyfech hodinach odmyty a nahrazeny cerstvym
mediem. Po 48hodinach byl supernatant obsahujici extracelularni Tat pfenesen na buiiky 2D12.
Extracelularni Tat expresi EGFP meéfenou pritokovym cytometrem v nestimulovanych
buiikach 2D12 neovlivnil. Po stimulaci bun¢k 2D12 s extracelularnim Tat doslo k reaktivaci
proviru ve 29% burkach, tedy k naristu o pouha 3% oproti stimulovanym buiikdm 2D12 (Obr.
26b).

Pomoci bisulfitového sekvenovani jsme analyzovali vliv zvySené exprese Tat na
hladinu metylace provirového promotoru. Mezi bunikami 2D12 transfekovanymi pCDNA3
nebo pCDNA3Tat nenastala zaddna zména v metylaci provirového promotoru. Ob¢ linie
vykazovaly metylaci promotoru kolem 90%. Ani stimulace bunck PMA a TNF-a nevedla ke
zménam v metylaci 5'LTR (Obr. 26c¢).

Exprese Tat je po stimulaci bun¢k 2D12 PMA a TNF-a vyznamné zvysena. Po vneseni
exogenniho 7at do bunék 2D12 a stimulaci PMA a TNF-a dochazi k nértstu reaktivace proviru
0 20%. Vyrazné zvySena hladina Tat ale nijak neovliviiuje mnozstvi metylovanych CpG na
provirovém promotoru. Z naSich vysledkii vyplyva, Zze virovy transkripcni aktivator Tat
v sou¢innosti se stimulaci PMA a TNF-a umoznuje reaktivaci latentniho proviru HIV-1

s hustou metylaci DNA promotorové oblasti.
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Obr. 26. Vliv hladiny Tat na reaktivaci proviru HIV-1 a metylaci provirového promotoru:
A) Mira reaktivace proviru v buiikdch 2D12 transfekovanych pCDNA3Tat nebo pCDNA3 (kontrola).
Histogramy v levém sloupci reprezentuji analyzu bez bunécné stimulace, pravy sloupec reprezentuje
histogramy po 24 hodinach stimulace PMA a TNF-a. Mnozstvi pozitivnich bun¢k na EGFP je ukazano
nad kiivkou. B) Mira reaktivace proviru v bunkach 2D12 s pouzitim kultivaéniho média nebo média
obohacen¢ho extracelularnim Tat. C) Hladina metylace CpG 5'LTR v nestimulovanych a stimulovanych
2D12 transfekovanych pCDNA3 a pCDNA3Tat je znadzornéna jako primérné procento metylovanych
CpG (mCpG) v promotoru HIV-1. Analyza promotorovych molekul je ukazana jako fada bilych krouzki
reprezentujicich nemetylované CpG a ¢ernych krouzki reprezentujicich metylované CpG. Kazda tada
reprezentuje jednu sekvenovanou molekulu 5'LTR. Obdélnik schematicky znazoriiuje U3, R a US oblasti
v 5'LTR jednotlivé analyzovanych dinukleotid CpG a vazebna mista transkripcnich faktor.

pCNDA3Tat 90% mCpG
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5.11. Vliv oxidu arsenitého (As203) na reaktivovatelnost

proviru HIV-1

Cilem As>O3 v buiikach je protein PML (protein promyelocytické leukémie), ktery je
soucasti jadernych télisek a pfispiva ke genetické a epigenetické kontrole genové exprese.
Degradace PML vede k aktivaci virové transkripce a ztrat¢ represivni heterochromatinové
modifikace H3K9 me2 (Lusic et al. 2013). Po aplikaci As;O3 na bunikky 2D12 nedochazi k
reaktivaci proviru HIV-1. V buitkdch H12 kultivovanych s As>O3 doslo k vzestupu reaktivace
proviru o 11% v porovnani s buitkami H12 (Obr. 27a). S pouzitim bisulfitové sekvenace jsme
zjistovali, jestli za tento nartst v reaktivaci proviru mize snizena metylace promotoru HIV-1.
Aplikace As>0O3 na buiikky 2D12 ani H12 nevedla ke zménam v hladin¢ metylace provirového

5'LTR (Obr. 27b).

As203, ktery ovliviiuje histonové modifikace a chromatinovou strukturu, mé tedy bez
ptitomnosti dalSich reaktiva¢nich agens mirny vliv na reaktivaci proviru a to v bunikdch H12,
které se vyznacuji snadnou reaktivovatelnosti proviru. Ke zménam v metylaci CpG v 5'LTR ale

nedochéazi.

Na naSich bunéénych modelech latence viru HIV-1 jsme prokazali vliv DNMTI na
reaktivaci proviru, ktery je doprovazeny zménami v metylaci provirového 5'LTR. Mirny vliv na
reaktivaci proviru jsme zaznamenali 1 u DNMT3B a HDAC?2. Modulace exprese DNMT3B ani
HDAC?2 vsak nevedla ke zméndm v hladiné metylace promotoru HIV-1. Pfestoze exogenné
zvySend exprese 7at ve stimulovanych buiikdch 2D12 vede ke zvySeni reaktivace proviru az o
20%, pokles metylace CpG v provirovém promotoru jsme nezaznamenali. Tyto vysledky
dokladaji, ze metylace je dilezitd pro udrzeni latence HIV-1, ale podili se na ni i dalsi

epigenetické regula¢ni mechanizmy.
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Obr. 27. Vliv As;Osna reaktivaci proviru HIV-1 a metylaci provirového promotoru: A) Mira
reaktivace proviru 48 hodin po pfidani As,Os na buiky H12 a 2D12. Mnozstvi pozitivnich bun¢k na
EGFP je ukazano nad kiivkou B) Hladina metylace CpG 5'LTR v bunikach H12 a 2D12 pted a po
stimulaci As;O; je zndzornéna jako primérné procento metylovanych CpG (mCpG) v promotoru HIV-1.
Analyza promotorovych molekul je ukazana jako tada bilych krouzkd reprezentujicich nemetylované
CpG a Cernych krouzki reprezentujicich metylované CpG. Kazda fada reprezentuje jednu sekvenovanou
molekulu 5’'LTR. Obdélnik schematicky reprezentuje U3, R a U5 oblasti v 5'LTR jednotlivé
analyzovanych dinukleotidii CpG a vazebna mista transkripénich faktort.

I posledni ¢ast mé doktorské prace se vénuje regulaci genové exprese prostiednictvim

epigenetickych faktord.

5.12. Analyza metylace a hydroxymetylace CpG promotoru
ERVWEI v seminomech

Lokus ERVWEI koduje retrovirovy obalovy glykoprotein Syncytin-1, ktery se béhem
vyvoje placenty podili na fuzi bunék trofoblastli za vzniku mnohojaderného syncytiotrofoblastu
(Mi et al. 2000). V ostatnich tkédnich musi byt jeho exprese pod pfisnou kontrolou, které se
ucastni fada mechanizml vcetné metylace DNA a trimetylace H3K9 na 5'LTR ERVWEI
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(Matouskova et al. 2006; Gimenez et al. 2009; Trejbalova et al. 2011). Za fyziologickych
podminek je promotor ERVWE] v lidskych tkanich, s vyjimkou placenty, vyrazné¢ metylovan.
Zvysena exprese ERVWE vsak byla nalezena napft. v buiikdch seminomt (Gimenez et al. 2010;
Trejbalova et al. 2011). Tyto buniky vznikaji z embryonalnich primordialnich zarode¢nych bun¢k
a zachovavaji si nizkou miru celkové metylace genomu (Moch et al. 2016; Netto et al. 2008).
Analyzovali jsme, jestli zvySené expresi ERVWE] v seminomech piedchdzi aktivni demetylace
jeho promotoru. Béhem této demetylace dochazi ke vzniku intermediatu 5-hmC vlivem
dioxygenaz rodiny TET. Zejména TETI mé v seminomech zvySenou expresi (Benesova et al.
2017). Pritomnost 5-mC a 5-hydroxymetylcytosinu byla analyzovédna pomoci bisulfitového

sekvenovani a oxidativni bisulfitové modifikace.

Dle o¢ekavani mély buiiky placenty a choriokarcinomové BeWo buitky hypometylovany
promotor ERVWE]I, coz odpovidalo vysoké expresi Syncytinu-1. U vzork seminomt, kde jsme
pozorovali zvySenou expresi Syncytinu-1, byl zaznamenany pokles 5-mC na promotoru
ERVWEI v porovnani s kontrolni tkdni. V seminomu T6, u kterého jsme neméli adekvatni
kontrolu, byl promotor extrémé hypometylovany. Metyla¢ni vzorec seminomt T3, T4 a T6
vykazoval bud’ zcela metylované nebo demetylované molekuly. Naopak vzorek lymfomu
vykazoval vysokou miru metylace promotoru ERVWEI v souladu s velmi nizkou expresi
Syncytinu-1 (Obr. 28.). U Zadného vzorku vcetné placenty a bunék BeWo jsme nezaznamenali
rozdil mezi vysledky bisulfitového a oxidativniho bisulfitového sekvenovani (Obr. 28.), ptestoze
proces oxidace byl efektivni (Obr. 29.). Tyto vysledky ukazuji, Ze v dobé analyzy bylo na
promotoru ERVWEI pouze velmi malé ¢i nedetekovatelné mnozstvi 5-hmC, prestoze zde
dochdzi k vysoké expresi mRNA TET] (Benesova et al. 2017). Pfitomnost 5-hmC je
pravdépodobné ovlivnéna rychlosti procesi b&hem demetylace promotoru ERVWEI]

v seminomech.

Z nasi analyzy vyplyva, Ze seminomy maji nizkou miru metylace promotoru ERVWEI,

coz vede k transkripci ERVWE] v téchto buiikach.
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Obr. 28. Profily metylace a hydroxymetylace CpG na promotoru ERVWEI ve
vybranych vzorcich.: Pro analyzu modifikaci CpG na promotoru ERVWE1 (5'LTR) bylo
pouzito bisulfitové a oxidativni bisulfitové sekvenovani. Vysledky bisulfitového sekvenovani
(5-mC + 5-hmC) jsou ukdzany v levém panelu, vysledky oxidativniho bisulfitového sekvenovani
(5-mC) jsou v pravém panelu. Analyza promotorovych molekul je ukazéna jako fada bilych
krouzkl reprezentujicich nemetylované CpG a Cernych krouzkii reprezentujicich metylované
CpG. Kazda tada reprezentuje jednu sekvenovanou molekulu 5'LTR. Pro kazdy vzorek je
znazornéno prumeérné procento modifikovanych CpG. Obdélnik schematicky reprezentuje
rozlozeni dinukleotidit CpG v promotoru ERVWEI a primerti pouzitych pro analyzu. Hodnoty
P byly vyjadieny nésledovné: *** P < 0,001, ** P <0,01.
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Oxidativni bisulfitové sekvenovani
5-hydroxymetylovaného fragmentu
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Obr. 29. Oxidativni bisulfitové sekvenovani S-hydroxymetylovaného fragmentu
promotoru ERVWEI: Zobrazeny jsou vysledky oxidativniho bisulfitového sekvenovani umélé
pfipraveného 5-hydroxymetylovaného fragmentu 5S'LTR ERVWEI. Kazda fada reprezentuje
jednu analyzovanou molekulu, kazdy krouzek zastupuje dinukleotid CpG. Bilé¢ krouzky
reprezentuji nemetylované CpG, cerné krouzky metylované CpG. Vysledky jasné ukazuji, ze
proces oxidace ShmC byl efektivni (97,9-99,3%). Ve spodni €asti obrazku je vyobrazeno shéma
5’LTR ERVWEI. Sedé $ipky reprezentuji umisténi primerd pouzitych pro oxidativni bisulfitové
sekvenovani. Cerné krouzky reprezentuji analyzované dinukleotidy CpG. 5'LTR ERVWEI se
sklada ze tfech ¢asti — U3, R a U5.
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6 Diskuze

Nase prace se zabyva studiem nadorové progrese, virové latence a epigenetické regulace
v seminomech a navzdjem propojuje poznatky ziskané v jednotlivych tématech. Spolecnou
zékladni myslenkou celé doktorské prace je genovd exprese a jeji modulace, at uz
prostiednictvim epigenetickych mechanizmi nebo prostfednictvim siRNA/shRNA. Pilotni
vysledky epigenetické regulace genu HOPX v naSich modelovych liniich nas inspirovaly
k podrobnéjsimu studiu jeho funkce v nadorové progresi, zatimco studium virové latence a
seminomi zustalo na epigenetické urovni. Disertacni prace je tak metodicky i ve vysledcich

znacn¢ divergentni.

6.1. Identifikace kandidatnich genii asociovanych

s metastazovanim a role HOPX v incidenci metastaz

Mikrocipova technologie byla v dobé vzniku tohoto projektu progresivni technologii
poskytujici  vyznamny nastroj k odhaleni expresnitho vzorce genli asociovanych
s metastdzovanim. Béhem desetileti, kdy byly mikro¢ipové technologie pouzivany, se vyvinulo
mnoho uziteCnych nastroji k analyze ziskanych dat. Bohuzel pro pouziti mikroCipové
technologie musime dobfe znat genom studovaného organizmu. Nespravna nebo nekompletni
genomova anotace piimo ovlivituje efektivitu mikro¢ipu (Hurd and Nelson 2009). Vzhledem
k vyznamu kutete jako modelového organismu je stale vyvijena snaha o pokrok v kompletaci
sekvenci kufeciho genomu (assembly genomu). Nova verze assembly kufeciho genomu
(Gallus_gallus-5.0; GCA_000002315.3) je sestavena na zakladé kombinované technologie
dlouhého sekvenovani jedné molekuly, hotovych BAC kloni a vylepSenych fyzickych map.
Gallus_gallus-5.0 vykazuje narust o 4679 anotovanych genil (z toho 1911 kodujicich protein)
proti ptedeslé verzi Gallus gallus-4.0 (Warren et al. 2017).

Dnes je mikrocipova technologie Castéji nahrazena sekvenaci nové generace (NGS) ¢i
sekvenovanim RNA (RNA-Seq), které umoziuje odhalit transkriptom jakéhokoli organizmu bez
potieby specifickych sond, coz je velka vyhoda vzhledem k izké nabidce mikrocCipt specifickych
pro kuieci model. RNA-Seq miize navic detekovat nové transkripty, genové fuze ¢i nukleotidové
varianty, které mikrocipova technologie neodhali. Mikro€ip kromé toho poskytuje spiSe relativni
nez absolutni hodnoty exprese. To mlize byt problematické, jsou-li studované transkripty hojné

zastoupené, coz muze vést k saturaci signdlu a zkresleni rozdilné exprese mezi vysoce
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exprimovanymi vzorky. Naopak signal transkriptl s nizkym vyskytem miize byt ztracen

v nespecifickém signalu pozadi.

Ptestoze mikrocCipova technologie nyni ustoupila do pozadi, vedla v minulosti k fadé
dalezitych objevll véetné téch na poli nadorové progrese. Byla naptiklad vyuzivéna k urceni
subtyptli primarnich nadort a tedy i1 pravdépodobnosti rekurence naddoru ¢i incidence metastaz u
nadort, které vykazuji velkou histologickou heterogenitu, jak bylo ukazano na studii karcinomu
prostaty, kde pomoci mikroCipové analyzy identifikovali biologicky a klinicky relevantni
genovou expresi nadorovych subtypti, coz ulehcuje vybér 1€¢by a urceni progndzy (Lapointe et
al. 2004). Expresni profilovani bylo k identifikaci genli asociovanych s metastdzami pouzito
v mnoha studiich, jako je studie porovnavajici expresni profily 12 metastdz odvozenych
z adenokarcinom riizného ptivodu (plice, prostata, tlusté stfevo a konecnik, déloha, vaje¢niky)
se 64 primarnimi adenokarcinomy od riznych pacientt. Studie identifikovala 128 geni
s rozdilnou expresi, podle nichz byly nékteré primarni nadory chybn¢ povazovany za metastazy.
Dlvody autofi pfipisuji pfitomnosti metastatické genové exprese uz v nékterych buikach
priméarniho nadoru v dobé jeho diagndézy (Ramaswamy et al. 2003). Hodnoceni dat ze vzorkl
ruzného zakladu a jedinci musi byt ale odliSeno od experimentti, které dokladaji, ze primarni
nadory a metastazy z nich odvozené ve stejném pacientovi jsou si navzajem podobngjsi nez
s nadory jinych pacientii (Perou et al. 2000). S tim souvisi 1 pomérné velké mnozstvi studii
analyzujicich expresni profily nadorit a metastdz, aniz by bylo dosazeno konsenzu ve
rozdilti v genové expresi pochazejici pravé z porovnavani vzorkd jedinct s riznym genetickym

pozadim.

Na§ experimentalni systém byl proto navrZen tak, abychom toto zkresleni zplsobené
riznym genetickym pozadim eliminovali. Systém je zaloZzen na kufecich sarkomovych
metastdzujicich buikach PR9692 transformovanych genem v-src¢ a jejich tumorigennim
nemetastazujicim subklonu PR9692-E9 (Cermak et al. 2010). Jiz v minulosti bylo pouzito
nékolik modell zaloZenych na G¢inné nebo vzacné metastazujicich klonalnich derivatech, které
podporuji hypotézu o existenci metastatické subpopulace bunék také v kultuie bunéénych linii
(Fidler and Kripke 1977; Nicoletti et al. 1985). Existuji i varianty klonl s vysoce metastatickym
potencialem, které po né¢kolika generacich revertovaly na variantu s nizkou metastatickou
kapacitou. To miize odrazet dé€je in vivo, kdy néktera bunika Uspé$né¢ dokonci sérii krokt
v metastatickém procesu a usadi se v sekundarnim misté, kde plivodni selekéni tlak chybi a

buiiky si tak nepotiebuji zachovavat originalni invazivni fenotyp (Harris et al. 1982). Jelikoz
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kufeci systém vykazuje niz§i miru genomovych mutaci ve srovnani se savci (Smeds,
Qvarnstrom, and Ellegren 2016), jsou naSe unikatni kufeci modelové bunky do jisté miry
osvobozeny od zmén zpusobenych béhem kultivace, coz nam zarucuje zisk spolehlivych a

reprodukovatelnych vysledkii.

Kufteci model je tradi¢n€ pouzivany v retrovirologii, experimentalni onkologii, vyvojové
biologii ¢i imunologii nejen kviili svym komparativnim aspektim. Kufeci buiiky, stejné jako
bunky lidské a primatti, maji na rozdil od bun¢k hlodavct vzacnou spontanni imortalizaci ale
velky pocet generaci primarnich bun¢k, béhem nichz jsou stale geneticky stabilni. S lidskymi
bunkami sdileji podobnosti i v procesu bunécné transformace (Plachy and Hejnar 2002) stejné
jako v aminokyselinovych sekvencich mnoha gent. V poslednich desetiletich byl tento model
opomijen zejména kvuli absenci reverzni genetiky a transgenni technologie. Dnes muize byt
transgenni jedinec pfipraven i v pta¢im systému, napiiklad s pouzitim nové technologie
TALENG (Transcription activator-like nucleases) nebo systému CRISPR/Cas9 umoziiuyjicich
vyfadit z funkce specifické geny v bunikach kufeci primordialni zarode¢né line (Schusser et al.
2013; Park et al. 2014; Koslova et al. 2020). S pomoci CRISPR/Cas9 technologie byl v nasi
laboratofi jiz ptipraven dele¢ni mutant v receptoru pro ptaci leukézovy vir podskupiny J (ALV-
J). Ziskand homozygotni kutata jsou k ALV-J zcela rezistentni a kromé pokroku v dribezaiském
primyslu pfedstavuji vyznamny vyzkumny model (Koslova et al. 2020). Kombinace systému
CRISPR/Cas9 a transplantace primordialnich zdrodecnych bunék (PGC) do kohoutt (Trefil et
al. 2017) by mohla byt do budoucna vyuzita 1 pro bliZ§i zkoumani genu HOPX nejen v nadorové

progresi.

Vyznam ptactho modelu byl ukazdn také na studii interakce Syncytinu-1
s membranovym receptorem ASCT2, ktery slouzi jako aminokyselinovy transportér (Scalise et
al. 2018). Gen ASCT?2 je ptitomny u vétsiny obratlovcd, ale v kufecim genomu chybi. S vyuzitim
kutfeciho systému je mozné exprimovat rizné delecni mutanty ASCT2 v absenci endogenni
exprese, kterd je pfi pouziti sav€iho modelu hlavnim uskalim (Stafl et al. 2021). Donedavna
panoval konsenzus, Ze ptaci maji asi o 30% mén¢ genli kodujicich proteiny nez lidé. Nové
vyzkumy vSak ukazuji, Ze existuje podskupina ptacich gend bohatd na nukleotidy G a C, diky
¢emuz je velmi obtizné tyto geny amplifikovat pomoci PCR a analyzovat metodami sekvenovani
nové generace (Hron et al. 2015; Elleder and Kaspers 2019). VétSina chybéjicich genil byla
identifikovana rozsahlym usilim s vyuZzitim velkého mnoZstvi dat ze sekvenovani RNA a
pokroc¢ilych metod genomového assembly (Bornelov et al. 2017; Laine et al. 2019; Yin et al.
2019).
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Kuteci modelovy systém tak tvofi nepostradatelny komplement mySiho modelu a k tomu

umoziuje studium sarkomi, jejichz vyzkum je v sav¢ich modelech podhodnoceny.

S vyuzitim naseho experimentalniho systému jsme se v této praci zaméfili na geny
diferencidln¢ exprimované v metastazujici linii a jejim nemetastazujicim subklonu.
Nemetastazujici subklon PR9692-E9 netvoii metastdzy ani po inokulaci pfimo do krevniho
ob¢hu kufete, tudiz absence metastatické kapacity mize byt dasledkem inhibice jakéhokoli
kroku metastatické progrese. Vzhledem k mezenchymovému charakteru sarkomovych bun¢k
ptedpokladdme, ze pravdépodobné v prvnich krocich, jako je opusténi nddorového stromatu a
intravazace, blok neni. Zajimavym pokusem by bylo zjistit pfitomnost PR9692-E9 v krevnim
ob¢hu kutete napiiklad na zakladé vétsi velikosti bunék ¢i pomoci barveni vimentinu (Satelli and
Li 2011). Pokud by jejich pfitomnost byla prokdzana, znamenalo by to, Ze buiiky s nejvetsi
pravdépodobnosti nemohou kolonizovat sekundarni organ a v nové tkani neproliferuji. Nami
identifikované geny s rozdilnou expresi budou tedy mozna pattit do skupiny genti podporujicich

proliferaci nebo expresi genit umoziujicich pteziti v novém mikroprostredi.

Na zaklad¢ mikroc¢ipovych dat jsme identifikovali ¢tyfi kandidatni geny, které by mohly
byt asociované s metastdzovanim, LSPI, AQPI, UPPI, HOPX. Vsechny Ctyfi mély zvySenou
expresi v metastazujici linii, coz bylo ovéfeno i s pouzitim qRT-PCR. Rada genii s rozdilnou
expresi v buitkdch PR9692 a PR9692-E9, které byly v souvislosti s metastdzovdnim malo
studované a byly by pro na$§ projekt zajimavymi kandidaty, jsme museli vyloucit, protoZe
vysledky z mikro¢ipové analyzy nebyly pomoci qRT-PCR potvrzeny. Pro naSe analyzy, kde
hledame vyrazné¢ zménénou expresi gend mezi dvéma bunéénymi liniemi je citlivost gqRT-PCR
dostacujici. Pokud bychom chtéli absolutni kvantifikaci nebo bychom se chtéli zaméfit na geny
s velmi malou expresi ¢i detekci ojedinélych alel, bylo by vhodné&j$i pouzit droplet digital PCR
(ddPCR) (Hindson et al. 2011). Ur€eni poctu vychozich molekul specifické nukleové kyseliny
je pii pouziti qRT-PCR neptimé a zavisi na kalibra¢ni kiivce. Pfima metoda ddPCR vychazi z
limitniho natedéni PCR reakce a pfitomnost jedné cilové molekuly v dané reakci je detekovana
v souboru velkého poctu mikroreakci. Kvantifikace tak neni zavisla na referen¢nim standardu ¢i
endogennich kontrolach. S tim souvisi i linearni intenzita signalu ddPCR na pocet pfitomnych
kopii, coz umoziuje detekci 1 velmi malych rozdilti exprese (Hayden et al. 2013). Navic je

ddPCR méné nachylna na pfitomnost inhibitortt PCR v extraktech DNA (Morisset et al. 2013).

Geny AQPI a UPPI jsme vyiadili jiZ na pocatku studie, protoZe se ndm pomoci RNAi
nedafilo snizit jejich expresi v metastazujici linii PR9692, kde maji oproti buitkdm PR9692-E9
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vyssi expresi, a nebyly tak splnény podminky vybéru kandidatnich gent. Pfi¢inou tohoto
netspéchu muze byt nedostate¢na funkce konkrétni vlasenky v inhibici exprese 4QPI. Také
detekce snizené exprese pomoci RNAi miize byt znan¢€ obtizna zejména pii pouziti nevhodnych
primert rozeznavajicich fragment stépené mRNA, ktery slouzi jako templat pro syntézu cDNA,
coz muze byt pficinou falesné negativnich vysledkii (Holmes et al. 2010). K detekci RNAi se
spolehlivéji pouzivaji specifické protilatky, které bohuzel nejsou vzdy dostupné zejména v
piipad€ mén¢ znamych gent ¢i pfi praci s kufecimi buitkami. Pokud by se v dalSich analyzach
ukézal jejich nesporny vyznam pro tvorbu metastaz v naSem modelovém systému, mohli
bychom jejich funkce studovat zvySenim exprese AQPI nebo UPPI v nemetastdzujicim
subklonu PR9692-E9 pomoci expresnich vektort. I v tomto ptipadé bychom se museli vyporadat
s absenci specifickych kufecich protilatek naptiklad expresi fuznich proteini. K modulaci
exprese AQPI1 nebo UPPI bychom také piipadné mohli v budoucnu vyuzit systém
CRISPR/Cas9 s vyuzitim proteinu Cas9, ktery ma dvé funkéni domény, doménu RuvC-like a
nukledzovou doménu HNH (Cong et al. 2013). Endonukledza Cas9 miiZze byt navadéna
syntetickou single-guide RNA (sgRNA) rozeznavajici cilovou sekvenci, coz vede k produkci
dvouretézcovych zlomi v cilovém misté (Cong et al. 2013). Dvouietézcové zlomy nasledné
spusti komplexni mechanizmy oprav DNA v buiice a generuji rozlicné mistné-specifické
genetické zmény prostiednictvim nehomologniho spojovani koncti (Non-homologous end
joining, NHEJ) nebo homologni opravy DNA (HDR). Draha NHEJ je nachylna k chybam a
typicky vede k inzercim ¢i delecim v cilové sekvenci. Pokud tyto zdmény vedou ke zméné
¢teciho rdmce nebo k naruSeni funkéni domény, funkce cilového genu je znicena (Gratz et al.
2013). Pravdépodobnost homologni rekombinace vyrazné vzroste v pfitomnosti homolognich
fragmenti DNA b&hem procesu oprav. Uinnost rekombinace zptisobena dvouietézcovymi
zlomy miiZe byt zvySena az tisickrat (Rouet, Smih, and Jasin 1994). Diky tomu mtiZe byt draha
HDR pouzita k cileni specifickych genti za pomoci homologni donorové DNA jako templatu
k vlozeni konkrétni bodové mutace nebo inzerci poZzadované sekvence v cilovém misté (Feng et
al. 2014). Tento systém na rozdil od RNAI, ktera pouze snizuje expresi cilového genu, vede ke
kompletni a trvalé eliminaci funkce genu. To mlze ulehdit detekci fenotypového projevu takové
expresni zmény, ale v nekterych specifickych ptipadech mize dokonce dojit ke smrti buriky,
pokud je exprese daného, pro buiiku esencialniho, genu zcela eliminovana. RNAi se pfednostné
pouziva v ptipadé, kdy chceme snizit expresi pouze docasné, bud’ s pouzitim siRNA nebo
inducibilniho promotoru k expresi sShRNA. Navic zde neni potieba izolovat jednotlivé klony, coz

znamend casové méné naroCny experiment, ale hlavné se vyvarujeme piipadné selekce
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jednotlivé bunky, ktera jiz v sobé€ nese jinou ndhodnou heterogenitu a mize mit jiz od pocatku

jiné invazivni vlastnosti.

V pribehu prace na tomto projektu se nasim favoritnim kandidatem stal gen LSP1, jehoz
role v transendotelidlni migraci (Liu et al. 2005) evokovala moznou souvislost s intravazaci
¢i extravazaci cirkulujicich nddorovych bun¢k do nového mikroprostiedi. Navic bylo ukézano,
ze polymorfizmus LSP1 je faktorem zvySujicim riziko incidence prsniho karcinomu u lidi (Chen,
Qi, et al. 2015). Po efektivnim snizeni jeho exprese v metastazujicich buitkach PR9692 jsme
pozorovali pokles jejich migracni aktivity in vitro. Tyto vysledky bohuzel nebyly in vivo
potvrzeny. Po inokulaci bunék PR9692-shLSP1 doslo k vytvofeni plicnich metastaz
srovnatelnych s metastazujici linii PR9692 a dokonce metastaz v srdci, coz jsme u kontrolnich
bunck PR9692 nikdy nepozorovali. To poukazuje na velmi zjednoduSeny systém detekce
migrace bun¢k na kultivacni misce, ktery se ned4d srovnavat se slozitosti nadorového
mikroprostiedi. Existuje fada bunécnych linii, které byly na zaklad¢ sekvenace genomu a
analyzy transkriptomu prohlaSeny za vérny experimentalni model daného typu nadoru (Barretina
etal. 2012; Garnett et al. 2012; Wilding and Bodmer 2014), ptesto signalni kaskady stimulované
rustovymi faktory nebo heterogenni kontakty bunék v bunééné kultufe plné nezastupuji
komplexnost nadoru in situ. Pouzivani bunéénych linii rostoucich v suspenzi nebo na
dvourozmérné plastikové kultivatni misce sice pifind$i moznost rychlych a pomérné
jednoduchych analyz, avSak je omezeno ve své schopnosti pojmout heterogenitu nddorového
procesu a tedy v reprodukovatelnosti ziskanych vysledkli in vivo. S tim souvisi i1 klinické
hodnoceni efektivity protinddorovych 1éCiv, jez je nejvétsim zdrojem neuspechu v testovaci fazi
2, ptestoze v preklinickych studiich byla efektivita jednozna¢né¢ demonstrovana. Nova
protinddorova terapeutika jsou nejméné uspéSnd léciva v ramci vSech klinickych studii a
preklinické modely nadorové progrese, véetné modell in vitro, patii k nejméné vypovidajicim
(Cook et al. 2014; Hay et al. 2014; Arrowsmith 2011). Zajimavym kompromisem je pouZzivani
3D modeli nadorové progrese. Studie srovnavajici chovani 29 rGznych bunéénych linii
ovarialniho karcinomu ve 2D a 3D modelu s xenografty doklada, Ze n¢kolik linii analyzovanych
ve 3D modelu vykazovalo dle histologie zmény vysokého stupné s velkou mirou diferenciace,
které ale nebyla u 2D modelu zaznamenana. Pfesto chovani bunék ve 3D modelu odrazelo situaci

v originalnim nadoru pouze v nékterych piipadech (Lee et al. 2013).

Vzhledem k piekvapivému umisténi metastaz v srdci by mohl protein LSP1 ovliviiovat

interakci s endotelialnimi bunikami a tedy orgdnovy tropismus metastaz. Nami prokazana spise
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negativni role LSPI v nadorové progresi je v souladu se studii hepatocelularniho karcinomu, kde

LSP1 negativné ovliviiuje proliferaci a migraci nadorovych bunck (Koral et al. 2015).

V tomto projektu jsme se soustiedili na identifikaci kandidatnich gena asociovanych s
metastdzovanim a pokud néktery z nich vykazoval nereproducibilni vysledky in vitro a in vivo,
byl z dalSich studii vyfazen. Proto jsme v nemetastazujicim subklonu PR9692-E9 nepfistoupili
k transgennimu zvyseni exprese LSP1, abychom jeho negativni vliv na tvorbu metastaz v srdci
blize prozkoumali. V dasledku toho nemizeme vyloucit, ze pti pouziti vlasenky pro navozeni
RNAIi nedoslo k nespecifickému ovlivnéni exprese jinych genii. Takové nespecifické cileni
RNAi mize mit dle studii in silico incidenci v 5% az 80% piipadii dle dané¢ho organismu (Qiu,

Adema, and Lane 2005).

V dalSich experimentech jsme se zaméftili na gen HOPX, jehozZ exprese je v metastazujici
linii PR9692 zvySena oproti nemetastdzujicimu subklonu. Dosavadni prace dokladaji, ze HOPX
je Castym cilem epigenetického umlcéeni v riznych typech karcinomu (Yamaguchi et al. 2009)
(Ooki et al. 2010; Harada et al. 2011; Waraya et al. 2012; Chen, Yang, et al. 2015), ale az na
vyjimku (Ren et al. 2017) se nezabyvaji jeho roli v incidenci metastaz, je-li primarni nador jiz
zformovany. Tento na prvni pohled s nasi hypotézou rozporuplny vysledek byl pro nas vyzvou
k prozkouméani ulohy HOPX v indukci tvorby metastaz, jelikoz role genti v tvorbé primarniho
nadoru a invazivit¢ do sekundarnich orgdnii nemusi byt vzdy stejna (Thomas et al. 2011).
Vzhledem ke své nezastupitelné roli ve vyvoji srdce by gen HOPX mohl pravdépodobné hrat
ulohu 1 béhem EMT specifickych bunék srdecni neurdlni listy, které se nachazi v podoblasti
lebecni neuralni listy (Waldo et al. 1999). Tyto buiiky se od svych sousednich neuroepitelovych
bunc¢k odde€luji procesem delaminace, ktery zahrnuje castecnou nebo celkovou epiteloveé-
mezenchymovou tranzici regulovanou komplexni siti transkripénich faktori véetné nékolika
protoonkogent (Duband 2010). Studium vzajemnych vztahii v ¢ase emigrace a individudlni ¢i
kolektivni vliv téchto transkripénich faktorti, v€etné HOPX, na chovani buiiky by mohlo
poskytnout cenné informace o jejich roli béhem EMT 1 v jinych kontextech, jako je

metastdzovani (Theveneau and Mayor 2012).

V nasem modelovém systému exprese HOPX negativné koreluje s hladinou metylace
CpG na predikovaném promotoru. Odlisné hladina metylace v metastazujicim a z né¢j odvozeném
nemetastazujicim klonu muiize naznaCovat uplatnéni HOPX v invazivit¢ bunék PR9692.
Abychom sledovali jeho roli v metastatické progresi, stabilné jsme snizili expresi HOPX v

metastazujici linii. Tyto buniky vykazovaly sniZenou proliferaci v porovnani s parentalni linii.
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Modulace exprese genil zucastnénych v nddorové progresi ¢asto vede ke zménam v mite jejich
proliferace, proto jsme v dalSich experimentech kladli diiraz na to, aby invazivni analyzy in vitro
a zaverecné pokusy in vivo nebyly timto faktem zatizeny a nezkreslovaly studii metastatické
kapacity. Vysledky z migracniho a invazivniho testu in vitro dokladaji, ze HOPX muze
podporovat invazivni charakter sarkomovych bunék. Po pocate¢nim netspéchu s genem LSP/
jsme se v piipad¢ genu HOPX snazili 1épe napodobit podminky v nadorovém mikroprostiedi a
pro testovani in vitro jsme zvolili 3D model testu invazivity, ktery navic eliminuje zkresleni
vysledkt vlivem rozdilné generac¢ni doby. SniZzend exprese HOPX dokonce vedla k inhibici
tvorby metastdz in vivo nezéavisle na velikosti primarniho nadoru. Tvorba metastaz nebyla
pozorovana ani po inokulaci vétsiho poc¢tu buné€k, ¢imz jsme kompenzovali jejich delsi generacni
dobu. Gen HOPX splnil podminky vybéru kandidatnich genii, a abychom vylou¢ili nespecifické
efekty a verifikovali vySe uvedené vysledky, zvysili jsme expresi genu HOPX v
nemetastazujicim subklonu, coz vedlo k zachran¢ fenotypu, tedy k obnoveni tvorby metastaz, po
inokulaci ptivodné nemetastazujiciho subklonu. Tim jsme potvrdili pozitivni roli HOPX v tvorbé

metastdz ze sarkomu v kufecim systému.

Vzhledem k tomu, Ze modulace exprese jediného genu dokaze takto vyrazné zvratit
metastatické charakteristiky nadorovych bunék, soudime, ze HOPX muize mit pleiotropni uc¢inek
na transkripci vétSiho poctu efektorovych genti. Provedli jsme proto dal§i, srovnavaci
mikrocipovou analyzu, abychom identifikovali mozné cile tohoto transkripéniho faktoru a tedy
i dalsi geny asociované s metastazovanim. Rada gentl, které byly po sniZeni exprese HOPX
diferencialné exprimované oproti kontrolnim bunkdm PR9692-shMOCK, vykazovaly obdobné
zmény exprese jiz v pilotni studii porovnavajici parentalni linii PR9692 a jeji subklon
PR9692-E9 (Cermak et al. 2010). Tyto vysledky napovidaji, Ze se vzorec genové exprese po
snizeni exprese genu HOPX velmi podobd vzorci exprese spontanné vzniklého
nemetastazujiciho subklonu PR9692-E9. Snizena exprese 186 genti v liniich PR9692-shHOPX
a PR9692-E9 by mohla byt disledkem sniZeného mnozZstvi komplexu HOPX s dalS§im
transkripénim faktorem, jelikoZ HOPX sam neni schopen vazby na DNA (Chen et al. 2002).
Neptedpokladame, Ze by HOPX piimo ovliviioval expresi takového interakéniho partnera, proto
se pravdépodobné nebude nachdzet ani mezi kandidatnimi geny ziskanymi mikroc¢ipovou
analyzou. Mohl by vSak byt mezi diferencidlné exprimovanymi geny mezi parentalni linii
PR9692 a subklonem PR9692-E9 z plvodni studie (Cermak et al. 2010). Naopak zvySena
aktivita 46 nami identifikovanych genil v liniich PR9692-shHOPX a PR9692-E9 by mohla byt
zapti€inénad interakci HOPX s HDAC?2, ktera vede k deacetylaci transkripéniho faktoru GATA4

a tedy inhibici transkripce genil zavislych na GATA4 (Trivedi et al. 2010). HOPX interaguje
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také se SRF a brani tak jeho vazbé na DNA, coz vede ke snizené transkripci genti zavislych na
SRF (Chen et al. 2002). Jsou to napiiklad bezprostiedné ¢asné geny, cytoskeletdlni geny ¢i
svalove specifické geny (Selvaraj and Prywes 2004). Identifikované geny se zvySenou expresi
by tedy mohly byt pfimo nebo neptimo ovlivnéné SRF ¢i GATA4. Zajimava je zfetelna prevaha
(186) genu se snizenou expresi, jelikoz dle dosavadnich studii interakce HOPX se SRF ¢i
HDAC?2 by se po sniZzeni exprese HOPX dalo ocekévat spiSe obecné zvySovani exprese riiznych

gentl.

HOPX se dle nasi a dalsi studie (Pavlova et al. 2021) chova jako onkogen. Zatimco v
jinych typech naddorovych bunék (Ren et al. 2017; Asanoma et al. 2003; Yamaguchi et al. 2009;
Ooki et al. 2010) ma roli tumor supresoru. Mechanizmus funkcni duality HOPX v nadorovém
procesu neni zndm. Jednou z moZznosti jsou rizné aktivity alternativnich promotora (Pavlova et
al. 2021). Dalsi moznosti jsou odlisné vlastnosti riznych nddorovych bun¢k. Doposud byl HOPX
studovan pouze v bunikach karcinomu. Tyto bunky jsou epitelidlniho ptivodu a béhem nadrové
progrese prochazeji procesem EMT. Aby dale rostly ve vzdalenych organech, podstupuji naopak
MET. Oproti tomu sarkomy vznikaji z mezenchymalnich bunck. Fenotypicka plasticita v
sarkomech neni pfili§ popsana, nicméné¢ podmnozina sarkomti podléha procesu podobnému
MET (Somarelli et al. 2016). Protichidné nadorové vlastnosti HOPX by tudiZz mohly byt
ve vét§ing piipadl jako tumor supresor, na strané druhé sarkomy, kde HOPX podporuje incidenci

metastaz.

V dalsi ¢asti projektu jsme pomoci qRT-PCR potvrdili expresni zmény v fad¢ vybranych
gent identifikovanych béhem druhé, srovnavaci, mikro¢ipové analyzy, coZ doklada spolehlivost
mikro€ipové analyzy. Navic byla spolehlivost prokazana i identifikaci genti, které jiz dfive byly
zatazeny mezi geny regulujici nddorovou progresi. Tyto geny vykazovaly zvySenou expresi v
metastdzujici bunééné linii a zahrnuji adhezivni molekulu neurdlnich bunék (NCAMI),
transkripéni faktor FOXGI nebo integrin ITGA4. V ptipadé téchto gend jsme vysledky

mikro€ipu potvrdili také na proteinové urovni a zatadili je mezi mozné cile plisobeni HOPX.

Abychom prokézali efektivitu identifikace genti asociovanych s metastdzovanim v naSem
modelovém systému v kombinaci s mikro¢ipovou technologii, vybrali jsme pro dalsi
experimenty gen ITGA4. Integriny jsou bunécné povrchové molekuly, které zprostfedkovavaji
interakce bunka-butika nebo bunika-ECM a jsou dulezité pro pieziti nadorovych bunék a jejich

diseminaci. Integriny podporuji homotypickou adhezi nddorovych bunék a reguluji matrixové
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metaloprotedzy, které nadorové buiice usnadiiuji pohyb pfes ECM (Huhtala et al. 1995). Integrin
alfa 4 tvofi heterodimery integralnich membranovych proteini alfa-4/beta-1 (VLA-4) a alfa-
4/beta-7, které jsou receptory pro fibronektin. /7TGA4 tak mize regulovat sméfovani nadorovych
bun¢k do organovych kompartmentt, kde jsou exprimovany ligandy ITGA4, a v zavislosti na
typu nadoru indukovat tvorbu metastaz. ITGA4 na bunkach melanomu nebo sarkomu po jejich
vstupu do krevniho ob&hu podporuje jejich Siteni do vzdalenéjSich organii interakci s ligandy
exprimovanymi na povrchu endotelidlnich bun¢k, krevnimi destickami a specifickymi proteiny
ECM, coz podporuje tvorbu metastaz (Gehlsen, Davis, and Sriramarao 1992; Holzmann,
Gosslar, and Bittner 1998). ITGA4 svou interakei s endotelidlnimi buikami stimuluje adhezi
nadorové bunky k cévni stén¢ a ulehCuje tak transendotelialni migraci (Meerschaert and Furie
1994). V ptipadé gastrointestindlniho stromalniho tumoru byla popsana zvysena exprese ITGA4
a snizeni jeho exprese vede k inhibici invazivity in vitro (Pulkka et al. 2018). Opac¢na role ITGA4
byla prokézana v karcinomu prsu, kde je jeho sniZzena exprese béhem onkogenni transformace
krucialni pro vytvofeni invazivniho fenotypu (Jia et al. 2004). /ITGA4 muze také negativné
ovliviiovat ptezivani bunck ve vzdalenych organech. ZvySenim jeho exprese v lymfomovych T-
bunkach doslo k redukci metastaz po intraven6zni injekei bunék do mysi. ITGA4 zde inhibuje
kolonizaci sekundarni tkané a mé v tomto typu nadoru a v této fazi metastatického procesu vliv
negativni (Gosslar et al. 1996). V naSem modelovém kufecim systému vedla snizend exprese
ITGA4 v metastazujici linii PR9692 k inhibici bunéné migrace a invazivity in vitro a
metastatické diseminace ze sarkomu in vivo. Navic po sniZeni exprese I7GA4 doslo ke zménam
v cytoskeletalni organizaci, kterd vedla k ziskdni fenotypu podobného nemetastazujicimu
subklonu PR9692-E9. To dokladé, ze ITGA4 zde nddorovou progresi spiSe podporuje nez

potlacuje.

DalS$im ndmi identifikovanym genem je NCAMI zajiStujici adheze mezi neurony a
tvorbu neuritd. Bylo ukazano, ze NCAMI stimuluje migraci a invazivitu epitelovych bunck
ovarialniho karcinomu a melanomu a podporuje diseminaci nadorovych bun€k v mySim modelu.
Tyto pronadorové funkce molekuly NCAM1 jsou zprostiedkované jeji interakci s receptorem pro
rustovy faktor fibroblastii (FGFR) (Liu et al. 2011; Zecchini et al. 2011). V recentni studii byl
NCAM1 identifikovan jako pravdépodobny cil metylacniho umlceni v kolorektalnim karcinomu.
Porovnanim mikrocipovych expresnich profili a metylacnich profili vzorkl kolorektalniho
karcinomu a pfilehlé zdravé tkané byl odhalen piekryv u ctyi adhezivnich molekul véetné
NCAM1. Tato studie ptinasi prvni diikkaz o mozném vlivu metylace na expresi NCAM 1 (Kok-Sin
et al. 2015). Do budoucna by bylo zajimavé zjistit, jestli se tak d&je 1 v naSich modelovych

bunikéch.
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Gen FOXG1 kéduje Clen rodiny transkripcnich faktort ,,forkhead* (vidlicovita hlava),
ktera ziskala svlij ndzev podle rozdvojené¢ho stfeva v konecném vyvoji octomilky obecné
v ptitomnosti mutace forkhead proteina (Weigel et al. 1989). FOXG1 funguje jako transkripéni
represor a hraje roli ve vyvoji mozku. Je také povazovan za onkoprotein inhibujici
antiproliferacni odpovéd’ zprostfedkovanou TGF-f v meduloblastomu a ovaridlnim karcinomu
pomoci suprese transkripce p21(WAF1/CIP1) (Chan et al. 2009; Adesina et al. 2007). Hladina
exprese FOXGI koreluje s fenotypem epitelové-mezenchymové tranzice v bunkach

hepatocelularniho karcinomu (Zheng et al. 2019).

Dale jsme identifikovali geny, jejichZ role v metastdzovani zatim nebyla blize studovéana
a mohly by byt zajimavou vyzvou pro hledani novych prognostickych markert ¢i terapeutickych
cilt. Tyto geny zahrnuji NUDT14 (nuceloside diphosphate-linked moiety X motif 14), regulator
G-proteinové signalizace 20 (RGS20) nebo adenylatcyklazu 7 (ADCY7).

V nasi studii jsme pozorovali vyrazné zvySenou expresi NUDTI14 (87krat, P < 0,001)
v metastazujicich buitkdch PR9692. Gen NUDT14 koéduje protein hydrolyzujici UDP-glukézu
na glukozu 1-fosfat a UMP a ADP-ribozu na ribozu 5-fosfat a AMP. Tento doposud mélo
charakterizovany gen je mapovan na chromozému 14q32.33, coz je region patfici mezi
nejcastéj$i mista cytogenetickych zmén pozorovanych u B-bunéénych malignit (Takashima et
al. 1997). Navic byla prokdzana jeho zvySena exprese v lidském rektadlnim karcinomu (Choi,

Jang, and Kim 2011). NaSe vysledky jsou tedy konzistentni s dosavadni literaturou.

RGS20 patii do rodiny proteinti s konzervovanou GTPazu-aktivujici doménou o velikosti
asi 120 aminokyselin (Xie and Palmer 2007). Jiz dtive bylo prokazano, Ze se geny RGS2 a RGS6
ucastni vzniku karcinomu plic a mocového méchyte (Gu et al. 2006; Berman et al. 2004), ale
jejich presnéjsi role v téchto procesech popsana neni. RGS20 je zndmy svou inhibici signdlni
transdukce prostfednictvim stimulace GTPazové aktivity alfa podjednotky G-proteinu, coZ vede
k vytvoteni inaktivni formy s navazanym GDP (Glick et al. 1998). Navic bylo prokazano, ze
existuje spojeni mezi RGS20 a stabilitou mikrotubuli (Nixon, Grenningloh, and Casey 2002),
které slouzi jako koleje pro molekularni motory kineziny, jenz byly extenzivné studovany jako
mozny cil protinddorové terapie (Rath and Kozielski 2012). V nasi studii dokladame zvySenou
expresi RGS20 (vice nez Skrat, P = 0,003) v metastazujici linii PR9692 a navrhujeme, Zze RGS20
je pravdépodobné gen asociovany s metastdzovanim, coz je ve shodé se studii metastazujicich
melanomovych bunék, kde mé RGS20 podle mikroCipové analyzy zvySenou expresi ve srovnani

s buiikkami priméarniho melanomu (Riker et al. 2008). V nedavné studii byl RGS20 navrZen jako
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mozny prognosticky marker rendlniho karcinomu, v némZ tento gen zvySuje invazivitu

nadorovych bun¢k (Jiang et al. 2021).

ADCY7 je membranov¢ vazana adenylatcyklaza, ktera katalyzuje vznik cyklického AMP
z ATP a je regulovana hladinou véapniku. Studie jeji role v metastazovani chybi, kromé prace
Kanamori et al., ktefi popsali zvySenou expresi ADCY7 ve vysoce metastatickém klonu mysi
sarkomové¢ linie (Kanamori et al. 2007). Dale byla zvefejnéna prace ukazujici, ze ADCY7
stimuluje bunéény rist a expresi c-Myc v buitkach akutni myeloidni leukemie (Li et al. 2015).
S vyuzitim expresni databdze byla popséna aberantni exprese ADCY7 v nékolika lidskych
karcinomech (Zeng et al. 2021).

V neposledni fadé jsme identifikovali fadu dosud neodhalenych, ale vyznamnych
expresnich zmén, které mohou byt zahrnuty v metastizovani, jako je napiiklad
5-hydroxytryptaminovy receptor 1D (HTRID). Ten byl identifikovan jako jeden z genii

ovlivitujici progresi adenokarcinomu tlustého stfeva (Zeng and Chen 2019).

I ptes nekteré nesporné vyhody naSeho experimentalniho systému nemizeme piesnéji
urCit jakou fazi metastatické progrese gen HOPX ovliviiuje, jelikoZ test metastazovani
reprezentuje pouze ¢ast komplexniho procesu tvorby metastdz. Dnes se jiZ miize metastazovani
studovat za pouziti intravitalni mikroskopie (IVM) a celotélovych scannerii v zivych zvitatech,
kterd dovoluje rozdé€leni jednotlivych krucialnich kroki metastdzovani a také monitorovani
dynamickych procest, které podstupuji individualni metastazujici buiky, jeZ jsou mezi ostatnimi
buitkami uvolnénymi z priméarnich nador vzacné. IVM umoziiuje sledovani migrace bungk,
indukci angiogeneze, pfeprogramovani energetického metabolismu bunky, naruSeni imunitniho
systému nebo profitovani ze zanétlivého stavu mikroprostiedi (Ellenbroek and van Rheenen
2014). Sledovani pouze kone¢né faze tvorby makroskopickych metastaz je i mozny ditvod naSich
rozdilnych vysledki oproti dosavadni literatuie, kterd se z velké Casti zabyvd formovanim
primarniho nadoru a nikoli incidenci metastaz. V prubéhu celé faze nadorové a metastatické
progrese muze bunka prochazet riznymi expresnimi stavy a proto zalezi v jakém Case a v jakém
kontextu jsou expresni profily studovany. Navic byla u fady genli prokazana jejich dvoji role
v riznych typech nadord nebo fazich nadorové progrese, vyse zminény /7GA4 je toho dobrym
piikladem. Také Thomas et al. dokladaji, Zze c-Src, jehoZ aktivita nebo exprese je zvySena
v mnoha lidskych nadorech, naopak inhibuje metastazovani bunék karcinomu mocového
méchyfe (Thomas et al. 2011; Ishizawar and Parsons 2004). Aktivita c-Src zde negativné

koreluje s hladinou Caveolinu-1 (Cav-1), ptfestoZze byl Cav-1 poprvé popsany jako hlavni
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substrat kindzy Src u bunck transformovanych v-Src (Lee et al. 2000). Tato studie doklada
propojeni dvou proteinit majicich ve specifickém kontextu rizné efekty (Thomas et al. 2011).
Dalsim ptikladem je slezinova tyrosin kindza (SYK), ktera se v nékterych typech nadorii chova
jako tumor-supresor v jinych nddorovou progresi podporuje. V fadé hematopoetickych malignit
SYK zprostiedkovava signaly k pfezivani a jeho inhibice Casto vede k apoptdze. V nadorech
neimunitnich bunék SYK také podporuje prezivani, ale mtize 1 inhibovat nadorovou progresi
potlacenim epitelové-mezenchymové tranzice ¢i inhibici bunéné migrace (Krisenko and

Geahlen 2015).

Jednd se o prvni studii role HOPX v incidenci metastdz, kdy snizeni exprese HOPX
v metastazujici linit PR9692 vedlo k potlaceni invazivity buné€k in vitro a inhibici metastazovani
v kufecim organizmu in vivo. Béhem této studie jsme navic identifikovali geny asociované
s metastdzovanim a mozna i interakéni partnery HOPX. Role genu HOPX je schematicky
znazornéna na obrazku 30. Nase vysledky potvrdily po¢ate¢ni hypotézu zalozenou na porovnani

expresnich profilt sarkomové metastazujici linie a jejiho spontdnné nemetastazujiciho subklonu.

PR9692 shHOPX PR9692-shHOPX PR9692 shITGA4 PR9692-shITGA4

— — Y= - ——

migrace cytoskelet
invazivita migrace
metastazovani invazivita
metastazovani
geny stimulujici metastazovani
E'& (NCAM1, FOXGl, NUDT14, RGS20, ADCY7, HTR1D)
NV
™ L
-

geny inhibujici metastazovani

Obr. 30. Schematické znazornéni zapojeni genu HOPX do metastatického procesu
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6.2. Modulace exprese vybranych genii pro studium latence

viru HIV-1

S nastupem efektivni ART doslo k vyznamnému ubytku umrti asociovanych s infekci
virem HIV-1. Nicméné kompletni vyléCeni infekce HIV-1 je prozatim nemozné z divodu
existence latentniho rezervoaru, ktery v pacientech pietrvava i v pribéhu ART. Tento latentni
rezervoar vznika b&hem rané infekce plné nebo ¢aste¢né aktivovanych CD4" T-lymfocytt, které
se nasledné¢ vraceji do klidového pamétového stavu. Pamétové T-bunky jsou idedlnim
dlouhodobym rezervoarem virového genomu diky extrémné dlouhé Zivotnosti téchto bunék,
polocas se uvadi az 44 meésict (Siliciano et al. 2003; Pierson, McArthur, and Siliciano 2000).
Kromé nékolikaleté Zivotnosti pamétovych CD4+ T-bunék ptispivaji ke stabilité rezervoaru i
podskupiny pamétovych CD4+ T-bun€k charakteristické perzistentni imunitni aktivaci
(Chomont et al. 2009), které¢ podstupuji homeostatickou proliferaci a zajiStuji tak stabilitu
rezervoaru co do velikosti i genetické variability. Provirovd DNA je preferencné detekovana
v takovéto podskupiné pamétovych T-bunék aviremickych pacientt s nizkym poétem CD4" a
vysokou mirou homeostatické proliferace zprostfedkované homeostatickym cytokinem
interleukin-7 (IL-7) (Chomont et al. 2009). Navic bylo prokézéano, Ze integrace proviru v genech
asociovanych s nadory a v genech regulujici bunéény cyklus podporuje proliferaci a perzistenci

bungk latentniho rezervoaru (Wagner et al. 2014).

Soucasti rezervoaru HIV-1 jsou také monocyty a makrofagy, které jsou ¢asnym cilem
infekce HIV-1 (Koppensteiner, Brack-Werner, and Schindler 2012). Tyto buiiky na svém
povrchu nesou receptor CD4 i koreceptory CCR5 a CXCR4 (Lee et al. 1999). Vzhledem k tomu,
Ze monocyty/makrofagy jsou vice rezistentni k cytopatickym efektim viru HIV, mohou virus
uchovavat dels$i dobu. Po vstupu do tkdni monocyty nevratné diferencuji v makrofagy a
mikrogliove buitky mozku (Le Douce et al. 2010). A jelikoZ jsou makrofagy ptritomné ve vétSingé
organl, mohou se podilet na diseminaci viru v téle. Dal§im rezervoarem jsou dendritické buiiky,
které dokazi transportovat infekéni virus, aniz by byly samy infikovany. Nicméné takto
internalizovany virus reprezentuje pravdépodobné pouze kratkodoby rezervoar in vivo
s omezenou ucasti na chronické perzistenci viru (Turville et al. 2004), ptestoze in vitro bylo
prokdzano, Ze myeloidni dendritické buiiky mohou pfezit a zlstat infekéni déle nez 45 dni
(Popov et al. 2005). V neposledni fadé jsou soucésti rezervoaru i folikularni dendritické buiiky
(Schmitz et al. 1994) a pravdépodobné 1 NK buiky (Valentin et al. 2002) ¢i Zirné bunky
(Sundstrom et al. 2004). Vycet téchto riznych bunécnych typt podilejicich se na tvorbé
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rezervoaru naznacuje, ze pravdépodobné pro kazdy typ rezervoaru bude potieba individudlniho

piistupu pro jeho eliminaci.

Na ustaveni a udrzovani latentniho stavu integrovaného proviru v rezervoaru se podileji
rizné mechanizmy. Jedna se naptiklad o nedostatek transkripcnich faktorti v klidovych buiikach,
nedostatek dANTP pro reverzni transkripci v klidovych buinikach zptsobeny dNTPéazovou
aktivitou bunécéného proteinu SAMHD1 (Baldauf et al. 2012; Descours et al. 2012), inhibici
prostiednictvim miRNA (Ruelas et al. 2015; Patel et al. 2014), dale o epigenetické mechanizmy
zahrnujici metylaci DNA v promotorové oblasti proviru a heterochromatinovou strukturu
integrovaného proviru. VSechny vyjmenovan¢ a fada dalSich mechanizmi se ¢astni uml¢ovani
genoveé exprese proviru HIV-1 v klidovych pamétovych CD4+ T-buitknach. V mikrogliovych
buitkdch ma vyznamnou roli v podpoie virové latence transkripcni faktor CTIP2, ktery ptivolava
HDACI a HDAC2 na virovy promotor, coz vede k lokalni deacetylaci histonu H3 a tvorbé
heterochromatinového prostiedi inhibujiciho expresi gentt HIV-1 (Rohr et al. 2003). Dals$imi
buitkami mozku nesouci latentni provirus jsou nejhojnéjsi mozkové bunky astrocyty, které

umlcuji transkripei HIV-1 prostfednictvim HDAC a histonovych metyltransferaz (Narasipura,

Kim, and Al-Harthi 2014).

V tomto projektu jsme pro studium latence viru HIV-1 pouzili modelové bunécné linie
odvozené od imortalizovanych CD4" bunék T-bunééné leukemie Jurkat, které v sob& nesou
mini-provirus se strukturou LTR-Tat-IRES-EGFP-LTR. Ptitomnost EGFP zajistuje snadnou
analyzu aktivace proviru pomoci prutokového cytometru. Klon H12 vykazuje nizkou hladinu
metylace provirového promotoru a po jeho stimulaci PMA a TNF-a a nasledné selekci subklonti
negativnich na EGFP vznikl klon 2D12 s vysokou hladinou metylace provirového promotoru.
Aktivovatelnost proviru v téchto dvou klonech neni ovlivnéna integracnim mistem, jelikoZ je v
obou klonech jeden provirus integrovany do stejného mista v genomu (Blazkova et al. 2009).
NaSe prace byla zalozend na pfedpokladu, ze zatimco inhibi¢ni histonové modifikace na
promotoru H12 ptedstavuji prvni, snadno reaktivovatelny, stupen latence, tak metylace DNA na
promotoru HIV-1 u klonu 2D12 latenci prohlubuje a reaktivaci znesnadiiuje (Blazkova et al.
2009). S pomoci popsaného bunééného modelu jsme se snazili odhalit vztah mezi metylaci DNA

a reaktivaci proviru.

Modely latence zaloZzené na bunécnych liniich jsou vyznamné v mnoha aspektech
vyzkumu HIV, v¢etné hledani malych molekul, které mohou latenci revertovat a potencionalné

pomoci virus eradikovat, jelikoz piimé studium latence ex vivo s pouzitim bunék infikovanych
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pacientl je komplikované i kvili nizké frekvenci a absenci markeru latentné¢ infikovanych bunék
(Jordan, Bisgrove, and Verdin 2003; Folks et al. 1989; Pomerantz et al. 1990). Bosque a Planelles
vytvofili model, ve kterém infikuji primarni naivni CD4" T-butiky, v nichz kultivace s ristovymi
faktory a protilatkami vede k indukci diferenciace v pamétové bunky (Bosque and Planelles
2009). Jina laboratof vyvinula model pamétovych klidovych CD4" bunék kultivovanych s
chemokiny, které umozni tyto typicky nepermisivni buiiky infikovat (Cameron et al. 2010). V
jiném ptipad¢ bylo pro infekci klidovych primarnich CD4+ T-bunék vyuzito spinokulace
(Lassen et al. 2012; Swiggard et al. 2005). Nicméné& kratky polocas Zivota primarnich CD4"
bun¢k limituje rozsah a trvani experimentl, které vzhledem k tématu vyzkumu museji byt
pomérné dlouhodobé. Kim et al. nasli kompromis mezi pouzivanim latentnich CD4" T-bunék
ex vivo a bun&énych linii odvozenych z CD4" T-lymfocytt, které dostateéné nereprezentuji
klidovy stav latentné infikovanych bunék piitomnych v pacientech. Primarni CD4" T-buiky
transdukuji Bcl-2, coz umozni jejich dlouhodobou kultivaci. Primarni CD4" T-buiiky
transdukované Bcl-2 se navrati do klidového stavu, ale na aktivacni podnéty T-bunék odpovidaji
normalné. Tyto buiiky jsou nasledné infikovany reportérovym virem HIV-1 a jsou ponechany v
kultufe n€kolik tydnti bez aktivacnich stimulii, aby ustavily latenci v pfezivsich butikach (Yang,

Xing, et al. 2009).

Cilem této a podobnych studii je reaktivovat latentni provirus pii absenci globalni
stimulace CD4" T-bunék, pfi¢emz pieneseni té€chto poznatkl do systému in vivo by mohlo vést
k eliminaci bunék s reaktivovanym provirem imunitnimi mechanizmy nebo virovymi
cytopatickymi efekty, zatimco antiretrovirova lécba zabrani dal§imu Sifeni viru, tzv. “kick and
kill” terapeutické strategie. Obecné se dnes piedpoklada, Ze po nékolika cyklech reaktivace

proviru by mohlo dojit k eliminaci rezervoaru.

Pro studium reaktivace proviru HIV-1 v buiikdch 2D12 jsme vyuzili, stejné jako v
pfedchozim projektu o nadorové progresi, RNA interferenci. Tentokrat jsme pouZili tranzientni
transfekci siRNA. Jako cile RNA1 jsme identifikovali gen DNMT1 a DNMT3B, které ovliviiuji
metylaci CpG, a modulace jejich exprese by mohla pomoci objasnit roli metylace promotoru
HIV-1 ve virové latenci. SniZeni exprese DNMTI zajistujici udrzeni metylace DNA b¢hem
replikace vedlo k 11% nartstu reaktivace proviru HIV-1 po stimulaci bunék PMA a TNF-a. K
narastu pravdépodobné piispéla snizend hladina metylace proviru, ktera poklesla o 17% Sesty
den po transfekci siDNMTI1. Tento kontinudlni pokles metylace DNA je pravdépodobné
vysledkem pasivni demetylace zavislé na replikaci DNA. Po sniZeni hladiny DNMT3B, ktera

zajistuje metylaci de novo, doslo k nartstu reaktivace proviru o 7% po stimulaci bunék PMA a
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TNF-a, ale metylace 5'LTR zistala nezménéna. Ziskané vysledky naznacuji, ze metylace CpG
muze do jist¢é miry inhibovat reaktivovatelnost proviru HIV-1. K vyzkumu role DNA
metyltransferaz byly vyuzity i rizné specifické inhibitory. Metylace DNA je tizce spojena s
nadorovou progresi a vzhledem k rozséhlosti vyvoje protinddorovych 1éCiv existuji rtizné
molekuly interferujici s aktivitou DNMT, které jsou testovany v klinickych studiich (Foulks et
al. 2012) a mohou byt pouzity 1 pro studium virové latence. Po aplikaci inhibitoru metylace DNA
5-aza-dC v kombinaci s TNF-a na modelovou linii J-Lat s latentnim provirem doslo k nartstu
reaktivace proviru oproti bunkdm osetfenych pouze TNF-a. Opacny efekt mél 5-aza-dC v T-
lymfoidni linii ACH-2 a linii lidskych monocyti U1, kde aplikace 5-aza-dC spolecné s TNF-a
vedla ke snizeni produkce HIV-1 (Fernandez and Zeichner 2010). Tyto vysledky poukazuji na
rozdilny vliv inhibitort DNMT na rGizné bunécné linie, coz ptedpovida jejich jesté dlouhou cestu,

nez budou moci byt vyuzity k eradikaci latentniho rezervoaru v pacientech.

Ve vyzkumu nadorové progrese se s ispéchem vyuzivaji také HDACi (Jaboin et al. 2002;
Paris et al. 2008). Jsou také nejvice studovanymi agens v souvislosti s aktivaci latentniho
rezervoaru HIV-1, jelikoZ jsou malo toxické a nezptsobuji globélni aktivaci T-bunék (Bose, Dai,
and Grant 2014). Aplikace HDACI 1. tfidy Vorinostatu (SAHA) na CD4" T-buniky pacientii
infikovanych HIV léenych ART vedla k indukci virové produkce ex vivo (Archin et al. 2009).
Bohuzel v dalsi studii bylo ukézéno, Ze zadny z bézné pouzivanych HDACi kromé bryostatinu-
1 nebyl schopen indukovat produkci viru v buiikdch izolovanych z aviremickych pacientii
infikovanych HIV-1 lé€enych ART (Bullen et al. 2014). Jaky vliv na reaktivaci latentniho
proviru HIV-1 maji HDAC jsme se chtéli podivat v naSich modelovych bunkéach 2D12. Snizeni
exprese HDAC]I vliv na reaktivaci proviru HIV-1 nemélo v nestimulovanych ani stimulovanych
bunkach 2D12. SniZeni exprese HDAC?2 ve stimulovanych bunikach zvysilo reaktivaci proviru o
12%, ale nevedlo ke zméndm v metylaci promotoru HIV-1. Tyto vysledky dokladaji, ze
v bunikach s vysokou metylaci promotoru HIV-1, vede modulace exprese HDAC2 k ¢aste€nému
zvyseni reaktivace latentniho proviru. Role metylace DNA a histonovych modifikaci v§ak neni
v latenci HIV-1 zastupitelnd. Chromatinové zmény piedchazeji metylaci promotoru HIV-1
béhem ustaveni latence HIV-1 a také iniciuji reaktivaci latentniho HIV-1 navzdory pfitomnosti
metylovanych CpG na virovém promotoru (Blazkova et al. 2009). Vysledky ziskané po snizeni
exprese DNMTI1 a HDAC?2 tyto nezastupitelné role metylace DNA a histonovych modifikaci
dokladaji.

Vzhledem k tomu, Ze se efekt snizené hladiny DNMT na reaktivaci proviru projevil na

modelovych buiikdch az po jejich stimulaci PMA a TNF-a, je pravdépodobné, Ze metylacni
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zmény musi byt doprovazeny dal§imi zménami, jako je pfitomnost riznych traskripnich
faktorti. Kromé¢ téch bunécnych je to i virem kédovany transaktivacni protein Tat. Pietoze je Tat
nejsilnéjS$im aktivatorem HIV-1, nebyl schopen reaktivovat provirus bez stimulace bunék PMA
a TNF-a. Stabilni transgenni zvySeni exprese 7Tat v bunikach 2D12 vedla po jejich aktivaci PMA
a TNF-a i ke stimulaci exprese endogenniho 7at. Stejny ale mnohem vyraznéjsi efekt jsme
pozorovali u klonu H12 s nizkou hladinou metylace promotoru HIV-1. ZvySena exprese Tat ve
stimulovanych bunkach 2D12 vede k narGstu reaktivace proviru o 20%. Tato aktivace
transkripce virovych gend ale nebyla doprovazend ubytkem metylace CpG v 5'LTR proviru
HIV-1. Transgenni vnaseni 7at do latentné infikovanych bunék pravdépodobné nebude pouzito
k eradikaci virového rezervoaru v pacientech mimo jiné z diivodu jeho toxicity, ale poznatky
ziskané z téchto experimenti mohou pomoci 1épe pochopit komplexnost déji a interakce

transkripcnich faktorti na promotoru HIV-1.

Existuji 1 studie zaméiujici se na bunécné faktory nezbytné pro expresi virovych gent,
vcetné praci popisujicich nekonvencni roli NF-kB jako transkripcniho represoru, ktery
zprostiedkovava metylaci DNA pfivolanim DNMT1 ¢i DNMT3B na cilovou sekvenci DNA
(Liu et al. 2012; Acharyya et al. 2010; Pacaud et al. 2014). Pfivolani DNA metylstrasferaz
pomoci NF-kB by mohl byt mechanizmus akumulace metylace DNA na 5'LTR po stimulaci
PMA a TNF-a, kterd byla detekovdna v naSem modelovém systému. Dalsi studie doklada, ze
mutace mista KB I na promotoru HIV-1 sniZila efekt heterodimeru p50-RelA aktivujiciho expresi
HIV-1 prosttednictvim NF- kB a mutace vazebného mista Sp1 III brani v ¢innosti jak p50-RelA
tak histonové acetyltransferaze (HAT) p300. Nicméné existence raznych subtypi HIV-1 a
sekvencni variabilita viru ve vazebnych mistech Spl ¢i kB a dalSich mistech U3 oblasti
naznacuje, ze rizné virové subtypy mohou mit odliSné mechanizmy latence a kazdy muzZe

vyzadovat odliSnou reaktivacni strategii (Burnett et al. 2009).

V druhé casti projektu jsme se zabyvali reaktivaci latentniho proviru HIV-1. Vzhledem
k ptetrvavajicimu neuspéchu eradikovat latentni rezervoar v pacientech infikovanych HIV-1 je
potieba Iépe pochopit mechanizmy udrZzovani latence a reverze latentniho stavu kombinovanim
¢i hledanim novych aktivacnich agens jako je naptiklad oxid arsenity (As203) (Lusic et al. 2013),
jehoz aplikace na buiikky H12 vedla k 10% nartistu reaktivace proviru. Jako inspirace k dal§imu
studiu virové latence miize slouzit vyzkum nadorové progrese, jelikoz epigenetické regulace,
zapojeni transkrip¢nich faktorti v procesech inhibice tumorsupresorovych genti a latence proviru
nebo naopak aktivace protoonkogenl a reaktivace latentniho proviru jsou velmi podobné.

Diikazem je rederivace riiznych inhibitort ptivodné urc¢enych pro nadorovou terapii k vyzkumu
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HIV-1 a také fakt, Zze virus HIV-1 integrovany pravé do genli asociovanych s nadory v
dlouhodobém aspektu podporuje proliferaci bunék latentniho rezervoaru (Chomont et al. 2009;

Wagner et al. 2014).
6.3. Analyza metylace promotoru ERVWE] v seminomech

Seminomy patii mezi TGCT, které vznikaji jako novotvar in situ z primordidlnich
zérodecnych bunék nebo premeiotickych gonocytli s opozdénou nebo blokovanou maturaci
(Rajpert-De Meyts 2006; Oosterhuis and Looijenga 2005). Stejné jako ptivodni zarodecné bunky
tak 1 buniky seminomu exprimuji pluripotentni markery véetné¢ OCT4, NANOG a SALL4 (Gillis
et al. 2011; Almstrup et al. 2004; Cao et al. 2009). Z epigenomického pohledu vykazuji buniky
seminomu nizkou miru metylace, ktera neni zptisobena nedostatecnou funkci DNMT 1. Bunky
seminomu pravdépodobné prochazi vyvojovym programovanym ubytkem 5-mC (Netto et al.

2008).

vvvvvv

tkanich suprimovana epigenetickymi mechanizmy (Matouskova et al. 2006; Trejbalova et al.
2011). V této praci jsme analyzovali pfitomnost 5-mC a demetylac¢niho intermediatu 5-hmC na
promotoru ERVWE]I v seminomech. Dle ocekavani jsme v seminomech vidéli ubytek 5-mC
v porovnani s adekvatni kontrolu. Za povsimnuti stoji, ze metyla¢ni vzorec promotoru ERVWE1
v seminomech vykazoval dvoji charakter, bud’ kompletné demetylované molekuly nebo plné
metylované molekuly. Podobny bimodalni vzorec byl pozorovan v promotoru latentniho nebo
aktivovaného proviru HIV-1 (Trejbalova et al. 2016) a potvrzuje vyznam demetylace promotoru
pro obnoveni transkripéni aktivity. Zajimavé dopadla analyza ptfitomnosti 5S-hmC na promotoru
ERVWEI. Mnozstvi 5-hmC bylo velmi nizké nebo nedetekovatelné. Jedno z vysvétleni by mohla
byt kinetika procesu aktivni demetylace. Ta je zajiSténa enzymy rodiny TET. Konkrétné TET1
vykazuje v seminomech zvySenou expresi (Benesova et al. 2017). Programovany tbytek 5-mC
za vzniku 5-hmC je mozna ¢asové omezend udélost, ke které dochédzi v Casné fazi vyvoje
seminomil. Po aktivni demetylaci a odstranéni 5-mC pak béhem metylace DNA nedojde
k metylaci de novo, zatimco udrzovaci metylace uz nema piedlohu pro metylaci, ktera je
vymazana. V dobé& odbéru makroskopického tumoru jiz 5-hmC neni ptfitomen. Nizké mnozstvi
5-hmC v seminomech je v souladu s praci Nettersheim et al., ktery demonstruje, zZe vétSina
seminomil jsou hypometylované a hypohydroxymetylované, zatimco dal§i demetylacni
intermediaty S-formylcytosin a 5-karboxylcytosin jsou detekovatelné ve vSech nadorech

zarode¢nych bunék a jejich hodnoty neodpovidaji mnozstvi 5-mC ¢i 5-hmC (Nettersheim et al.
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2013). Dalsi mozné vysvétleni nizkého mnozstvi 5-hmC na promotoru ERVWEI, by mohlo
spocivat v jeho retrovirovém piivodu. Pravé u retroelementti byla popsana velmi nizka hladina
5-hmC ve srovnani s ostatnimi genomickymi regiony v primordialnich zérode¢nych bunkach

(Guo et al. 2015), s nimiz seminomy sdili n€které charakteristiky.

Tato studie exprese FERVWEI v seminomech propojuje dosavadni znalosti
epigenetickych regulaci ERVWEI a genomickych charakteristik seminomovych bunék. Zaroven
poukazuje na slozitost procesi modifikace DNA béhem vzniku nadoru z primordidlnich

zarode¢nych bunék.
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7 Zavéry

S vyuzitim kufeci modelové linie sarkomovych bun¢k jsme prokézali, ze HOPX ma v
nemetastazujicim subklonu PR9692-E9 snizenou expresi, kterd je dusledkem metylace
promotoru HOPX. Dale uvadime, Ze snizena exprese HOPX vede k inhibici migrace a invazivity
ve 3D kolagenu in vitro. Po inokulaci bunék se snizenou expresi HOPX do syngennich kurat
dochazi k redukci poCtu metastdz. Porovnanim expresnich zmén s pilotnimi vysledky z
mikrocipu jsme identifikovali nové kandidatni geny, které s nejvétsi pravdépodobnosti ovliviiuji
metastatickou kapacitu bunék a mozna jsou interakénimi partnery HOPX. Jedna se o geny
ADCY7, ARHGDIB, BAMBI, FOXGI, FSCNI, GFPT2, ITPR3, ITGA4, NCAMI, NUDTI4, RGS20,
RHOF a RIAM. Po snizeni exprese vybraného genu /7GA4 dochézi k potlaceni tvorby metastaz
in vivo. Touto studii jsme prokazali pozitivni vliv genu HOPX na tvorbu metastdz z primarniho
sarkomového nadoru a identifikovali jsme geny, které mohou byt vyuzity jako nové intervencni

cile ve vyzkumu metastatické progrese.

V dal$im projektu vénovanému latenci viru HIV-1 jsme pomoci siRNA u kandidatnich
gen DNMT1, DNMT3B, HDACI, HDAC?2 tranzientné snizili expresi téchto genti, coz v ptipadé
DNMTI a DNMT3B a HDAC?2 nikoli HDACI vedlo ke zvySeni reaktivovatelnosti proviru po
stimulaci bunék PMA a TNF-a. Dale jsme prokazali, Ze snizena hladina DNMT1 vede k redukci
poc¢tu metylovanych CpG v promotoru proviru HIV-1, coz pravdépodobné usnadnuje reaktivaci
proviru HIV-1. Déle jsme potvrdili vliv transaktivacniho proteinu Tat a As203 na
reaktivovatelnost proviru HIV-1, ktery nebyl doprovazen zménami metylace 5'LTR proviru
HIV-1. Touto studii jsme potvrdili vyznam metylace provirového promotoru na
reaktivovatelnost latentniho proviru a udrZeni latentniho rezervoaru, ale také existenci dalSich

regulacnich mechanizmt ovliviiujici tento proces.

Ve tfetim projektu jsme studovali epigenetickou regulaci ERVWEI v seminomech.
Analyzovali jsme metylaci promotru ERVWE] a pfitomnost demetyla¢niho intermediatu 5-hmC.
S pouzitim bisulfitového sekvenovani jsme odhalili nizkou miru metylace promotoru ERVWE1
ve vzorcich seminoml v porovnani s adekvéatni neseminomovou kontrolou. Kombinaci
bisulfitové a oxidativni bisulfitvé analyzy jsme naméfili pouze velmi malé ¢i nedetekovatelné
mnozstvi 5-hmC. Jelikoz byla oxidace efektivni, absence 5-hmC na promotoru ERVWEI je
pravdépodobné ovlivnéna kinetikou demetylacniho procesu. Touto studii dokladdame, Ze zvySené

expresi ERVWEI v seminomech pfedchazi demetylace promotoru ERVWE].
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10 Seznam priloh

Elektronicka ptiloha — Tabulka EP
- seznam rozdiln€ (vice nez 2krat) exprimovanych genti mezi bunécnymi liniemi
PR9692-E9 a PR9692, PR9692shMOCK a PR9692shHOPX
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