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Abstrakt

Oxysteroly jsou oxidované derivaty cholesterolu, které hraji vyznamnou roli v
patogenezi fady onemocnéni, vCetn¢ nadorovych. Ovliviiuji procesy jako je bunécna
proliferace, apoptdza, ¢i migrace bunék a mohou také ovliviiovat uUc¢innost nékterych
protinddorovych 1¢é¢iv. Jejich hladina mtize byt rovnéz asociovana s prognézou onkologickych
pacientli. Pfedkladana dizerta¢ni prace shrnuje studie, které na riiznych urovnich rozsituji
znalosti 0 vyznamu oxysteroll u karcinomu prsu.

V prvni studii jsme se zam¢tili na analyzu genové exprese klicovych faktorii signalni
drahy oxysterolll na progndzu pacientek s estrogen receptor (ER) pozitivnim typem karcinomu
prsu. V ramci vysledki této analyzy jsme odhalili souvislost exprese nékterych genti s klinicko-
patologickymi daty pacientek, jako je naptiklad stadium dle TNM Kklasifikace, ¢i stupeit
diferenciace onemocnéni. Ddale jsme odhalili asociaci mezi expresi genu ABCG2 a
bezptiznakovym piezivanim pacientek. AvSak pro ostatni geny bude jejich piipadny
prognosticky potencial vyzadovat ovéfeni na rozsahlejsi kohorte pacientek.

Druha studie méla za ukol stanoveni hladiny sedmi oxysterolil v plasmé pacientek s ER
pozitivnim karcinomem prsu. Vysledkem této studie byla asociace hladiny néckterych
oxysterold s velikosti, ¢i stddiem nadoru. Vyssi hladina cholestan-3,50,6B-triolu byla potom
asociovana s horsi prognozou a krat§Sim bezptiznakovym piezivanim pacientek, zejména u
skupiny lécené pouze tamoxifenem.

Posledni studii této dizertacni prace byla in vitro analyza zaméfend na vliv 7-
ketocholesterolu na ER pozitivni 1 ER negativni buné¢né linie karcinomu prsu. V tomto piipadé
jsme zjistili, ze 7-ketocholesterol mize ovliviiovat u¢innost tamoxifenu v zavislosti na ER
pozitivité/negativité¢ bunécné linie a dale také migracni potencial studovanych bunécnych linii
bez ohledu na jejich ER status. Analyza genové exprese ukdzala na odliSnou regulaci enzymu
CYPI1BI, ktera byla nasledné potvrzena také na proteinové trovni.

Vystupy této dizertacni prace tak piinasi nové poznatky o prognostickém potencialu
exprese genu oxysterolové drdhy, ¢i rozSifuji dosavadni poznatky vztahu mezi hladinou
oxysteroll a napf. prezivanim pacientek s karcinomem prsu. Ukazuji také dosud nepopsany
ucinek 7-ketocholesterolu, jehoZ role mlize byt vyznamna v hormonalni terapii karcinomu prsu

a ktery je kandidatnim oxysterolem pro navazujici studie.



Abstract

Oxysterols are oxidized derivatives of cholesterol that play an important role in the
pathogenesis of many diseases, including cancer. They affect processes such as cell
proliferation, apoptosis, and cell migration and may also influence the efficacy of some
anticancer drugs. Their levels may also be associated with the prognosis of cancer patients. The
present thesis summarizes studies that expand the knowledge on the importance of oxysterols
in breast cancer at different levels.

In the first study, we analyzed gene expression of key factors of the oxysterol signaling
pathway on the prognosis of patients with estrogen receptor (ER)-positive breast cancer. The
results of this analysis revealed the association of the expression of some genes with clinico-
pathological data of patients, such as tumor stage (according to TNM classification) or the
tumor grade. Furthermore, we revealed an association between ABCG2 gene expression and
disease free survival of patients. However, for other genes, the prognostic potential will require
validation in a larger cohort of patients.

The second study was designed to determine plasma levels of seven oxysterols in
patients with ER-positive breast cancer. This study resulted in an association of the levels of
different oxysterols with tumor size or stage. Higher levels of cholestan-3f,5a,6p-triol were
then associated with worse prognosis and shorter disease free survival in patients, especially in
the tamoxifen-only treated group.

The last study of this thesis was an in vitfro analysis focused on the effect of 7-
ketocholesterol on ER positive and ER negative breast cancer cell lines. In this case, we found
that 7-ketocholesterol can influence the efficacy of tamoxifen regarding the ER
positivity/negativity of the cell line and also the migratory potential of the studied cell lines
regardless of their ER status. Gene expression analysis revealed a different regulation of the
CYPI1BI enzyme, which was then also validated at the protein level.

This thesis thus provides new insights into the prognostic potential of gene expression
of the oxysterol pathway or extend the existing knowledge of the relationship between oxysterol
levels and e.g. survival of breast cancer patients. It also shows a previously unpublished effect
of 7-ketocholesterol, which may have a role in hormonal therapy of breast cancer and is an

interesting candidate for our future studies.
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1. Literarni prehled
1.1. Oxysteroly

Oxysteroly jsou oxidované derivaty cholesterolu, které se v nizkych koncentracich
ptirozené¢ vyskytuji v lidském organismu. Mohou vznikat jednak neenzymatickou cestou
prostfednictvim reaktivnich kyslikovych radikalti (ROS, z angl. reactive oxygen species), ale
také oxidaci cholesterolu pomoci enzymi, nejcastéji z rodiny cytochromti P450 (CYP), kde
vznikaji jako meziprodukty syntézy zlucovych kyselin a steroidnich hormona (podrobnéji
shrnuto v pfehledovém clanku Hajeyah et al. (Hajeyah et al. 2020). Nékteré oxysteroly mohou
vznikat enzymatickou i neenzymatickou cestou (Obrazek 1). Oxysteroly mohou byt oxidované
jak na sterolovém jadru (4p-hydroxycholesterol, 43-HC; 7a-hydroxycholesterol, 7a-HC; 73-
hydroxycholesterol, 7B-HC; 7-ketocholesterol, 7-KC; 5a,6a-epoxycholestanol, a-EC; 5B,6B3-
epoxycholestanol, B-EC; cholestan-3f3,5a,6p-triol, CT), tak na postrannim fetézci (22(R)-
hydroxycholesterol, 22(R)-HC; 24-hydroxycholesterol, 24-HC; 25-hydroxycholesterol, 25-
HC; 27-hydroxycholesterol, 27-HC).
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Obrazek 1: Struktura a vznik nejbéZnéjsich oxysteroli. Oxysteroly mohou vznikat

neenzymatickou cestou prostfednictvim reaktivnich kyslikovych radikalii (ROS), ¢i enzymatickou
cestou prostfednictvim enzymu z rodiny cytochroma P450 (CYP), ¢i cholesterol 25-hydroxylazy

(CH25H). N¢které oxysteroly mohou vznikat obéma zminénymi zplsoby a dalsi pak mohou byt

konvertovany mezi sebou pomoci 11B-hydroxysteroid dehydrogenaz (HSD11). Cholestan-3f,5a,60-
triol je potom tvofen prostifednictvim cholesterol-5,6-oxid hydrolazové aktivity (ChEH). Obrazek
upraven a doplnén podle Kloudova-Spalenkova et al. (Kloudova-Spalenkova et al. 2020).

12



1.1.1. Fyziologicky vyznam oxysterold

Ackoli se vlidském tele vyskytuji v nizkych koncentracich (hladiny jednotlivych
oxysterolti v cirkulaci se pohybuji mezi 0,1 ng — 0,1 mg/ml plasmy), hraji oxysteroly fadu
vyznamnych roli v riznych fyziologickych procesech (Obrazek 2), které budou podrobnéji

pfedstaveny v této kapitole.

Membranova fluidita Aktivita membranovych proteini
ABCA1, ABCB1, Na*/K* ATPaza

-

HMG-CoA Metabolismus
— — > atransport

reduktaza
OxySterOIV cholesterolu a
"_" .-> — dal3ich lipid

\ e

Signdlni drahy o
Hedgehog, Wnt, MAPK Vezikularni transport a

interakce s cytoskeletem

Obrazek 2: Vyznam oxysteroli v buiice. Pfitomnost oxysterolti ovliviiuje fadu dilezitych
fyziologickych procesi, jako je metabolismus a transport cholesterolu a dalsich lipidt, vezikularni
transport, aktivita nékterych transmembranovych proteind, dale mohou ovliviiovat fluiditu membran a
také nekteré signalni drahy. Oxysteroly mohou tyto procesy ovliviiovat jak piimo, tak skrze dalsi
proteiny, jako napt. LXR, Insig, HMG-CoA reduktazy, ¢i proteiny z rodiny OSBP. Upraveno podle
Kloudova et al. (Kloudova et al. 2017).

1.1.1.1 Oxysteroly a metabolismus a transport cholesterolu

Oxysteroly se svou pfitomnosti v bufice podileji na metabolismu cholesterolu, a to hned
nékolika rliznymi zplisoby. Prvnim z téchto zplsobi je ovlivnéni aktivace proteintit SREBP (z
angl. sterol regulatory element binding proteins) (Wang et al. 1993). Tyto proteiny jsou
transkripcnimi faktory, které jsou za normalni hladiny cholesterolu v bunice lokalizovany na
endoplasmatickém retikulu, kde tvofi komplex s proteinem SCAP (z angl. SREBP-cleavage
activating protein). Na SSD doménu (z angl. sterol sensing domain) proteinu SCAP je dale
vazan protein Insig (z angl. insulin-induced gene) (Yang et al. 2002). Pokud hladina
cholesterolu v bunce poklesne, je protein Insig ubiquitinovan a komplex SREBP-SCAP je
nasledné translokovan do Golgiho aparatu, kde je roz$tépen a transkripcni faktor SREBP putuje

do jadra, vaze se na SRE elementy (z angl. sterol regulatory elements) v promotorech
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ptislusnych geni (Wang et al. 1993). Témi jsou naptiklad geny kodujici nékteré klicové
enzymy syntézy cholesterolu, nebo gen pro LDL (z angl. low density lipoprotein) receptor. Tato
regulac¢ni draha mtze byt ovlivnéna jak samotnym cholesterolem, ktery interaguje s proteinem
SCAP, tak i oxysteroly, které interaguji s proteinem Insig (Radhakrishnan et al. 2007). Skrze
SSD doménu a vazbu proteinu Insig mohou oxysteroly déle ovliviiovat hladinu HMG-CoA (3-
hydroxy-3methyl-glutaryl-CoA) reduktazy (HMGCR), kterd je jednim z klicovych enzymut
syntézy cholesterolu. Vazba proteinu Insig zplisobuje zvysenou degradaci tohoto proteinu
v proteazomu (Sever et al. 2003a; Sever et al. 2003b; Song and DeBose-Boyd 2004).

Dalsi moznosti, jak mohou oxysteroly ovliviiovat metabolismus cholesterolu a dalSich
lipidii, je ptsobeni skrze oxysterol-vazebné proteiny (OSBP, zangl. oxysterol-binding
proteins), nékteré z nich nazyvané nékdy také jako ORP (z angl. OSBP-related proteins), nebo
OSBPL (z angl. OSBP-like proteins). Tuto rodinu proteint tvoii v souc¢asné dob¢ nejméné 12
¢lenti (Jaworski et al. 2001), které se vyznacuji OHD (z angl. OSBP homology domain)
doménou, ktera je schopna na sebe vazat oxysteroly a také nékteré fosfolipidy. OSBP proteiny
se vyskytuji nejcastéji v endoplasmatickém retikulu a Golgiho aparatu, kde se mimo jiné
ucastni regulace metabolismu a transportu cholesterolu. Kromé toho také ovliviiuji aktivitu
proteinii SREBP, jak bylo popsano naptiklad pro protein ORP8 (Zhou ef al. 2011).

Jaterni X receptory, LXR (z angl. liver X receptor) jsou dalsi skupinou proteint, jejichz
aktivita je ovlivnéna pfitomnosti oxysterolii a jejichz plsobeni ovliviluje metabolismus a
transport cholesterolu. Jaterni X receptory funguji jako transkripéni faktory, které
v heterodimeru s retinoidnimi X receptory, RXR (Willy et al. 1995), ovliviluji expresi
transportérti z rodiny ABC (z angl. ATB-binding cassette), které¢ maji na svédomi membranovy
transport cholesterolu a dal$ich steroidnich molekul. Jsou jimi kupftikladu transportéry ABCA1
(Costet et al. 2000; Venkateswaran et al. 2000), ABCG1 (Venkateswaran et al. 2000), ABCGS,
¢i ABCGS (Repa et al. 2002). O komplexnosti systému regulace metabolismu a transportu
cholesterolu svéd¢i zjisténi, Ze pro sprdvnou expresi genll regulovanych LXR/RXR
heterodimery je také potteba protein z rodiny OSBP, konkrétné protein ORP2 (Escajadillo et
al. 2016).

1.1.1.2. Oxysteroly a signalni drahy

Ptitomnost oxysterolti v bunikdch ovliviiuje také nékteré signalni drahy. Ptikladem
takovéto signalni drahy je MAPK (z angl. mitogen activated protein kinase) draha. Studie
prokézaly aktivaci ERK (extracellular signal-regulated kinase) kindz této drahy v pfitomnosti

7B-HC, ¢i 25-HC (Ares et al. 2000). Kromé& toho muze byt aktivita ERK regulovana také skrze
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proteiny OSBP, kuptikladu u proteinu OSBP1 bylo prokazano ovlivnéni aktivity ERK1/2 kinaz
skrze regulaci jejich fosforylace (Wang et al. 2005).

Dalsim ptikladem signalni drahy ovlivnéné oxysteroly je draha Sonic hedgehog (Hh),
ktera hraje roli zejména v embryonalni fazi vyvoje (Carballo et al. 2018). Odborné studie
v minulosti potvrdily, ze oxysteroly, zejména ty oxidované na postrannim fetézci, jsou schopné
vazat se na protein Smoothened, ktery je soucasti této signdlni drahy, aktivovat jej a timto
zpusobem prispivat ke zvySené bunécné proliferaci. Tento efekt byl pozorovan kupiikladu u
20-hydroxycholesterolu (20-HC), ¢i 25-HC (Corcoran and Scott 2006). Také Wnt signalni
dréha, uplatiiujici se zejména béhem vyvoje, mize byt regulovdna pifitomnosti oxysteroll
oxidovanych na postrannim fetézci. V tomto ptipadé bylo toto zjisténi u¢inéno pro 22(R/S)-
hydroxycholesterol a 20(S)-HC (Kha ef al. 2004).

Mezi signalizace souvisejici s plisobenim oxysterolll patfi také signdlni drédha
PIBK/mTOR - kuptikladu aktivace transportniho proteinu ABCB1 je zprostiedkovana
skrze aktivaci drahy mTOR (Wang et al. 2013). Pusobeni oxysterolt, v tomto ptipadé 7-KC a
25-HC bylo v literatufe spojeno také se signalizaci Akt/PKB (protein-kindza B). Ptitomnost

téchto oxysterolil souvisela s degradaci PKB a indukci bunécné smrti (Rusifiol ef al. 2004).

1.1.1.3 Oxysteroly a aktivita membrdanovych proteinii

Neméné vyznamnou Ulohou oxysteroli je jejich schopnost regulovat aktivitu né€kterych
transmembranovych proteind. Jeden z piikladi — ovlivnéni exprese ABCA1 oxysteroly skrze
LXR/RXR heterodimer — byl popsan v kapitole 1.1.1.1, avSak navic byla zjiSténa modulace
jeho aktivity ovlivnénim pfimé interakce protein-protein mezi LXR a transportérem ABCA1
(Hozoji et al. 2008). Po vazbé oxysterolu dochazi k disociaci proteinu LXR z transportéru
ABCALI a tim k aktivaci tohoto transportéru. Jinym piikladem z rodiny ABC transportéri je
protein ABCBI1 nazyvany také jako P-glykoprotein. V pifipadé¢ tohoto transportéru pozorovali
autofi studie zvysenou stabilitu proteinu a také stimulaci transportu jeho substratli v pfitomnosti
7-KC (Wang et al. 2013).

Na'/K" ATPaza pati mezi dal§i transmembranové proteiny, jejichz aktivitu ovliviiuje
pfitomnost oxysteroli. Na modelu lidskych endotelidlnich buné€k bylo prokazano, ze ptitomnost
7-KC snizuje expresi al-podjednotky této ATPazy (Duran et al. 2010). K podobnému zjisténi
dospéli také autofi star$i studie, popisujici 32% sniZeni aktivity Na'/K" ATPazy v krali¢ich
bunkach hladkého svalstva aorty v pfitomnosti CT. K mirnému snizeni (o 8 %) doslo také
v pritomnosti 25-HC, avSak toto snizeni nebylo statisticky vyznamné (Peng er al. 1985).

K podobnému zjisténi dospéli také autofi sledujici dalsi transmembranovy protein, Ca*/Mg**
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ATPazu, jejiz aktivita byla sniZzena v bovinnich bunikach hladkého svalstva aorty v ptfitomnosti

25-HC (Zhou et al. 1991).

1.1.1.4. Oxysteroly, bunécné membrany a vezikularni transport

Fluidita je dilezitou vlastnosti bunéénych membrén. Mira fluidity membrany zavisi na
jejim slozeni — obsahu fosfolipidl, délce fetézce mastnych kyselin, mife nenasycenych vazeb,
a také pfitomnost molekul cholesterolu, ktery muze tvofit az 20 - 25 % obsahu bunécnych
membran a jehoz ptitomnost jejich fluiditu snizuje (Ikonen 2008). Neni tedy zcela prekvapive,
ze 1 oxysteroly se mohou inkorporovat do bunécnych membran a ovliviiovat jejich fluiditu, ¢i
permeabilitu. Navic mohou podporovat, ¢i naopak naruSovat tvorbu membranovych
mikrodomén (tzv. membranovych rafti). Konkrétni G¢inky potom zavisi na jednotlivych
oxysterolech (Massey and Pownall 2005; Rooney et al. 1986; Theunissen et al. 1986).
Naptiklad 7-KC zptisobuje vyssi rigiditu membran v bunééné liniit HUVEC (z angl. human
umbilical vein endothelial cells), nez cholesterol (Duran et al. 2010). Inkubace bun¢k se 7p-HC
také zpusobuje zvyseni fluidity membran, jak bylo prokazano na bunééné kultute priméarnich
astrocytil (Kupferberg ef al. 1991). Skrze ovlivnéni struktury a fluidity bunéénych membran
ovliviiuji oxysteroly mj. aktivitu transmembranovych proteini popsanou v ptedchozi kapitole
1.1.1.3.

Pfitomnost oxysterolii mize ovliviiovat také bunécny transport, kupiikladu mohou
ovlivilovat asociaci apolipoproteinu Al s membranou. Tato asociace je stimulovana a-EC, -
EC a 24-HC, ale naopak inhibovana 7B3-HC, 25-HC a 27-HC (Massey and Pownall 2005).
Vezikularni transport muze byt dale ovliviiovan skrze proteiny z rodiny OSBP (Lehto and

Olkkonen 2003; Wyles ef al. 2002).

1.2. Vyznam oxysterolli v patologickych stavech

Kromé vyse zminénych uloh za fyziologickych podminek hraji oxysteroly svou roli také
v fad¢é patologickych stavli, mezi které¢ patfi onemocnéni kardiovaskularni, metabolicka,
oxidativniho stresu a prozanétlivé pisobeni. Pro fadu onemocnéni mohou oxysteroly slouZit
jako biomarkery pro diagnostiku nebo sledovéani progrese daného onemocnéni (Zmyslowski
and Szterk 2019).

Mezi nemoci spojované s piitomnosti oxysteroli patii aterosklerdza, chronické

onemocnéni (tzv. kornaténi) tepen zpisobené akumulaci cholesterolu a dal$ich lipidi v cévni
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stén€. Mezi tyto lipidy patii také oxysteroly, jejichz hladina v aterosklerotickych placich je az
45krat vyssi, nez ve zdravych cévach (Iuliano et al. 2003). Pfitomnost nékterych oxysterolt
muZze navic prispivat k progresi onemocnéni, napt. 27-HC napomaha rozvoji aterosklerozy
skrze aktivaci prozanétlivych procesti (Umetani ef al. 2014). Dalsim oxysterolem studovanym
v souvislosti s aterosklerozou je 7B-HC, jehoz zvySena hladina v cirkulaci slouzi jako
prediktivni biomarker progrese ateroskler6zy karotid (Salonen et al. 1997). Vyssi hladina 73-
HC souvisi také se zvySenou peroxidaci lipidit a vyssim rizikem dalSich kardiovaskularnich
patologii, jako je ischemicka choroba srde¢ni (Rimner et al. 2005; Ziedén et al. 1999). Podobné
vysledky byly ziskany pfi studiu 7-KC a B-EC, jejichz zvysend hladina rovné€z vyznamné
prispiva k riziku kardiovaskularnich chorob a umrti v disledku ischemické choroby srdecni
(Rimner et al. 2005; Song et al. 2017).

Pritomnost oxysterolll je spojovana také s nckterymi metabolickymi poruchami. U
pacienti s diabetes mellitus (DM) byla v séru nameétena az 20krat vyssi koncentrace oxysteroll
v porovnani se zdravymi jedinci, jmenovité byla signifikantn€ zvysena hladina 7a-HC, 7B-HC,
7-KC, o-EC a B-EC (Vaya et al. 2011). Ke stejnému zdvéru dosla také studie, kterd zjistila
zvySeni celkové hladiny oxysteroli krom¢ pacienti sDM také u pacienti s
hypertriglycerolemii, hypertenzi, ¢i nadvahou/obezitou v porovnani se zdravymi jedinci. Pfi
porovnani hladin jednotlivych oxysterold se potom jako signifikantné¢ zvySené u hypertenze a
DM ukazaly 7a-HC, 7B-HC a 7-KC, v ptipadé nadvahy/obezity to potom byl pouze 7a-HC
(Menéndez-Carrefio ef al. 2011). Ke srovnatelnym vysledkim dospéla i dalsi studie, ktera
zjistila zvySenou hladinu 7-KC a CT u diabetikil ve srovnani se zdravymi jedinci. Autofi navrhli
tyto dva oxysteroly jako mozné biomarkery oxidativniho stresu u tohoto onemocnéni (Samadi
et al. 2019). V souvislosti s DM jsou jako potencidlni terapeuticky cil studovany také LXR
receptory (Steffensen and Gustafsson 2006). Vzhledem ke v§em vySe popsanym staviim, jako
je obezita, hypertenze, aterosklerdza, nebo hypercholesterolémie, jsou oxysteroly spojovany
s tzv. metabolickym syndromem, ve ktery tyto komplikace Casto vyusti.

Dalsi velkou skupinou jsou onemocnéni neurodegenerativni, kterd jsou v souvislosti
s oxysteroly intenzivné studovana. Védeckych praci na toto téma existuje mnoho, ale vzhledem
k tématu této dizertacni prace zde budou zminény jen velmi stru¢né. Oxysterolem, ktery je
v tomto kontextu nejvice studovan, je 24-HC, jehoz tvorba probihd zejména v mozku a ktery
byvéa jinak také nazyvan cerebrosterol (Liitjohann et al. 1996). Zmény jeho hladiny
v mozkomiS$nim moku a/nebo cirkulaci jsou spojeny s fadou neurodegenerativnich poruch,
protoze pocet zdravych neurondlnich bunék je pro jeho tvorbu stéZejni a pokles jeho hladiny

tedy pfimo umérné odpovidd mozkové atrofii. SniZzena hladina 24-HC je tak spojena napiiklad
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s pozdnimi fazemi relaps-remitentni i primarné¢ progresivni formy roztrouSené sklerdzy,
s Huntingtonovou chorobou, Alzheimerovou chorobou, ¢i Parkinsonovou chorobou, jak je
podrobnéji shrnuto v prehledovém clanku Leoni a Caccia (Leoni and Caccia 2011). Krom¢ 24-
HC dochézi u neurodegenerativnich onemocnéni ke zménam hladiny dalSich oxysterolt. U
pacientl s Alzheimerovou chorobou a roztrousenou skler6zou dochézi ke zvyseni hladiny 27-
HC v mozkomisnim moku, kde tato zvySend hladina znac¢i naruSeni hematoencefalické bariéry
(Leoni and Caccia 2011). Zminéné oxysteroly mohou navic pfispivat k progresi onemocnéni —
24-HC 1 27-HC zvysuji B-amyloidogenezi, ktera souvisi s rozvojem Alzheimerovy choroby,
v neuronalnich bunkach in vitro (Gamba et al. 2014).

Mezi dalS$i onemocnéni souvisejici s oxysteroly patii vékem podminéna makularni
degenerace, zavazné onemocnéni sitnice vedouci az k nevratné ztraté zraku. K rozvoji tohoto
onemocnéni muize prispivat fada oxysterolii, napi. 7-KC, 24-HC nebo 27-HC, zejména
stimulaci oxidativniho stresu, chronického zanétu a indukei bunééné smrti (Zarrouk et al. 2014;
Zhang et al. 2021). Mezi onemocnéni zraku se dale fadi Sedy zakal, kde oxysteroly rovnéz
spolupiisobi. Ve vzorcich od pacientil s timto onemocnénim byly nalezeny 7B-HC, 7-KC, a-
EC, 20-HC, ¢i 25-HC, zatimco u zdravych jedinct nebyla hladina téchto oxysterolti méfitelna
(Girao et al. 1998).

Oxysteroly hraji roli také u geneticky podminénych onemocnéni, jakymi jsou Smith-
Lemli-Opitz syndrom (SLOS) a Niemann-Pickova choroba typu C (NPC). SLOS je
autozomalné recesivné dédicné onemocnéni, které spocivd v mutaci genu pro 7-
dehydrocholesterol reduktdzu (DHCR7). Tento enzym zprostiedkovava redukci 7-
dehydrocholesterolu na cholesterol a diky mutaci genu DHCR7 tedy dochdzi k hromadéni 7-
dehydrocholesterolu v organismu. Toto hromadéni provazi fada ptiznakl, mezi néZ patii
mentalni a ristova retardace, mikrocefalie, Sedy zédkal a fada dalSich (Kelley and Hennekam
2000). NPC je rovnéz autozomalné recesivné dédicnd porucha, kterd postihuje
transmembranové proteiny NPC1 a NPC2 a v disledku které dochéazi k poruse transportu
cholesterolu a dalSich lipidd a jejich hromadéni v tkanich. Mezi projevy této nemoci patii ataxie
a demence (Ory 2000). Oxysteroly mohou v pfipadé obou zminénych nemoci slouzit jako
biomarkery (Bjorkhem et al. 2014; Boenzi et al. 2016; Porter et al. 2010; Xu et al. 2011).

Dal$im onemocnénim je osteoporoza. Bylo zjiSténo, ze zatimco nekteré oxysteroly
stimuluji diferenciaci osteoblasti (22-HC) skrze MAPK, nebo Hh signalni drdhy, jiné
oxysteroly (CT, 27-HC) plisobi v opa¢ném sméru, tj. inhibuji diferenciaci osteoblastli, nebo
zvySuji tvorbu osteoklastil (Nelson et al. 2013b; Zarrouk et al. 2014). Oxysteroly jsou okrajove

spojeny také s muzskou neplodnosti. Ve spermatu neplodnych muzi byla zjisténa
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mnohonasobné zvySena koncentrace 78-HC a 7-KC v porovnani s fertilnimi jedinci (Garolla et
al. 2018).

Velkou skupinou chorob, kde hraje pfitomnost oxysteroli vyznamnou roli, jsou
nadorova onemocnéni. Plisobeni oxysterolii na nddorové buiiky, zmény hladin oxysterolti u
pacientli s nadorovym onemocnéni a také vliv ptitomnosti oxysterolll na u¢innost protinadorové

terapie budou detailné popsany v nasledujici kapitole.

1.3. Oxysteroly a nadorova onemocnéni

Vyznam oxysterolil byl prokazéan u fady nadorovych diagnéz. Nejlépe prostudovanym
je v soucasné dobé¢ stale karcinom prsu, nicméné velka fada studii byla publikovéna i o dalSich
malignitdch. Mezi ty patii karcinom plic, prostaty, Zluéniku a Zlucovych cest, kolorektalni a
hepatocelularni karcinom, nebo glioblastom. Zminky lze v literatufe najit také pro
neuroendokrinni nador pankreatu, ovaridlni karcinom, melanom, lymfomy a leukemie, jak je
shrnuto v ptehledové publikaci Kloudova et al. (Kloudova ef al. 2017). U téchto nadorovych
onemocnéni bylo prokazano ovlivnéni bunééné proliferace, migrace a invazivity nadorovych
bun¢k, nebo bunécné smrti v pfitomnosti jednotlivych oxysterolt. Skrze tyto mechanismy
mohou mit oxysteroly vliv mimo jiné na nadorovou progresi. U¢inky jednotlivych oxysterolt

jsou podrobné&ji rozebrany nize.

1.3.1. Bunécna viabilita, proliferace a smrt
Oxysteroly mohou buné&cnou proliferaci jak zvySovat, tak inhibovat. Podobné je tomu

u bunécné smrti — pfitomnost oxysterolll mize plsobit pro-apoptoticky i anti-apoptoticky,
pficemz vysledny efekt zaleZi na konkrétnim studovaném oxysterolu a jeho koncentraci 1 na

sledovaném bunécném typu, na néjz dany oxysterol plisobi.

1.3.1.1 27-hydroxycholesterol

Ptikladem oxysterolu, ktery zvySuje bunécny riist a bunécnou proliferaci, je 27-HC.
Piisobeni tohoto oxysterolu je nejpodrobnéji probadano u karcinomu prsu. 27-HC je prvni
prokazany endogenni SERM (selektivni modulator estrogenového receptoru, z angl. selective
estrogen receptor modulator) (Umetani et al. 2007), ktery je schopny vazat se na molekulu
estrogenového receptoru (ER) a aktivovat jej (Obrazek 3). Jeho ptitomnost zvySuje proliferaci
ER pozitivnich bunéénych liniich karcinomu prsu MCF-7, HCC1428, T47D a ZR75-1, pti¢emz
toto zvyseni je srovnatelné s pisobenim estradiolu (Wu et al. 2013). Tento efekt byl kromée in

vitro experimentl potvrzen také in vivo na CDX (z angl. cell line-derived xenografts) modelu
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u mysi s xenotransplantitem odvozenym z buné¢éné linie MCF-7. U mysi po intraperitonealni
aplikaci 27-HC doslo po 28 dnech k néarGstu hmotnosti nddoru o 73 % v porovnéni s nadory u
kontrolnich jedinci (Wu et al. 2013). Mechanismus ptisobeni 27-HC na bunécnou proliferaci
zahrnuje snizeni transkrip¢ni aktivity a pokles hladiny tumor-supresorového proteinu p53, a
také zvySeni hladiny proteinu MDM2, ktery se podili na ubiquitinaci a degradaci proteinu p53
(Raza et al. 2015). Studie Ma et al. popisuje také zvySeni stability proteinu Myc prostfednictvim
potlaceni exprese jeho negativnich regulatort PP2A, SCP1 a FBW7, a tim zvySeni aktivity
tohoto onkoproteinu (Ma et al. 2016). Na bunécné linii MCF-7 byl popsan tzv. bifazicky efekt
27-HC - jeho nizkd hladina (0,1uM) zpisobovala rychlej$i rist bunék v porovnani
s kontrolnimi buitkami bez 27-HC, avSak vyssi koncentrace (> SuM) zpisobovaly zpomaleni
bunécéného ristu (Wang ef al. 2017a).

Vyznam 27-HC potvrzuji také data ziskana na vzorcich od pacientek, kdy hladina 27-
tkani pacientek s karcinomem prsu a nejvyssi hladina 27-HC byla stanovena v nadorové tkani
u pacientek (Wu ef al. 2013). Aktivni roli 27-HC v progresi karcinomu prsu naznacuje fada
dalsich vysledkii, mimo jiné expresni studie porovndvajici pacientky s vysokou a nizkou
hladinou enzymu CYP27A1, ktery mé na svédomi syntézu 27-HC a CYP7BI, ktery 27-HC
dale metabolizuje na 70a,27-dihydroxycholesterol ve sméru syntézy zluCovych kyselin.
Pacientky s niZsi expresi CYP7B]1 transkriptu vykazuji kratsi celkové prezivani (Wu et al. 2013)
a imunohistochemickd analyza ukézala také vyssi hladinu proteinu CYP27A1 u méné
diferencovanych nadort, tj. vyssiho stupné (tzv. tumor grade) (Nelson ef al. 2013a).

27-HC zvysuje bunécnou proliferaci také u dalSich hormonalné zavislych nadort, jako
je karcinom endometria. V tomto piipad¢ byla zjiSt€na zvySena proliferace bunécné linie
Ishikawa v ptitomnosti 27-HC (Wu et al. 2013). K podobnym vysledkiim dosla 1 dalsi studie,
kde 27-HC zpusobil zvySeni proliferace bunéénych linii Ishikawa a RL95. Jedn4 se o vysoce
(Ishikawa) a sttedné (RL95) diferencované bunécné linie endometridlniho karcinomu, které
exprimuji oba estrogenové receptory, tedy ERa 1 ERP. Naproti tomu, u bunééné linie
endometridlniho karcinomu MFE 280, ktera vychdzi z nizce diferencovaného nddoru a ma
nizkou az nedetekovatelnou hladinu exprese ERa i ERB, nedochdzi v ptitomnosti 27-HC ke

zménam v proliferaci (Gibson ef al. 2018).
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Obrazek 3: Schématické znazornéni ucinku 27-hydroxycholesterolu v buné¢nych
liniich. V pfitomnosti 27-HC dochazi k aktivaci estrogenového receptoru ERa a/nebo ERP, ¢i proteinu
GPR30 a v disledku této aktivace dochazi ke zvySeni bunécéné proliferace. 27-HC ale také skrze
regulaci proteini SREBP, HMGCR, LXR, nebo n¢kterych ABC transportérii reguluje eflux
cholesterolu z bunék a snizuje intracelularni syntézu cholesterolu. V disledku tohoto mechanismu
dochazi naopak k potlaceni bunécné proliferace. Vytvoreno pomoci programu BioRender
(www.biorender.com).

Aktivace estrogenového receptoru ale nemize byt jedinym mechanismem ucinku 27-
HC — jeho pfitomnost zplsobila vyssi proliferaci také u ER negativnich bunéénych linii
karcinomu prsu a ovaria SKBR-3, MDA-MB-231 a MDA-MB-468 (Avena et al. 2022).
V tomto ptipad¢ se 27-HC vaze na protein GPR30, receptor spfazeny s G-proteiny, ktery je
v buiice aktivovan estrogenem. V piitomnosti 27-HC dochazi k jeho aktivaci také a v disledku
toho dochdzi k fosforylaci ERK1/2 a k aktivaci drahy NF«B (Avena ef al. 2022). Dal$im typem
nadoru, kde byla zjiSténa zvySena proliferace v ptitomnosti 27-HC, je glioblastom, konkrétné
dvé bunécéné linie - U251 a U118 MG. V téchto liniich byla také zjiSténa aktivace signalnich
drah MAPK, mTOR, ¢i Akt (Liu et al. 2019).

Vliv 27-HC na bunéénou proliferaci byl ale studovan a prokézan také na jinych typech
nadort, kuptikladu u modelu mySiho melanomu byla zjisténa zvySena proliferace in vitro i in

vivo. Mysi bunécna linie B16-F10 vykazovala vyssi proliferaci in vitro v ptitomnosti 27-HC,
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pfi¢emz tamoxifen tuto stimulaci inhiboval. Bylo zji§téno, Ze vyssi proliferace v pfitomnosti
27-HC je zptsobena aktivaci ERa a dale také aktivaci signalnich drah MAPK a Akt (Tian et al.
2018). Vyznam 27-HC byl potvrzen také pomoci in vivo experimentl, kdy mysi
s inaktivovanym, tzv. knock-outovanym genem pro jaterni CYP27A1 vykazovaly pomalejsi
rust melanomu v porovnani s jedinci s funkénim genem (Lin et al. 2010). ZvySeni bunécéné
proliferace bylo pozorovano také u bunéénych linii karcinomu plic H1395, H23, H1975 a A549
(Hiramitsu et al. 2018; Li et al. 2022; Takada et al. 2022). Toto zvySeni vSak nebylo
zprostiedkované ERa ani GPR30, nybrz skrze protein ERP a, podobné jako v piedchozim
ptipad¢, také skrze aktivaci signalni drahy PI3K-Akt (Hiramitsu ef al. 2018).

ZvySeni bunécné proliferace skrze ERP bylo dale pozorovano u bunék karcinomu
prostaty LNCaP a PC3, ale také v nemalignim bunéném modelu prostaty RWPE-1 (Raza et
al. 2017). Na druhou stranu, v dal§i studii na karcinomu prostaty pusobil 27-HC anti-
prolifera¢né, vcetné inhibice fosforylace proteinti JAK2 a STAT3 a naslednou inhibici signalni
dréahy IL6-JAK-STAT in vitro (Dambal et al. 2020). Obdobné vysledky byly ziskany také v in
vivo experimentech na mySim CDX modelu vytvofeném pomoci lidské bunécné linie DU145,
kdy denni subkutanni aplikace 27-HC zptisobila zpomaleni ristu nddorti (Dambal ef al. 2020).

V bunéénych liniich BV-2 (mikroglie) a PCI12 (krysi feochromocytom) doslo
v ptitomnosti 27-HC k indukci senescence, v disledku akumulace ROS. Tento efekt byl na
rozdil od prostatickych linii doprovéazen aktivaci drahy IL6-STAT3, coz opét ukazuje na
rozdilny mechanismus G¢inku 27-HC v riznych bunéénych typech (Liu ef al. 2017). Nizsi
proliferaci bunék v ptitomnosti 27-HC zjistila studie na dvou kolorektalnich bunéénych liniich
Caco2 a SW620, kde pokles bunécné proliferace byl nezavisly na receptorech ER 1 LXR, ale
byla zjiSténa sniZena aktivita signalni drahy Akt (Warns et al. 2018). Potlaceni proliferace bylo
rovnéZ prokazano na bunécné linii HGC-27, kterd ptedstavuje in vitro model karcinomu
zaludku. V tomto piipadé bylo prokdzano zpomaleni proliferace v pfitomnosti 27-HC a také
dalSiho oxysterolu, 24,25-EC (24,25-epoxycholesterol). V tomto ptipadé¢ se jednalo o
mechanismus zavisly na LXR. Zajimavé vSak je, Ze snizeni exprese (tzv. knock-down) genu
pro LXRP pomoci siRNA zptisobilo slabsi potlaceni bunééné proliferace v ptitomnosti 27-HC,
avSak zvyraznilo inhibici proliferace v ptitomnosti 24,25-EC (Guo et al. 2018). Pokles
proliferace v ptitomnosti 27-HC byl dale zjistén u bunécné linie Nthy-ori 3.1, kterd piestavuje
model karcinomu §titné zlazy (Revilla ef al. 2019).

Snizeni bunétné proliferace a viability, sniZzeni mitochondridlntho membranového
potencidlu a indukci apoptozy zpiisobuje 27-HC také v buiikdch lidského neuroblastomu SH-

SY5Y a v bunécné linii C6 - krysim bunééném modelu gliomu. Tento efekt byl doprovazen

22



snizenim exprese proteint SREBP1 a HMGCR a naopak zvySenim exprese mRNA a proteinu
ABCA1 a LXRa (Wang et al. 2016). Stejny efekt byl pozorovan také u bunéénych linii
karcinomu mocového méchyife T24 a UM-UC-3, kde byla inhibice proliferace opét
doprovazena zvySenim exprese transportéri ABCA1 a ABCG1 skrze regulaci LXR a snizenou
hladinu mRNA pro LDLR (z angl. low-density lipoprotein receptor) (Liang et al. 2019) a déle
u bunéénych linii karcinomu ledvin 769-P (Zhang et al. 2022) a 786-O (Liang et al. 2022;
Zhang et al. 2022), kde opét doslo ke zvySeni exprese LXR a ABCAT a poklesu exprese LDLR
(Liang et al. 2022).

Z vyse uveden¢ho je patrné, ze 27-HC piispiva ke snizeni bunécné proliferace
ovlivnénim homeostazy cholesterolu, kdy dochazi k aktivaci drahy LXR-ABCA1/ABCGI1 a
tim 1 zvySeni transportu cholesterolu ven z buiiky. Soucasné ziejmé dochazi ke sniZeni hladiny
SREBP, ktery podporuje intracelularni syntézu cholesterolu regulaci exprese enzymu HMGCR,
klicového v syntéze cholesterolu, a LDLR fizenému poklesu transportu extracelularniho
cholesterolu (Liang et al. 2019). Inhibici proliferace v disledku aktivace LXR a zvySené¢ho
- ID8, MOE, HEY A8 a ES2, zatimco linie OVCAR3, CaOV3 a PEO4 exprimujici ER byly
vuci této inhibici rezistentni. U linie PEO4 s vysokou hladinou ERa doslo dokonce ke stimulaci
proliferace (He et al. 2019). Zda se tedy, ze pritomnost a aktivace ER v bunikach dokaze

prevazit €inky aktivace LXR.

1.3.1.2 25-hydroxycholesterol

Dal§im oxysterolem, ktery hraje vyznamnou roli v nddorovych buikach, je 25-HC.
Stejné jako 27-HC, je 1 25-HC ligandem LXR (Janowski ef al. 1996) a mize tak potlaovat
bunécnou proliferaci skrze aktivaci téchto receptorti. Na druhou stranu, 25-HC je podobné jako
27-HC schopny aktivovat receptor ERa a zvySovat tak expresi ERa-cilovych genli v bunééné
linii karcinomu prsu MCF-7 a také v bunécné linii karcinomu ovaria BG-1. V obou téchto
liniich dochazi také k indukci bunécné proliferace v ptitomnosti 25-HC (Lappano ef al. 2011).
Zpusob aktivace ER se vSak u téchto dvou oxysterolu 1isi - zatimco 27-HC pusobi na molekulu
ER jako SERM, 25-HC pusobi jako agonista (Lappano et al. 2011). ZvySeni proliferace
bunécné linie MCF-7 bylo potvrzeno také v dalsi studii, avSak toto zvySeni bylo mirnéj$i nez
v ptipadé 27-HC (Wu et al. 2013). S t€mito vysledky je vSak v rozporu starsi studie na bunééné
linii MCEF-7, kterad naopak zjistila sniZeni proliferace v pfitomnosti 25-HC (Lin and Hwang

1991).
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Také v ptipadé€ karcinomu plic (Hiramitsu ef al. 2018) a glioblastomu (Liu et al. 2019)
byl efekt 25-HC stejny jako u 27-HC, doslo tedy ke zvyseni proliferace testovanych bunéénych
linii. Stejné jako v ptipad¢ 27-HC, 25-HC snizil bunécnou viabilitu také v krysi linii C6,
modelu gliomu (Maltese et al. 1981), 1 zde byl efekt spojen s poklesem aktivity HMGCR. Na
rozdil od této shody, studie na modelovych liniich karcinomu moc¢ového méchyie T24 a RT4
zjistila, ze 25-HC zpuisobuje zvySeni proliferace téchto bunck (Wang et al. 2020a).

Opacny efekt 25-HC, tedy zpomaleni bunécné proliferace, byl pozorovan na bunécné
linii HMEC pfedstavujici normalni (nenadorovy) prsni epitel a také na liniit MDA-MB-231,
tedy model ER negativniho karcinomu prsu. Potladeni proliferace v tomto ptipadé opét
souviselo s blokovanim aktivity HMGCR (Larsson and Blegen 1993). Stejny efekt na viabilitu
a HMGCR byl pozorovan také na bunétné linii HL60, modelu promyelocytické leukemie
(Flach ef al. 2000), indukce apoptozy 25-HC byla potom prokézdna na leukemické bunécné
liniit CEM-C7 (Ayala-Torres et al. 1997), a to diky potlaceni exprese proteinu c-myc na rovni
posttranskripéni regulace (Ayala-Torres et al. 1999). Cytotoxicita 25-HC a akumulace bun¢k
v G2/M fazi bunééného cyklu byla dale pozorovana na bunééné linii THP-1, modelu lidské
monocytické leukemie (Lim et al. 2003). Na mySim modelu leukemie (linie K36) a lymfomu
(linie EL4) bylo taktéz prokazéno snizeni poc¢tu zivych bun¢k v pfitomnosti 25-HC (Hwang
1992).

Snizeni bun&cné viability, zvySeni poctu apoptotickych bunék, aktivace kaspdz 3, 7, 8 a
9, sniZeni exprese anti-apoptotickych a naopak zvySeni exprese pro-apoptotickych proteinti ze
skupiny Bcl-2 bylo pozorovano také u bunééné linie FaDu, ktera je modelem nadora hlavy a
krku (You et al. 2020). 25-HC v tomto bunééném modelu spustil apoptozu jak vnéjsi drahou
indukovanou skrze Fas receptor, tak vnitini mitochondrialni drahou. Dal§im efektem 25-HC
bylo potlaceni signalnich drah jako je MAPK, PI3K/Akt, ¢i NF«B (You ef al. 2020). Vyznam
signalizace PI3K/Akt byl potvrzen také ve studii, jeZ se zabyvala liniemi kolorektalniho
karcinomu. 25-HC spolu s lipoprotein-deficientnim sérem zapfiCinil vyrazny pocet
apoptotickych bunék u linii HT-29 a Colo-205, které¢ maji mutaci v genu B-RAF, ale nesou
nemutovany (tzn. wild-type) onkogen Ras. U linii nesoucich mutaci v genu Ras (linie HCT-
116 a LoVo) ¢i obou zminénych genech (linie BE) tato kombinace zpisobila jen mirné zvyseni
apoptotickych buné¢k (Calleros et al. 2009). Apoptdza u Ras wild-type bun€k byla provazena
aktivaci JNK kinazy, naopak bunky nesouci Ras mutaci se vyhybaly apoptoze skrze aktivaci
drahy PI3K/Akt, kterd naruSila signalizaci skrze JNK. Ani u jedné bunécné linie pfitom
nedochézelo k aktivaci p38 MAP kindzy (Calleros et al. 2009). Dalsi studie na bunécné linii

kolorektalniho karcinomu DLD-1 vSak naopak zjistila aktivaci p38 MAP kinazy v pfitomnosti
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25-HC a indukci anoikis, formy programované bunécné smrti (Tanaka et al. 2013). DalSim
mechanismem, ktery muze pfispivat k apoptdéze bunék v pfitomnosti 25-HC, je plsobeni
proteinti z rodiny OSBP, kuptikladu na bunécnych liniich hepatomu HepG2 a Huh7 bylo
prokazano, ze cytotoxicky efekt 25-HC zprostiedkovava protein ORP8 (Li ef al. 2016).

Pokles bunécné proliferace a viability byl ddle pozorovan u nenadorovych bunéénych
linii, jako jsou buiky hladké svaloviny cév (Awad et al. 2001). Vyssi hladina ROS provazena
apoptozou bunék, konkrétné oxiapoptofagii byla pozorovana u mysich fibroblastia L929 (You
et al. 2022). Tento typ bunécné smrti, jak uz nazev napovida, zahrnuje oxidativni stres spojeny
s typickymi znaky apoptdzy a autofagie (Obrazek 4). V buitkédch dochéazi k nadprodukci ROS,
zvySeni hladiny enzymu s antioxidacni aktivitou (glutathion peroxidadza, superoxid dismutaza,
katalaza), nebo peroxidaci lipidd, dale k aktivaci apoptézy skrze vnitini (mitochondrialni)
drédhu, ztrdtu mitochondrialntho membranového potencidlu, aktivaci kaspazy 3, degradaci
PARP (poly (ADP-rib6za) polymeraza), snizené expresi Bcl-2 a kondenzaci a/nebo fragmentaci
jadra, projevy autofagie potom zahrnuji tvorbu velkych cytoplasmatickych vakuol, které
predstavuji autofagické vakuoly a také aktivaci cytozolického proteinu LC-31 na LC-311, ktera
je povazovana za marker autofagie (Klionsky er al. 2008). Oxysteroly indukovanou
oxiapoptofagii podrobnéji popisuje prehledovy ¢lanek Nury ef al. (Nury et al. 2021).

7B-HC
7-KC
245-HC
25-HC

#
peroxidace I|p|du -
"¢ V.. -> -»> (0
LC-3I LCSII ‘ue
T

glutathion peroxidaza
oxidativni stres superoxid dismutaza

katalaza
ztréta
@ membréanového

potenciélu

v b

uvolnéni cytochromu c
aktivace kaspézy 9
tvorba apoptozomu

autofagozém

oxiapoptofagie

\

kaspaza 3

Obrazek 4: Schéma ucinku nékterych oxysterolii a jejich indukce oxiapoptofagie. Pro
nekteré oxysteroly, jako je 7p-HC, 7-KC, 24(S)-HC, ¢i 25-HC byl popsan specificky zptisob bunééné
smrti, tzv. oxiapoptofagie, ktera zahrnuje typické markery apopozy i autofagie. Vytvofeno pomoci
programu BioRender (www.biorender.com).
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Na druhou stranu, na modelu bun¢k pigmentového epitelu sitnice ARPE-19 25-HC sice
vyznamné zvySoval produkci ROS a také prozanétlivych chemokinti (IL-8, MCP-1), ale
nedochézelo ke snizeni bunééné viability (Dugas et al. 2010). Na modelu bunééné linie
oligodendrocytii 158N byla zjisténa snizena viabilita, nartst poctu apoptotickych bunék,
depolarizace mitochondrialni membrany a naruSeni integrity lysozomu (Nury et al. 2013;
Trousson et al. 2009), s timto efektem opét souvisela aktivace LXRp a také dalSiho receptoru,
PXR (z angl. pregnane X receptor), které dale zapficinili aktivaci fosfolipazy A2 (Trousson et
al. 2009). Snizeni viability bylo pozorovano také na primarnich progenitorovych bunck
oligodendrocyti, kde v pritomnosti 25-HC dochazelo k potlaceni fosforylace proteinu Akt, tedy
potlaceni signalizace IGF-I-PI3K/Akt (Romanelli et al. 2009).

Z dostupnych zdroju je tedy patrné, ze vysledny ucinek 25-HC opét velmi zalezi na
konkrétnim bunééném typu, ktery je studovan. Nékteré mechanismy ucinku, jako je ovlivnéni
bunécné proliferace skrze ER, LXR, ¢i HMGCR, jsou podobné jako u 27-HC. Ne ve vSech
bunécnych typech jsou vSak u€inky obou oxysterolti shodné a bude nutné provést dalsi analyzy

pro kone¢né objasnéni jejich ucinku.

1.3.1.3 7-ketocholesterol

7-KC je dalSim biologicky aktivnim oxysterolem. Jeho vznik je zapfi¢inény zejména
pusobenim ROS a jeho ptitomnost dale prispiva ke zvySovani oxidativniho stresu v bunkach,
nasledkem ¢ehoz muize dochazet k oxiapoptofagii, jak bylo popsadno na bunécéné linii 158N
(Nury et al. 2015; Nury et al. 2014). Podobné vysledky byly publikovany také pro bunécnou
linii MC3T3-E1, model mysich osteoblastii. Zde v pfitomnosti 7-KC dochdzelo k poklesu
bunééné viability, zvySeni ROS, aktivaci kaspaz 3 a 7 a také ke zvySeni exprese dvou makeri
stresu endoplasmatického retikula, CHOP a GPR78. Tyto t¢inky 7-KC byly potlaceny u bungk,
které byly predem inkubovany s N-acetylcysteinem, inhibitorem ROS (Sato ef al. 2017). Na
modelu mySich makrofagh RAW264.7 byl opét pozorovan podobny efekt, tedy tvorba ROS,
poskozeni mitochondrii, uvolnéni cytochromu ¢ a aktivace kaspaz 9 a 3 (Xiao et al. 2020).
Mutagenni efekt 7-KC, dvojtfetézcové zlomy v DNA, zvySend aktivace superoxid dismutazy
(SOD) a kaspaz 3 a 7 byly rovnéz pozorovany na bunécéné linii CHO ziskané z ovarii ¢inského
kiecka (Wang et al. 2020b), genotoxicky efekt byl v tomto piipad€ sniZzen pii vyuziti butyl
hydroxytoluenu (BHT), ktery inhiboval peroxidaci lipidd.

Na modelové linii ARPE-19 byla vSak v pfitomnosti 7-KC zjiSténa bunécna smrt na

kaspazach nezavisla, doprovazena opét zvysenou produkei ROS a prozanétlivého interleukinu
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IL-8 (Dugas et al. 2010). Cytotoxicky efekt, hyperpolarizace mitochondridlnich membran a
zvySeni apoptdzy bun€k bez signifikantnich zmén v aktivaci kaspaz 3 a 7 byl pozorovan
v lidskych mezenchymalnich kmenovych buiikach izolovanych z tukové tkané (Levy et al.
2014).

Kromé¢ popsanych efektli na buiiky nenadorového charakteru, mize byt 7-KC ale také
zajimavym hra¢em ve studiu nadorti. 7-KC je hlavnim produktem oxidace LDL (Brown et al.
1996), pficemz pfitomnost tzv. oxLDL v séru pozitivné koreluje se zvySenym rizikem
karcinomu prsu, nebo ovaria (Delimaris et al. 2007). Vliv oxLDL byl studovan na tadé
nadorovych bunécnych liniich - HT29 (karcinom tlustého stfeva), OVCAR3, OVCARS
(karcinom ovaria), HelLa (karcinom d¢lozniho c¢ipku), MCF-7 (karcinom prsu), A549
(karcinom plic) a PC3 (karcinom prostaty), pfi€emz u vSech linii doslo ke zpomaleni proliferace
bunck a snizeni bunécné viability v pfitomnosti téchto oxidovanych lipoproteini, zatimco
neoxidované LDL nemély na viabilitu zddny vliv (Zabirnyk et al. 2010). Tento efekt byl
doprovazen zvySenou produkci ROS, stépenim PARP (poly(ADP-ribozo)polymerdzy) a
aktivaci LC-31 na LC-31II, mizeme tedy opét mluvit o oxiapoptofagii. Pfi podrobnéjsi analyze
bylo zjisténo, ze hlavni komponentou oxLDL, ktera zpiisobuje tento efekt na bunécné kultury,
je praveé 7-KC (Zabirnyk et al. 2010). Cytotoxicky efekt 7-KC byl rovnéz pozorovan u ER
negativni bunééné linie MDA-MB-231, kde v jeho pfitomnosti doslo k poklesu poctu zivych
bunék. Tento efekt byl provazen zvySenou expresi proteinu SMO a déle zvySenou expresi
receptoru LXRa a transportéri ABCA1 a ABCG1 (Levy et al. 2019).

Na druhou stranu, existuji také prace, které popisuji mitogenni efekt 7-KC pti pouziti
nizkych koncentraci. Na bunikdch hladké svaloviny ziskanych z aorty 8 krysich jedincti byla
prokédzana zvySena proliferace bun¢€k inkubovanych s 2,5uM 7-KC v porovnani s kontrolnimi
bunikami, pfi¢emz do tohoto zvySeni proliferace byly zahrnuty signalizace EGFR, ERK a
PI3K/Akt (Liao et al. 2010). Podobné jako u 27-HC, byl i pro 7-KC popsan tzv. bifazicky efekt.
Ptitomnost 7-KC v nizkych koncentracich zvySovala buné¢nou proliferaci a naopak ve vysSich
koncentracich dochazelo k potlaceni bunécéného riistu v ptitomnosti 7-KC. Tento efekt byl
pozorovan u ER pozitivnich linii MCF-7, T47D a MCF-7/ADR (linie MCF-7 resistentni
k doxorubicinu), ale ne u ER negativni bunéc¢né linie MDA-MB-231 (Wang et al. 2017a), avSak
star$i studie na linit MCF-7 tento efekt u 7-KC nepozorovala (Wu et al. 2013). Studie Wang et
al. navic prokazala prostfednictvim kvasinkového reportérového systému (YES, z angl. yeast
reporter systém), ze piitomnost 7-KC slabé (o 14 %) stimulovala aktivitu receptoru ERa (Wang
et al. 2017a). Studie na modelové linii APRE-19 vSak naopak prokazala inhibici signalizace

prostfednictvim ER v ptfitomnosti 7-KC (Dasari et al. 2013).

27



Zda se tedy, ze 7-KC mitize aktivovat ¢i inhibovat ER v zavislosti na bunééném typu a
pokud se 7-KC v dalSich studiich potvrdi jako agonista ER v buné¢nych liniich karcinomu prsu,

mohl by tento efekt pfispivat k popsanému bifazickému efektu 7-KC.

1.3.1.4 7B-hydroxycholesterol

Efekt 78-HC je zejména cytotoxicky. Stejné jako v pripad¢ 7-KC, byla u bun¢k 158N
v ptitomnosti 7B-HC popsana oxiapoptofagie (Nury et al. 2015) a, také stejné€ jako u 7-KC, byla
na bunécné linii ARPE-19 v pfitomnosti 7B-HC pozorovana aktivace na kaspazach nezavislé
apoptdzy. V tomto piipadé opét dochazelo k nadprodukci ROS a IL-8 (Dugas et al. 2010).
Snizeni bunécné viability bylo pozorovano také v bunécéné linii karcinomu kolorekta Caco?2.
Ptitomnosti 7B-HC nezptsobila aktivaci kaspdzy 3 ani8, aktivita kaspazy 9 byla signifikantné
zvySend az s vyraznym zpozdénim. Pfitomnost inhibitoru kaspaz Z-VAD.fmk navic neméla na
ucinek 7B-HC Zzadny vliv (Roussi et al. 2005), zda se tedy, ze i zde je indukce apoptdzy
zprostfedkovana na kaspazach nezavislym mechanismem. Exprese proteinti Bel-2 a Bax byla
v pfitomnosti 7B-HC také nebyla nezménéna, avSak doSlo ke zvySeni oxidativniho
stresu, poklesu mitochondridlniho membranového potencidlu a uvolnéni cytochromu c, pifi 7p-
HC indukované apoptéze tedy dochézi k permeabilizaci mitochondridlni membrany (Roussi et
al. 2007). Efekt 7B-HC v bunééné linii Caco2 byl dale provazen akumulaci bun¢k v S fazi
bunécného cyklu (Roussi ef al. 2005), zatimco v bunééné linii THP-1 byla apoptdza bunék
provazend akumulaci bun¢k v G2/M féazi (Lim et al. 2003), stejné jako bylo v piedchozi
kapitole popsano pro 25-HC.

SniZena viabilita byla pozorovana také u monocytické bunécné linie U937 izolované
z histiocytického lymfomu (Lordan et al. 2008; Lyons ef al. 2001), pficemz tento efekt 78-HC
byl sniZzen v ptipad€ inkubace bunék soucasné s 7B-HC a a-tokoferolem (Lyons et al. 2001),
ktery patii mezi antioxidanty. Jiné antioxidanty, jako apigenin, lykopen, ¢i astaxantin, vSak
nemély stejny efekt (Lordan et al. 2008). Stejné jako u linie Caco2, byl 1 u buné€k U937 efekt
doprovazen snizenym membranovym potencidlem a uvolnénim cytochromu c, ale ne aktivaci
kaspazy 8 (Ryan et al. 2005).

Pritomnost 78-HC zptsobila pokles viability také ve ctyfech liniich pfedstavujicich
modely pro studium nadort hlavy a krku, SCC9, SCC25, CAL27 a FaDu. U téchto bun¢k byla
pozorovana jak apoptdza, tak nekroza a to v rizném pomeéru v zdvislosti na bunécné linii a
koncentraci 78-HC. Efekt byl u bun€k dale doprovazen snizenou expresi cyklooxygenazy-2,
zatimco exprese cyklooxygendzy-1 nebyla zménéna (Heiduschka et al. 2009). Bunécnéa smrt

modelové linie glioblastomu C6 v pfitomnosti 73-HC byla doprovazend zménami na urovni

28



membranovych lipidi — dochazelo ke zménam v poméru volného a esterifikovaného
cholesterolu — v kontrolnich buiikach volny cholesterol ptedstavoval az 75 % vSech sterold,
zatimco ptitomnosti 7B-HC pouhd 2 %. V membrandch dochazelo k akumulaci 7-keto-
hydroxycholesterolu, 7B-HC a jeho esterti. Soucasné dochazelo k fosforylaci AMP-aktivované
protein kinazy, aktivaci signalizace PI3K/Akt, aktivaci p38 MAPK. V prvnich 6 hodinach
inkubace doslo rovnéz k aktivaci kindzy ERK, ale ta blyla po 24 hodinach inkubace s 78-HC
naopak zcela inhibovéna. K fosforylaci Akt a p38 MAPK vsak nedoslo, pokud byl soucasné
pridan inhibitor esterifikace 73-HC - tetrakain (Clarion et al. 2012). Z vySe uvedeného je patrné,

ze prave esterifikace je pro ucinnost 7p-HC klicova.

1.3.1.5 Cholestan-3,50,6p-triol

Cholestan-3f,5a,6B-triol, nazyvany zjednodusené také jako cholestantriol, triol nebo
CT, patii mezi vysoce toxické oxysteroly. Na bunééné linii kieccich ovarii CHO prokazal
nejvyssi schopnost inhibovat bunéénou viabilitu mezi sedmi testovanymi oxysteroly (CT, 25-
HC, 19-hydroxycholesterol, 7-KC, 7B-HC, a-EC, B-EC), kdy hodnota ICso po 24hodinové
inkubaci byla pro CT 43 + 20 uM, pro 25-HC 60 + 18 uM a v piipad¢ vSech dalSich oxysterolil
ptesahovala 100 pM (Woods and O'Brien 1998). Na bunécné linii CHO-K1, ktera je subklonem
linie CHO, byl pozorovan genotoxicky ucinek CT (ale ne 7-KC ani o-EC. Pfitomnost CT
zvysila tvorbu ROS, zvysila vyskyt chromozomovych aberaci a pomoci Amesova testu byla
prokézana jako mutagenni (Cheng ef al. 2005). Tento efekt CT byl potlac¢en, pokud byly buiiky
pfedem inkubovany s kataldzou ¢i superoxid dismutazou.

CT vyznamné snizil bunécnou proliferaci u tfech testovanych linii karcinomu prostaty
LNCaP, CDXR-3, DU-145 a PC-3 in vitro (Lin et al. 2013), ale také v in vivo experimentech,
kdy denni davka 20 mg/kg CT po dobu 3 tydni vyznamné zpomalila riist nddort. Na
modelovych liniich byla pozorovana akumulace bunék v G1 fazi bunééného cyklu. Na in vitro
1 in vivo Grovni byla pozorovana inhibice Akt signalizace a CT se projevil také jako slaby
aktivator LXRa (Lin ef al. 2013). Stejné tak na bunééné linii MDA-MB-231 byla spolu
s indukci bunééné smrti v pfitomnosti CT pozorovana zvysSena exprese LXRa a dale také
exprese ABCA1, ABCG1 a proteinu SMO (Levy et al. 2019).

V porovnéni s vySe zminénymi oxysteroly patfi CT u nadorovych linii zatim k t€ém
méné prostudovanym a jeho ucinky na rizné bunééné kultury, vcetné specifickych

molekularnich mechanismi bude potfeba prostudovat v dalSich analyzach.
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1.3.1.6 50,6a-epoxycholestanol a 5p,6[-epoxycholestanol

a-EC a B-EC patii mezi produkty autooxidace cholesterolu a prekurzory CT. Hydrolyzu
a/B-EC na CT katalyzuje komplex AEBS (z angl. antiestrogen binding sites), ktery se sklada ze
dvou enzymi - 3B-hydroxysterol-A8-A7-isomerazy (D8D7I, ¢i také EBP — z angl. emopamil
binding protein) a 7-dehydrocholesterol reduktdzy (DHCR7). Mezi ligandy tohoto komplexu
patii nejen o/B-EC a CT, ale také napiiklad tamoxifen (de Medina et al. 2010). Vazba
tamoxifenu na AEBS zpiisobuje akumulaci o/f-EC v bunécné linii MCF-7 a tato akumulace
v bunice prispiva k bunééné smrti. V pfipadé¢ o-EC mechanismem zavislym na LXRp a v
ptipad¢ B-EC mechanismem na LXR nezavislym (Segala et al. 2013). Akumulace téchto
oxysterolt je tedy jednim z dal$ich mechanismi u¢inku tamoxifenu.

Jak bylo popsano dal§imi studiemi vySe, na rozdil od CT nebyla ptitomnost a-EC a/nebo
B-EC popsana jako cytotoxickd nebo genotoxicka (Cheng et al. 2005; Woods and O'Brien
1998).

1.3.1.7 Ostatni oxysteroly

Mezi ostatnimi oxysteroly miizeme zminit naptiklad 7a-HC, ktery je spolu s 25-HC, 78-
HC a 7-KC soucésti oxLDL partikuli. Ze vSech 4 zminénych oxysterolti je vSak nejméné
toxicky (Rodriguez et al. 2004) pro bunééné linie pigmentového epitelu sitnice. Podobné tomu
bylo u bunécné linie U937, kde 78-HC a 7-KC, ale ne 7a-HC, zpiisobovaly apoptoézu bunék,
doprovazenou fragmentaci bunééného jadra, ztratou mitochondridlniho potencialu, aktivaci
kaspazy 3, degradaci PARP, nebo zvySenou produkci ROS (Miguet-Alfonsi et al. 2002).

Utinky 4a-hydroxycholesterolu (4a-HC) a 4p-HC byly studovany v bunééné linii
158N. V ptipadé 40-HC byly pozorovany pouze mirné Gi¢inky na bunécnou viabilitu pii pouziti
vysokych koncentraci tohoto oxysterolu. Na rozdil od 4a-HC, pfitomnost 43-HC zplsobila
ztratu mitochondrialniho membranového potencidlu, poruchy integrity lysosomalni membrany
a zvysenou tvorbu ROS. 4B-HC potlacoval bunécny rist, toto potlac¢eni bylo vS§ak mén¢ ucinné
v porovnani s 7-KC a 25-HC. 4B-HC, avsak nikoliv 4a-HC, také aktivoval LXRa 1 LXRJ (Nury
etal. 2013).

24-HC je oxysterolem studovanym zejména v souvislosti s neurodegenerativnimi
poruchami. Z nadorovych onemocnéni byl popsan jeho vliv na vyvoj neuroendokrinniho
narodu pankreatu (Soncini ef al. 2016). Studie na bunééné linii karcinomu mocového méchyie
T24 popsala mirné zvySeni bunééné proliferace v ptitomnosti 24(S)-HC (Wang et al. 2020a).

Na bunécné linii 158N pro néj, stejné€ jako pro diive zminéné oxysteroly, byla popsana indukce
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oxiapoptofagie (Nury et al. 2015). Ta byla popsana také v ptipadé 7a,25-dihydrocholesterolu u
bunécné linie mysich fibroblastii L929 (Kim ef al. 2022).

V neposledni fad¢ je pak tfeba dodat, ze oxysteroly se v lidském téle nevyskytuji
jednotlivé, ale v komplexni smési a je proto zajimavé podivat se také na jejich piisobeni
dohromady. Studie Biasi et al., zkoumala mix oxysterolii v poméru, v jakém jsou zastoupeny
v potravinach bohatych na cholesterol, kde vznikaji prave v disledku oxidace cholesterolu. Pro
test uCinku tohoto mixu byla vyuzita bunécna linie Caco2 a mix o koncentraci 60 uM, kde
zastoupeni jednotlivych oxysteroli bylo 42,96 % 7-KC, 32,30 % a-EC, 5,76 % B-EC, 4,26 %
70-HC a 14,71 % 7B-HC. Nasledn¢ na této bunétné linii testovali také Gcinky jednotlivych
oxysterolil a to v koncentracich, v jakych byly zastoupeny v mixu: 25,8 uM 7-KC, 19,4 uM a-
EC, 3.4 uM B-EC, 2,6 uM 70-HC a 8,8 uM 7B-HC. Builky inkubované s mixem oxysterolil
vykazovaly zvySenou aktivitu kaspaz 3 a 7, mirné zvySeni aktivity NADPH oxidazy NOXI,
produkci IL-8 a MCP-1. V ptipadé aplikace jednotlivych oxysterolii se jako nejucinnéjsi
prokazal 7B-HC, v jehoz pfitomnosti byla aktivace kaspaz signifikantné vys$i nejen
v porovnani s kontrolnimi buiikami, ale také v porovnani s butikami inkubovanymi s mixem
oxysteroli. Aktivace NOX1 byla taktéz vyssi v ptipadé inkubace s jednotlivymi oxysteroly,
konkrétné¢ a-EC a 7B-HC, v porovnani s mixem oxysterolll. Zména na urovni IL-8 nebyla
v ptipadé¢ inkubace s jednotlivymi oxysteroly signifikantni u Zzadného ze studovanych
oxysterold, ale zména na Grovni MCP-1 proteinu byla opét signifikantni u 78-HC testovaného
samostatné (Biasi et al. 2013). Pfi analyzach oxysteroll je tedy potfeba myslet i na tento
fenomén, kdy oxysterol pouzity samostatné mize vykazovat jinou i€innost, nez pii jeho pouziti

ve stejné koncentraci, ale v kombinaci s dal§imi testovanymi oxysteroly.

1.3.2 Bunécna migrace a invazivita
Dalsim procesem, ktery miize byt v pfitomnosti oxysterolii ovlivnén, je bunécna

migrace a invazivita. Tento proces je dulezity v fad€ procest, jako je hojeni ran, embryogeneze,
¢1 imunitni odpovéd’, v ptipadé nadorovych buné€k je potom klicovy pro tvorbu metastaz.
Prvnim oxysterolem, ktery bude v této kapitole diskutovan, je 27-HC. Krom¢ jiz diive
publikovaného vlivu na proliferaci bunéénych linii karcinomu prsu, byl na téchto modelech
popsan také vliv na bunécnou migraci a invazivitu. U ER pozitivni bunééné linie karcinomu
prsu MCF-7 byly pozorovany zmény vedouci k mezenchymalnimu fenotypu bunék, pokles E-
kadherinu a B-kateninu (Torres et al. 2011). U ER pozitivnich linii MCF-7 a T47D, ale také u
ER negativnich bunck MDA-MB-231 doslo v ptfitomnosti 27-HC ke zvySené tvorbé ROS,
aktivaci STAT3 a VEGF signalizace a v disledku toho také k indukci exprese matrix
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metaloproteindzy 9 (MMPY) (Shen et al. 2017; Zhu et al. 2016). Buiiky vykazovaly zvySenou
expresi vimentinu a proteinu ZEB1 a pokles exprese E-kadherinu (Shen et al. 2017). VSechny
tyto zmény nasvédcuji tzv. epitelidlné-mezenchymalni tranzici (EMT), ke které u nddorovych
bunék dochazi pii procesu vzniku metastaz. Také dal§i prace popisuje indukci migrace a
invazivity bun¢k a indukci exprese markerit EMT u bunék karcinomu prsu nezavisle na ERa.
V tomto ptipad¢ autofi popisuji aktivaci IGF a EGF signalizace skrze ER (Mashat ez al. 2021).
Ptitomnost 27-HC muze déle indukovat také endotelialni-mezenchymalni tranzici (EndMT) u
endotelialnich bunécnych linii HMEC-1 a HUVEC. V téchto bunécnych liniich doslo inkubaci
s 27-HC ke zvyseni exprese MMP2 a MMP9 a také k aktivaci STAT3. Spole¢nou kokultivaci
bylo navic zjiSténo, ze indukce EndMT u endotelidlnich bunék usnadituje EMT u epitelialnich
bunéénych linii karcinomu prsu (Jiao et al. 2020). 27-HC ma tedy na nadorové bunky nejen
pfimy vliv, ale mize je ovliviiovat i nepfimo skrze builky nddorového mikroprostiedi a
napomahat indukci angiogeneze nezavisle na ER statusu bun¢k karcinomu prsu.

Velmi podobny vysledek byl pozorovan také u karcinomu plic, konkrétné u bunéénych
linii A549 a H1975, kdy ptitomnost 27-HC zvySovala invazivitu testovanych bunéénych linii a
to jak samostatné, tak ale zejména v experimentu, kdy byly builkky karcinomu plic
kokultivovany s makrofagy odvozenymi od bunééné linie THP-1 (Li et al. 2022). EMT,
zvySend migrace a invazivita v pfitomnosti byly rovné€z pozorovany u bunécnych linii
glioblastomu (Liu et al. 2019). 27-HC také zvySuje migraci v bunéCnych liniich
hepatoceluldrniho karcinomu Huh7 a HCC-MC3 bez ovlivnéni bunécné proliferace (He et al.
2022). U bunécnych linii karcinomu S§titné Zlazy potom dochdzi ke zvySeni migrace bungk,
ackoli proliferace téchto bun¢k je pfi inkubaci (se stejnymi koncentracemi) 27-HC snizena
v porovnani s kontrolnimi butikami (Revilla ef al. 2019). 27-HC ma v neposledni fad¢ také
imunostimulaéni u¢inky - indukuje migraci monocyti a lymfocytl, aktivuje signalizaci
PI3K/Akt a zvySuje expresi chemokinii CCL2, CCL3 a CCLA4, ¢i expresi MMPY, ¢imZ ptispiva
k vyvoléani zanétlivé reakce (Kim ef al. 2016; Kim et al. 2014; Shi et al. 2019).

U modelovych bunécnych linii prostaty bylo naopak zjisténo zpomaleni invazivity
v ptitomnosti 27-HC, avSak jen u nadorovych linii LNCaP a PC3, ale ne u nemaligni linie
epitelu prostaty RWPE-1 (Raza et al. 2017). Jak je jiZz popsano v piedchozi kapitole, proliferace
byla pfitom zvySena v piipad¢ vSech tii testovanych linii. Naopak zpomaleni proliferace i
migrace/invazivity bylo pozorovano na bunééné linii karcinomu prostaty DU145 (Dambal et
al. 2020), a dale také na modelovych liniich rendlniho karcinomu 786-O a 769-P (Liang et al.
2022; Zhang et al. 2022) a karcinomu Zaludku HGC-27 (Guo et al. 2018).
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ZvySeni migrace a invazivity bunék karcinomu zaludku AGS a MGC-803 zjistili autofi
studie Wang et al. pii inkubaci téchto bun¢k s 25-HC. Spolu se zvySenou migraci a invazivitou
autofi detekovali zvySenou aktivitu MMP1, MMP2, MMP3, MMP9 a MMP13, a dale aktivaci
receptoru TLR2 (z angl. Toll-like receptor 2) a NFkB. 25-HC pfitom neovliviioval proliferaci
studovanych linii (Wang et al. 2019b). Ke stejnému vysledku dosli autofi také u bunééné linie
hepatocelularniho karcinomu HepG2, kdy v pfitomnosti 25-HC opét doslo ke zvysené aktivaci
jmenovanych matrix metaloproteindz. V tomto pfipad¢ byla vSak migrace a invazivita zavisla
na receptoru TLR4. Ve jmenovanych buiikach opét doslo k aktivaci NFkB a déle také k aktivaci
celé fady proteint signalnich kaskad - ERK, p38 MAPK, SAPK/JNK, PI3K/AKT a STAT-3
(Wang et al. 2019a). 25-HC zvySoval také proliferaci a invazivitu u modelovych linii plicniho
adenokarcinomu A549 a NCL-H1975 a to jak samostatné, tak v ptipadé kokultivace s THP-1
derivovanymi makrofagy. Zvyseni migrace bylo zavislé na aktivaci LXR a sekreci IL-1p, které
dale zptsobovaly zvySeni exprese proteinu Snail (Chen et al. 2017).

Glioblastomové bunééné linie U§7MG and GM 133 navic v pfitomnosti prozanétlivych
cytokinii (TNFa, IL-1B) zvySuji expresi cholesterol 25-hydroxylazy, enzymu ktery syntetizuje
25-HC. ZvysSena syntéza a sekrece 25-HC pak ma za nasledek indukci migrace THP-1
monocytl, které byly v citované studii pouzity jako model makrofagli asociovanych s nddorem
(z angl. tumor-associated macrophages) (Eibinger et al. 2013). Tyto vysledky naznacuji, Ze by
syntéza 25-HC mohla ptispivat k pfilakani imunitnich bun€k do nadorového mikroprostiedi a
ukazuji moznou cestu k vyuziti tohoto fenoménu v cilené terapii.

V ptitomnosti 25-HC a 7-KC bylo naopak zaznamenano zpomaleni migrace bunék SRA
01/04 lidského epitelidlniho modelu Cocky. Tento efekt oxysterolli zahrnoval aktivaci malych
GTPaz, jako jsou Rho, Rac a Cdc42, které reguluji aktinovy cytoskelet (Girao et al. 2003).
Zpomaleni migrace bun¢k v pfitomnosti 7-KC bylo dale pozorovano na endotelovych buiikéach
HUVEC ziskanych z lidské pupecnikové zily (Honda et al. 2018) a bunikach ziskanych z cévni
hladké svaloviny (Oyama et al. 2002). Na druhou stranu, na bunikach hladkého svalstva aorty
ziskanych z krys byla v pfitomnosti 7-KC a o-EC pozorovédna stimulace migrace spole¢né
s vys$si expresi MMP2 a MMP9, a aktivaci PI3K/AKT a EGFR (Liao et al. 2010). 7-KC dale
indukoval EndMT a migraci skrze aktivaci TGF a SMAD3 u choroidalnich endotelialnich
bunck (Wang et al. 2021). ZvySena migrace v pritomnosti 7-KC byla pozorovana 1 v piipadé
mikroglii (Diestel et al. 2003; Indaram et al. 2015) a makrofagti (Uchikawa et al. 2022).
VSechny analyzy vlivu 7-KC na buné€nou migraci tak ukazuji na jeho tlohu v prozanétlivych

procesech a onemocnénich jako je ateroskler6za ¢i makularni degenerace, avSak do doby
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dokonceni této dizertacni prace nebyla publikovana Zadna studie analyzujici potencialni vliv 7-
KC na bunécnou migraci u naddorovych modela.

Z dalsich oxysterolll miizeme zminit CT, ktery vyznamné zpomalil bunécnou migraci i
invazivitu u linii karcinomu prostaty LNCaP, CDXR-3, DU-145 a PC-3 (Lin et al. 2013), nebo
70-HC, ktery naopak zvysil migracni potencial bunééné linie THP-1 (Kim ef al. 2015).

1.3.3 Oxysteroly a imunitni systém
Tématu, jak pfitomnost oxysterold ovliviiuje bunky imunitniho systému a jeho

fungovani za riznych fyziologickych 1 patologickych podminek, se vénuje fada
experimentalnich studii 1 pfehledovych publikaci. Vliv oxysteroli na imunitni systém je ¢asto
studovan u neurodegenerativnich a stfevnich onemocnéni, revmatoidni artritidy, nadord,
aterosklerézy, ¢i respira¢nich onemocnéni (de Freitas et al. 2022). Vzhledem k vyznamu
imunitniho systému v procesu karcinogeneze je potfeba toto téma kratce zminit i v této
dizertaéni praci, i kdyZ experimentalné nebylo zahrnuto.

Vliv oxysteroli na fungovani imunitniho systému mulzeme rozdélit na 1)
zprostfedkovany LXR a 2) LXR nezavisly (Traversari et al. 2014). Pfitomnost oxysteroll
ovliviiuje rizné typy imunitnich bunck, jako jsou makrofagy, neutrofilni granulocyty,
dendritické buniky, oligodendrocyty, astrocyty, ¢i lymfocyty T a B fady (de Freitas et al. 2022;
Traversari et al. 2014). Obecné jejich efekt vede k potlaceni protinddorové imunitni odpovédi
(Obrazek 5).

Jednim z ptiklad je schopnost oxysterolli inhibovat expresi chemokinového receptoru
CCR7 skrze LXRa v dozravajicich dendritickych bunikéch, potlacovat jejich migraci do
miznich uzlin a aktivovat T-lymfocyty (Villablanca ef al. 2010). Tento G¢inek je vSak zcela
opacny v nezralych dendritickych buiikach (Feig ef al. 2010). Kromé toho mohou oxysteroly,
opét skrze aktivaci LXR, potlacovat proliferaci aktivovanych B- a T-lymfocyti (Bensinger et
al. 2008). Oxysteroly také plisobi jako chemoatraktans pro neutrofilni granulocyty a
napomahaji tak jejich infiltraci do nadorového mikroprostiedi (Raccosta et al. 2013b). Tento
jev je zprosttedkovan mechanismem nezavislym na LXR, skrze chemokinovy receptor CXCR2

(Raccosta et al. 2013a).
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Obrazek 5: Schéma tcinku oxysterolii na buiiky imunitniho systému v nadorovém prostiedi. (A)
V ptipadé€ nezralych dendritickych bun€k v nadorovém mikroprostfedi dochazi k aktivaci LXR a
k expresi MERTK, zvysené fagocytdze nadorovych antigend, a migraci dendritickych bunék do
miznich uzlin. (B) V ptipad¢ zralych dendritickych bunék je ale efekt opacny, dochazi k inhibici
chemokinového receptoru CCR7, potlaceni migrace dendritickych bun€k do miznich uzlin a tudiz i
potlaceni aktivace T-lymfocyti. (C) Oxysteroly uvolnéné z nddorovych bun¢k mohou také zpomalit
proliferaci tumor-infiltrujicich T-lymfocytt ¢i plisobit (D) mechanismem zavislym na chemokinovém
receptoru CXCR?2 a lakat do nadorového mikroprosttedi neutrofilni granulocyty, které potlacuji
aktivitu T-lymfocytl a/nebo indukuji neoangiogenezi. iDC — nezralé dendritické buriky, TAA —
s tumorem asociované antigeny. Pfevzato a upraveno podle Traversari ef al. (Traversari et al. 2014).

1.3.4. Oxysteroly a protinddorova terapie

Kromé vSech vysSe zminénych vlivi, které oxysteroly maji na fadu bunécnych typl a
jakymi mohou pfispivat ke karcinogenezi, nddorové progresi i tvorbé metastaz, muize
pritomnost oxysterolii ovlivitiovat také G¢innost protinadorové terapie. V poslednich letech se
touto problematikou zabyvala fada studii. Tyto studie byly v roce 2020 shrnuty v piehledovém
¢lanku publikovaném nasi skupinou (Kloudova-Spalenkova ef al. 2021). Soucasti této kapitoly

bude tedy stru¢né shrnuti zaloZzené zejména na tomto piehledovém c¢lanku a rozsitené o dalsi

dopliujici publikace.
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1.3.4.1 Hormonadalni terapie

Prvnim typem terapie, ktery mize pfitomnost oxysterolli ovliviiovat, je hormonalni
terapie karcinomu prsu. Princip tohoto ovlivnéni byl naznacen jiz v kapitole 1.3.1, kde je
popsano ovlivnéni aktivity ER. Toto ovlivnéni je velmi dobfe popsano a charakterizovano pro
27-HC (He and Nelson 2017; Nelson 2018; Umetani et al. 2007), v mensi mife potom pro 25-
HC (Lappano et al. 2011) a jedna studie naznacuje aktivaci ER také u 7-KC (Wang et al.
2017a). V hormonalni terapii je nejcastéji vyuzivanym léCivem tamoxifen, ktery, stejné¢ jako
27-HC, piisobi jako tzv. SERM. Oba se tedy vazou na molekulu estrogenového receptoru, ale
zatimco tamoxifen jeho aktivitu snizuje, v diisledku vazby 27-HC dochazi k aktivaci ER a vyssi
bunécéné proliferaci in vitro 1 in vivo (Nelson et al. 2013a). K protinadorovym ucinkiim
tamoxifenu patfi kromé vazby na ER také vazba na AEBS (viz. kapitola 1.3.1.6). Vazba
tamoxifenu na AEBS, vzhledem k enzymatické aktivit¢ AEBS, zptsobuje akumulaci a-EC a
B-EC v bunice (de Medina et al. 2010). Na AEBS se mohou ale vazat také nékteré dalsi
oxysteroly, naptiklad 7-KC (Hwang and Matin 1989). U 7-KC i 25-HC vsak bylo zjisténo, ze
jsou schopny inhibovat vazbu tamoxifenu na AEBS (Lin and Hwang 1991).

1.3.4.2 Chemoterapie

Vramci protinddorové terapie patii vliv oxysterold na chemoterapii k
nejprostudovanéjsim kapitolam. Mezi cytostatiky je nejhojnéji studovanym léc¢ivem
doxorubicin, jehoz U€innost byla studovana v fad¢é typd nadorG in vitro, pficemz rizné
oxysteroly mély na jeho u¢innost rozdilny vliv (Obrazek 6). Uginnost doxorubicinu byla
snizena v ptitomnosti 25-HC u karcinomu mocového méchyte (Wang et al. 2020a), snizena
v ptitomnosti 7-KC u bun¢k hepatocelularniho karcinomu (Wang et al. 2013) a ER pozitivni
bunécné linie karcinomu prsu MCF-7 (Wang et al. 2017a), zatimco u ER negativni bunécné
linte MDA-MB-231 7-KC ucinnost doxorubicinu zvySoval (Wang et al. 2017a). ZvySena
efektivita doxorubicinu byla déle pozorovana v pfipadé CT u kolorektalniho karcinomu
(Carvalho et al. 2010), 78-HC u hepatocelularniho karcinomu (Hyun et al. 2002), nebo 43-HC,
70-HC a 27-HC u ER pozitivniho karcinomu prsu (Wang ef al. 2017a). Na tomto vyctu je
patrné, ze skutecné zalezi jak na konkrétnim oxysterolu, tak na typu nddorové linie, kde je
oxysterol studovan. Mechanismy ovlivnéni i€¢innosti doxorubicinu se v tomto kontextu budou
jisté liSit. Ze jmenovanych studii se vSak mnoho z nich doposud na konkrétni mechanismus
ucinku nezaméftilo. Z praci, které se mechanismem naopak zabyvaly, se vétSina z nich zamé&fila
na sledovani exprese a/nebo aktivitu ABC transportért. Ve studii analyzujici vliv oxysterolii na

linie karcinomu prsu bylo zjisténo, ze 7-KC zvySuje expresi transportéru ABCBI1/P-
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glykoproteinu, ktery je zodpovédny za export doxorubicinu ven z buiky, coz odpovida
pozorovanému snizeni u¢innosti doxorubicinu po inkubaci s 7-KC. Ostatni oxysteroly, které
naopak zvySovaly uc¢innost doxorubicinu, nemély na expresi ABCB1 a akumulaci doxorubicinu
v bunikach vliv (Wang et al. 2017a). Také v piipad€ sniZzeni u¢innosti doxorubicinu u bun¢k
hepatocelularniho karcinomu byla zjisténa zvySena aktivita ABCB1 v pfitomnosti 7-KC (Wang
et al. 2013). Na druhou stranu, v bunéénych liniich chronické myeloidni leukemie doslo ke
zvyseni u¢innosti daunorubicinu a vinkristinu v piitomnosti 7-KC. Tato dvé cytostatika jsou
také substratem ABCBI1, avSak na rozdil od bun¢k karcinomu prsu, 7-KC expresi/aktivitu
tohoto transportéru nezvysSoval a naopak doslo ke snizeni (Fernandes et al. 2017). Tietim
antracyklinem, ktery byl v tomto kontextu analyzovan, je epirubicin a jeho ucinnost u tzv.
triple-negativniho karcinomu prsu (TNBC, z angl. triple-negative breast carcinoma). V tomto
ptipadé doslo ke zvySeni rezistence bun¢k na epirubicin v pfitomnosti 24-HC a 27-HC. Tento
efekt byl zprostiedkovan skrze aktivaci LXR a v disledku toho také vyssi aktivaci ABCBI.
Vysledky ziskané v in vitro experimentech byly potvrzeny také in vivo na mysich CDX
modelech (Hutchinson ef al. 2021).

Mezi dal§imi studovanymi cytostatiky miizeme zminit cisplatinu, jejiz ucinnost byla
vyznamné niz§i v bunééné linii kolorektalniho karcinomu za pfitomnosti CT (Carvalho et al.
2010), nebo v modelovych bunécnych liniich glioblastomu preinkubovanych s 27-HC (Liu et
al. 2019). In vivo studie analyzujici vliv 27-HC v CDX modelu karcinomu ovaria zjistila, Ze
ptitomnost 27-HC pfispiva k rezistenci téchto nadori na terapii karboplatinou (He ef al. 2019).
27-HC naopak snizil uéinnost dal$iho 1éciva patficiho do skupiny taxanovych derivati,
docetaxelu. V tomto ptipadé bylo vSak snizeni €innosti potvrzeno na nemalignich bunkéch
epitelu prostaty (Raza et al. 2016). Mezi dal$imi piiklady 1ze uvést snizeni citlivosti bunék
karcinomu Zaludku vii¢i 5-fluorouracilu (Wang ef al. 2019b), ¢i zvySeni €¢innosti bleomycinu
v ptitomnosti 7B-HC u bunéénych linii hepatocelularniho karcinomu (Hyun et al. 2002). Jak jiz
bylo feceno, vétSina z téchto studii se vSak podrobnéji nezaméfovala na mechanismy, jakymi
tyto oxysteroly ovliviiyji Gc¢innost cytostatik, proto zde tyto mechanismy nebudou vice

diskutovany.
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Obrazek 6: Prehled vlivu jednotlivych oxysterolii na i¢innost protinadorové terapie. Shrnuti
studii, které analyzovaly vyznam pfitomnosti oxysterolti na u¢innost protinadorové terapie. Modra
Sipka ukazuje na zvySeni ucinnosti terapie v pfitomnosti oxysterolu, ¢ervena Sipka ukazuje na nizsi
ucinek protinadorové 1€cby v pritomnosti daného oxysterolu. AML — akutni myeloidni leukemie,
CML - chronické myeloidni leukemie. Obrazek byl pfevzat a upraven podle Kloudova-Spalenkova et
al. (Kloudova-Spalenkova ef al. 2021).

Dalsi molekulou, kterou lze v tomto kontextu zminit, je dendrogenin A (DDA), ktery
neni pifimo oxysterolem, ale vznika pisobenim DDA syntdzy z o/B-EC a histaminu. DDA
obecné plisobi v bunikach jako tumor supresor. V literatuie popsano potlaceni uc¢inku cytarabinu
na bunéénych modelech akutni myeloidni leukemie (Serhan et al. 2020) vlivem DDA
pravdépodobné skrze aktivaci LXRP a indukci autofagie nadorovych bunck (Poirot and
Silvente-Poirot 2018), pficemZ nemaligni buniky ovlivnény nebyly.

V neposledni fadé¢ zde lze zminit také snahu o vyvoj novych, semi-syntetickych
oxysterold, které by vyuzily pfirozenych vlastnosti oxysterolli v modifikované podobé.
Vychozi molekulou pro syntézu téchto oxysterolii byl 20a,22(R)-dihydroxycholesterol nazvany
také jako Oxyl6, ktery je prokdzanym inhibitorem Hh signalizace na modelu mySich
fibroblastii (Wang ef al. 2017b). Modifikaci Oxy16 bylo potom pfipraveno 70 strukturnich
analogt, které byly otestovany a 2 nejslibngj$i oxysteroly — Oxy186 a Oxy210 — prokazaly
schopnost inhibovat Hh signalizaci (Stappenbeck et al. 2019; Wang et al. 2017b). Oxy210 navic

inhiboval signalizaci TGFf, bunécnou proliferaci, EMT a invazivitu nddorovych buné¢k. Jeho
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kombinace s karboplatinou navic prokazala zvySenou Gc¢innost oproti cytostatiku samotnému u
modelu nemalobunééného karcinomu plic in vitro (Stappenbeck et al. 2019). Vyvoj a testovani
takovychto sloucenin by tedy v budoucnu mohly pfispét k rozvoji protinadorové terapie.

Na souvislost protinddorové terapie a ucinku oxysterolli se mizeme podivat ale také
z druhé strany — aplikace 1é¢iv mize ovliviiovat hladinu oxysterolti a tato zména muize souviset
s ucinnosti 1é¢by, jak ukézala analyza ucinkll inhibitoru steroidogeneze mitotanu (4,4'-
dichlorodiphenyldichloroethan, komeréni nazev Lysodren) na bunécné liniit H295R, ktera je
modelem pro studium karcinomu kury nadledvin. Tento inhibitor, ktery se bézné€ uziva u
pacientll s timto typem onemocnéni, zpuisobuje blokovani syntézy cholesterolu a v disledku
toho také hromadéni lanosterolu, prekurzord lanosterolu, ale také nékterych oxysterolt
vznikajicich neenzymatickou oxidaci, jako je 7B-HC, ¢i 7-KC (Sbiera et al. 2015). Autofi studie
Germano et al. vSak zjistili vyznamné zvySeni hladiny také u enzymaticky vznikajiciho
oxysterolu, 27-HC. Tento jev pozorovali in vitro na bunécné linii H295R (4,5 vyssi hladina
27-HC), vyznamné zvySenou hladinu 27-HC vSak naméfili i plasmé pacientd po 1écbé
mitotanem (3,6x vy$§i hladina). Podil zvySeni hladiny 27-HC na G¢innosti mitotanu prokazali
autofi studie v in vitro experimentu, kdy pozorovali stejny (cytotoxicky a pro-apoptoticky)
ucinek na buiikach v pfitomnosti mitotanu, ¢i na bunikach inkubovanych pouze s 27-HC
(Germano et al. 2020). Piesny mechanismus vzniku a a¢inku 27-HC v tomto ptipad¢ zatim neni
znam.

Podobnym piikladem je studie ukazujici mozny podil oxysterold na (v tomto piipad¢)
vedlejSich ucincich doxorubicinu. Analyza na mySich kardiomyocytech HL-1 prokéazala
zvySenou hladinu 7a-HC, 7B-HC, 7-KC, 24S-HC a 27-HC po inkubaci s doxorubicinem
(Monzel et al. 2017). Zvyseni hladiny téchto oxysterolli tedy miZe souviset s kardiotoxicitou,

ktera je s terapii doxorubicinem spojovana.

1.3.4.3 Imunoterapie
V ptipad¢ imunoterapie doposud neexistuji pitimé dikazy o jejim ovlivnéni oxysteroly,
avSak nékteré studie naznacuji, Ze by nékteré mechanismy spojené s pisobenim oxysterolti roli
hrat mohly. Vliv oxysterolll na rizné typy imunitnich bunék je kratce shrnut v kapitole 1.3.3.
Mezi nepiimé dikazy ovlivnéni imunoterapie miiZeme zafadit naptiklad préci
dokumentujici zlepSeni G¢inki imunoterapie inhibitory syntézy cholesterolu a oxysterolt u

myS$ich CDX modeli s lidskymi nddorovymi butikami in vivo (Lanterna et al. 2016).
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1.3.4.4 Radioterapie

Jako posledni typ protinadorové terapie je tfeba zminit radioterapii. I v této oblasti bylo
publikovano nékolik mélo praci spojujicich radioterapii s ucinky oxysteroltl. V piipadé 25-HC
byla zjiSténa vyssi radiosenzitivita u leukemické bunééné linie L1210 (Gaftney ef al. 1991) a
podobné ucinky mél i 7B-HC na bunécné linie lymfomu RMD4 a karcinomu S§titné zlazy K1

(Hyun et al. 2002).

1.3.5. Hladiny oxysterolii u onkologickych pacientli

Vzhledem ke v§em vySe popsanym vlastnostem jsou oxysteroly potencidln€ zajimavymi
biomarkery nejen v pfipadé nadorovych, ale také vSech vySe popsanych onemocnéni, kde
dochazi k naruSeni rovnovahy a zméndm hladiny jednotlivych oxysteroll (Zmyslowski and
Szterk 2019). Jejich hladiny je mozné méfit v riznych typech vzorkii. Mezi nejcastéjsi patii
detekce oxysterold v plasmé ¢i séru, pfipadné mozkomisnim moku u neurodegenerativnich
onemocnéni. Stanoveni hladin 1ze v§ak provadét ptimo v cilovych tkdnich, véetné nadorovych.
Metodika stanoveni hladiny oxysterolli zahrnuje kapalinovou chromatografii s hmotnostni
spektrometrii (LC/MS, z angl. liquid-chromatography mass-spectrometry) nebo plynovou
chromatografii s hmotnostni spektrometrii (GC/MS, zangl. gas-chromatography mass-
spectrometry).

Jak metoda stanoveni pomoci MS, tak samotna ptfiprava vzorkil pro tuto analyzu
zahrnuje celou fadu protokold a rozhodné se nejedna o uniformni metodu. Vzhledem k diverzité
pouzitych metod a zejména vzhledem k fyzikalnim vlastnostem oxysteroll je ale stanoveni
hladiny obtizné a porovnani hodnot mezi jednotlivymi laboratofemi nevychazi konsistentné
(Liitjohann et al., 2018). Autofi nedavné studie rozeslali sérii vzorkil séra nejprve do 9 a ve
druhém roce do 11 riiznych laboratofi. Tyto laboratofe nédsledné¢ metodami vlastni volby
(LC/MS 1 GC/MS) stanovily hladiny tfi oxysterolt (24(S)-HC, 27-HC a 7a-HC) v obdrzenych
vzorcich. Ziskané hodnoty se v ramci mezilaboratorniho porovnani vyznamné lisily (Liitjohann
et al. 2018). Pfi porovnavani vysledkl z riznych pracovist’ je tedy potieba na tento fakt brat
zietel a zaroven je nutné metody stanoveni hladiny oxysteroli dale optimalizovat a
standardizovat.

Hladinu oxysteroll navic ovliviiuje velka tfada dalSich faktord, jako je pohlavi, rasa,
hodnota BMI, ktera inverzné koreluje s hladinou 4B-HC, dale naptiklad koufeni, ¢i uzivani
alkoholu, které souvisi s vyssi hladinou 7a-HC v cirkulaci, diabetes souvisejici s niz$i hladinou
24-HC a 27-HC, ale také tfeba uzivani aspirinu, které je asociovano s niz$i hladinou 25-HC

nebo 4B-HC (Passarelli ef al. 2022).
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Navzdory vyse diskutovanym skutecnostem, v literatufe jiz existuje fada studii, jejichz
autofi stanovovali hladiny oxysterolii u pacientli s nadorovym onemocnénim, a to jak
v cirkulaci, tak v nddorovych tkanich. Souhrn téchto studii, véetné ziskanych vysledkt, je
v Tabulce 1 pro tekuté biopsie a v Tabulce 2 pro tkané. V téchto studiich prevladaji analyzy
zabyvajici se hladinami oxysterold u pacientek s karcinomem prsu, objevuji se ale také prace
na dalSich typech nadord, zejména s vysledky analyz v nddorové tkdni karcinomu plic, §titné
zlazy, zaludku, glioblastomu, ¢i kolorektalniho karcinomu. V cilovych tkanich jsou nejvice
prostudovany hladiny 27-HC.

Obecné mizeme fici, ze studie porovnavajici vzorky nadorové s nemalignimi
kontrolnimi vzorky vétSinou zjistily vy$$i hladiny oxysteroli v nadorové tkani. Rovnéz
v plasmé& nebo séru pacientli s nddory byly, v porovnéni se vzorky zdravych jedincii, obvykle
vy$§i hladiny. Vyssi hladiny oxysterold jsou spojovany s vyssim rizikem vzniku onemocnéni,
hor$i prognozou, metastatickym potencidlem, ¢i pokrocilej§im stadiem (stage) nebo
histologickym stupném (grade) onemocnéni. Vyjimkou z tohoto pravidla jsou studie, které
zjistily souvislost mezi vyssi hladinou 27-HC a niZ§im rizikem onemocnéni karcinomem prsu
u postmenopauzalnich Zen (Lu ef al. 2019) a niz$i hladinu DDA v nadorovych vzorcich
v porovnani s okolni nemaligni kontrolni tkani (de Medina et al. 2013). Toto zjiSténi vSak neni
prekvapivé vzhledem k tomu, Ze, jak jiz bylo popsano vyse, uc¢inky DDA jsou spiSe tumor-
supresorové. Oproti tomu OCDO (6-oxo-cholestan-33,5a-diol), ktery mulze vznikat z CT
pusobenim 11B-hydroxysteroid dehydrogendzy typu 2, pisobi v opa¢ném sméru jako tumor
promotor a pfispiva k ristu nadort (Voisin et al. 2017). V souladu s touto premisou hladina
OCDO je v nadorovych vzorcich vyssi v porovnani s kontrolnimi tkdnémi (Voisin et al. 2017).

Dalsi kategorii jsou potom studie analyzujici hladiny oxysterolii ve vzorcich pacienti
pfed a po zahdjeni terapie. Zde mizZeme jmenovat dvé studie analyzujici vzorky pacientek
s karcinomem prsu. Prvni studie zjistila sniZzenou hladinu 24-HC, 25-HC, 4B-HC a 70-HC v
cirkulaci pacientek 28 dni po zah4jeni 1écby tamoxifenem a naopak zvySenou hladinu 27-HC a
B-EC u pacientek po zahdjeni 1écby inhibitory aromatazy v porovnani s vzorky pied 1écbou
(Dalenc et al. 2017). Druhé studie byla publikovana skupinou z na$i laboratofe a zjistila
vyznamné zvySenou hladinu 7-KC ve vzorcich plasmy pacientek odebranych 1-2 roky po
chirurgickém odstranéni tumoru a zah4jeni terapie, ve vétSin€ piipadit hormonalni, ve srovnani
se vzorky od stejnych pacientek pied operaci (Soucek et al. 2017). Obe studie jsou svym
designem tézko porovnatelné, a tudiz je tieba se studiu tohoto fenoménu dale intenzivné

vénovat.
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Tabulka 1: Studie analyzujici hladiny oxysteroli v cirkulaci onkologickych pacientii. Upraveno podle Kloudova-Spalenkova et al. (Kloudova-Spalenkova

etal., 2021.)
Oxysterol :l"yp Typ Charakteristika pacientt Vysledek Metoda Reference
nadoru | vzorku
Karcinom , . v . T x .
24-HC prsu Sérum 29 pacientek SniZena hladina po 1é¢b¢ tamoxifenem GC/MS | (Dalenc et al. 2017)
25-HC | KATCImOm | ey, 29 pacientek Vyssihladina u pacientek s metastazami; snizend | v | (Dalenc et al. 2017)
prsu hladina po 1écbé tamoxifenem
27-HC Karcinom Sérum 66, pac1et}tek ald Bez statisticky vyznamného rozdilu LC/MS (Wu et al. 2013)
prsu nenddorovych kontrol
Karcinom Sérum 42 pacientek Zadna S}gnlﬁka{ltnl asociace s ERva statuse’m,.vehkostl LC/MS (Kimbung et al.
prsu nadoru, nadorovym grade, ¢i expresi Ki67 2017)
Karcinom Sérum 530’pac1en,tek a 1036 V ptipadé¢ vyssi hladiny 27-I,{C,n1zs1 r1.21ko onemocnéni | 1o (Lu et al. 2019)
prsu nenddorovych kontrol u postmenopauzalnich pacientek
Ka}r;;rlllom Sérum 29 pacientek Zvysena hladina po 1é€b¢ inhibitory aromatazy GC/MS | (Dalenc et al. 2017)
4p-HC Ka}r)(;lsrlllom Sérum 29 pacientek Snizena hladina po 1é¢b¢ tamoxifenem GC/MS | (Dalenc et al. 2017)
Ta-HC Ka;ilsrlllom Sérum 29 pacientek Snizena hladina po [é¢bé tamoxifenem GC/MS | (Dalenc et al. 2017)
Karcinom 20 pacientd a 40 kontrolnich A e . e . (Linseisen et al.
7p-HC plic Plasma nenadorovych vzorkii V piipadé vyssi hladiny 78-HC vyssi riziko onemocnéni | GC/MS 2002)
7-KC Karcinom Plasma 24 pacientek Zvysena hladina po chlrl.urglckem. odstranéni nadoru a LCMS | (Soucek ef al. 2017)
prsu zahajeni terapie
Karcinom 1 pacient s karc. rekta, 4
ph.c a Sérum pac1e£1t1 s’karcm’omem Phc Zvysena hladina u pacientti s nadorovym onemocnénim | GC/MS | (Saito et al. 1983)
karcinom a smes séra nenadorovych
rekta kontrol
0OCDO Karcinom Sérum 29 pacientek Vyssi (ale ne51gn1ﬁkantn,1) hlqdma u pacientek GC/MS | (Dalenc et al. 2017)
prsu S metastazami
Karcinom , 40 pacientt a 40 kontrolnich , Jedenrz Vyznamne Se,hs.lcwh metaboliti mezt - (Di Gangi et al.
a-EC Sérum . , . nadorovymi a nemalignimi vzorky (metabolomicka LC/MS
pankreatu nenadorovych vzorki studic) 2016)
Karcinom . . re s . Ml s ,
B-EC Sérum 29 pacientek Zvysend hladina po 1é€bé¢ inhibitory aromatazy GC/MS | (Dalenc et al. 2017)

prsu
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Tabulka 2: Studie analyzujici hladiny oxysteroli v nadorové tkani pacientii. Upraveno a doplnéno podle Kloudova-Spalenkova et al. (Kloudova-
Spalenkova et al., 2021).

karcinom

vyssi oproti adenokarcinomu.
Hladina u grade III vyssi
v porovndni s grade [ a Il

Oxysterol | Typ nadoru Typ vzorku Charakteristika pacienti Vysledek Metoda Reference
0CDO Karcinom tumor, ne?ad’ovrova 16 pacientek Vyssi hladina v nadorovych GC/MS | (Voisin ef al. 2017)
prsu okolni tkan vzorcich
DDA Karcinom tumor, ne?ad’ovrova 10 pacientek Nizsi hladina V,nadorovych LC/MS (de Medina et al.
prsu okolni tkan vzorcich 2013)
24(R/S),25- | Karcinom tumor, nenadorova N Zvysena hladina v nadorovych
EC zaludku okolni tkan 19 pacientii vzorcich LOMS (Guo et al. 2018)
Karcinom . . s . . f s
25HC | motového | UmOn nenddorovd 157 pacientd ZvySend hladina v nadorove tkini, | 1 ¢ \1q | (wang er al. 2020a)
< 1oy okolni tkan asociace s celkovym ptezivanim
meéchyie
Kolorektalni tumor, nenadorova L Zvysena hladina u nadort vyssiho .
karcinom okolni tkan 26 pacientii stadia (stage II1) LCMS | (Rossin et al. 2019)
Kvarcmom tumor, ne?ad’ovrova 19 pacientdi Zvysena hladina v nadorovych LC/MS (Guo et al. 2018)
zaludku okolni tkan vzorcich
Glioblastom tumor 37 pacientl Vyssi hladmf‘ asoclovana s horsi LC/MS (Liu et al. 2019)
prognoézou pacientl
) tumor, nenadorova : . , s
Karcinom okolni tka, kontrolni 6,6 pac1e,ntek, Hladina v nadorg >y OkO!l’ll tkani LC/MS (Wu et al. 2013)
prsu L1 A 18 nenddorovych kontrol > ve zdravych vzorcich
zdrava tkan
27-HC . 40 benignich tumort, Hladina v anaplastickych
Karcinom b.enlgm tumor vs. 30 nizce/stiedné rizikovych karcinomech vyznamné vyssi .
ware 2 M1z papilarni karcinom vs. R ’ L LY LC/MS | (Revilla et al. 2019)
Stitné zlazy s . 18 vysoce rizikovych, v porovnani s benignimi a nizce
anaplasticky karcinom . . o C
9 anaplastickych karcinomti rizikovymi tumory
Hladina v nadorové tkéni je vyssi
v porovnani s nemalignimi
Karcinom tumor, nenadorova 9 adenokarcinomi, kontfizgin\;gépﬁggﬁl? o
. g 15 dlazdicobunéény "1 v . LC/MS | (Takada et al. 2022)
plic okolni tkan v dlazdicobunécném karcinomu




2. Cile prace

Vsechny vysSe popsané studie jasn¢ dokladaji, ze oxysteroly jsou vyznamnymi hraci na
poli nddorové biologie. Jejich pfitomnost nebo deregulace hladin miize mit vyznamny vliv na
osudy nadorové bunky. Zaroven ale zbyva mnoho skuteCnosti, které je potfeba hloubé&ji
prozkoumat a objasnit, abychom o loze oxysteroli (nejen) u nadorovych onemocnéni meli
ucelengj$i obraz. Z tohoto divodu byl jako téma piedkladané dizertacni prace zvolen vliv

oxysterold na prab¢h karcinomu prsu.
Tato dizertacni prace si klade za cil ti1 hlavni tkoly:

1) Expresni analyza faktori oxysterolové drahy u pacientek s karcinomem prsu

Prvnim z tkolil bylo stanoveni exprese vybranych gent kodujicich pfedevsim enzymy
zajist'ujici syntézu oxysterolu a jejich dal§i metabolismus v buiikach, transportéry oxysterold,
cholesterolu a dalsich lipidovych molekul, a déle také dalsi proteiny interagujici s oxysteroly,
napf. transkripéni faktory LXR, proteiny SREBP a INSIG, ¢i proteiny z rodiny OSBP. Exprese
téchto faktorii byla nasledné porovnana s klinicko-patologickymi daty pacientek s karcinomem
prsu za ucelem nalezeni potencidlnich prognostickych ¢i prediktivnich markerti u tohoto

onemocnéni.

2) Analyza hladiny vybranych oxysterolii v plasmé pacientek s karcinomem prsu

Druhym cilem byla analyza oxysterold v plasmé pacientek s karcinomem prsu a
zhodnoceni jejich prognostického vyznamu. Vzhledem k tomu, Ze studie hladin oxysteroli u
pacientli s onkologickym onemocnénim jsou v soucasné dob¢ spiSe v pocatcich a jejich
vysledky zatim nejsou komplexni a jednoznacné, je potieba tyto analyzy dale rozSifovat
v dalSich studiich. Pfedkladany projekt si kladl za cil stanovit hladinu sedmi vybranych
oxysterold u pacientek s ER pozitivnim typem karcinomu prsu a nasledné statistické porovnani

téchto hladin s klinicko-patologickymi daty téchto pacientek.

3) Invitro studie Gcinki 7-ketocholesterolu na bunéénych liniich karcinomu prsu
liSicich se expresi ER — vliv na u¢inky tamoxifenu

Posledni ¢ast této prace se zabyvala analyzou jednoho vybraného oxysterolu — 7-

ketocholesterolu. Tento oxysterol byl vybran na zaklad¢ dfive publikované studie z nasi

laboratote (Soucek et al. 2017), kde pravé hladina 7-KC vysla jako signifikantné zvysend u
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pacientek po chirurgickém odstranéni nadoru a zahajeni (vétSinou) hormonalni terapie.
Vzhledem k této skutecnosti jsme se rozhodli prostudovat praveé vliv 7-KC na ER pozitivni i
ER negativni bunécné linie in vitro, jeho vliv na bunéénou viabilitu, bunéény cyklus, migraci a
invazivitu a predevsim také jeho vliv na ucinnost tamoxifenu, ktery se v terapii pacientek
s karcinomem prsu hojné uziva v rdmci hormondlni terapie. Dale jsme prostudovali vliv 7-KC

na expresni hladiny vybranych gent a proteinii oxysterolové signalizace.
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3. Materialy a metody

3.1 Vzorky plasmy a tkani od pacientek s karcinomem prsu

Do prvni studie zabyvajici se hladinami genové exprese byly zahrnuty vzorky od celkem
193 pacientek s karcinomem prsu diagnostikovanym v Nemocnici Atlas ve Zlin¢ a ve Fakultni
nemocnici v Motole mezi lety 2002 — 2012. Kritériem pro zatfazeni do studie byla histologicky
potvrzena diagnoza karcinomu prsu a informovany souhlas pacientky. V ramci chirurgického
odstranéni nadoru byla cast tkdn¢ odebrana pro potteby studie a takto odebrany vzorek byl
bezprostfedné zamrazen a ulozen pii -80 °C do dalSiho zpracovani. Pro porovnani exprese mezi
nadorovou a nenadorovou tkani bylo ve studii vyuzito také n€kolik vzorki nemaligni okolni
tkan¢ taktéz odebrané v ramci chirurgické operace stejnym pacientkam.

Do druhé studie zabyvajici se hladinou oxysterold v plasmé bylo zahrnuto 58 pacientek
s ER pozitivnim karcinomem prsu, jenZ jim byl diagnostikovan ve Fakultni nemocnici v Motole
v obdobi 2003-2011. Vzorky krve byly pacientkdm odebrany vzdy den pied chirurgickym
odstranénim nadoru. Do studie byly zatazeny pouze pacientky bez pfedchozi (neoadjuvantni)
terapie po vyjadifeni informované¢ho souhlasu s ucasti ve studii. Vzorky krve urcené pro
separaci plazmy byly odebrany do zkumavek s EDTA, kterd brani sraZeni krve. Separace
plazmy byla provedena v nejkrat§im mozném case po odebrani vzorku, zpravidla do 2 hodin
od odbéru. Vzorky krve byly nésledné centrifugovany (1000 xg, 10 min, 4 °C), rozd¢leny do 3

alikvott, které byly uloZeny pfi -80 °C do dalSiho zpracovani.

V ptipadé obou studii byla soufasné¢ se vzorky shromazd’ovana také klinicko-

patologické data pacientek, ktera budou podrobnéji specifikovéana v kapitole 3.1.1.

3.1.1 Klinicko-patologicka data
Mezi udaje o pacientkdch a jejich diagnodze, které byly nasledné porovnavany s nasimi

vysledky, pattily:
1) Vék Zeny v dobé diagnézy
2) Menopauzalni status Zeny v dobé diagnézy
3) Histologicky typ tumoru

NejcastejSim typem je karcinom duktdlni, ktery vznikd v mlékovodech (duktech).
Duktélni karcinom potom muiize byt invazivni (IDC), nebo in situ (DCIS). Dal§im typem je
potom karcinom lobularni, ktery zasahuje zlazové lalicky a muizeme jej opét rozdé€lit na

invazivni lobularni karcinom (ILC) a lobularni karcinom in situ (LCIS). Mezi dalsi, mén¢ béZné
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karcinomy prsu, které byly zafazeny do naSich studii, potom patii karcinom mucindzni

(charakterizovany akumulaci extracelularnimo mucinu), papilarni, tubulérni ¢i smiseny.

4) Stadium nadoru, TNM Klasifikace

K popisu rozsahu nadorového onemocnéni slouzi tzv. TNM klasifikace. Ta je jednak
klinickd (TNM), kterd se urCuje na zdkladé klinického vysetfeni lékarem a pomoci
zobrazovacich metod, a jednak patologicka (pT, pN, pM), kterou provadi patolog na zaklad¢
vysetieni nadoru. Jedna se o rozdé€leni z hlediska pfitomnosti a velikosti primarniho nadoru
(pT), zasaZeni regiondlnich lymfatickych uzlin (pN) a pfitomnost vzdalenych metastaz (pM).

Konkrétni parametry popisovanych vlastnosti ukazuje Tabulka 3.

Tabulka 3 — Patologicka TNM Kklasifikace nadori prsu. Upraveno podle Sobin et al.
(Sobin et al., 2011).

pT - Primarni nador

pTX primarni nador nelze hodnotit

pTO bez znamek primarniho nadoru

pTis karcinom in situ

pT1 nador do 2 cm v nejvétsim rozméru

pT2 nador vétsi nez 2 cm, ne vSak vice nez 5 cm v nejveétSim rozméru

pT3 nador vEétsi nez 5 cm v nejveétsim rozméru

pT4 nador jakékoli velikosti s pfimym Sifenim do stény hrudni a/nebo do kiize

pN - Regionalni mizni uzliny

pNX regionalni mizni uzliny nelze hodnotit

pNO regionalni mizni uzliny bez metastaz

mikrometastazy; nebo metastazy v 1-3 stejnostrannych axilarnich miznich uzlinach; a/nebo v
pN1 stejnostrannych vnitinich mamarnich miznich uzlinach s mikroskopickymi metastazami
detekovanymi z biopsie sentinelové mizni uzliny; avSak klinicky neprokazatelné

metastazy v 4-9 stejnostrannych axilarnich miznich uzlinach, nebo v klinicky zjevnych

pN stejnostrannych vnitfnich mamarnich miznich uzlinach (uzlin€) bez metastaz v axilarnich
miznich uzlinach

metastazy dle nize uvedeného popisu: pN3a metastazy v 10 a vice axilarnich miznich uzlinach
(alesponl jedna metastaza je vétsi nez 2 mm); nebo metastazy v infraklavikularnich miznich
uzlinach; pN3b metastazy v klinicky zjevné vnitini mamarni uzling s pfitomnosti pozitivni
pN3 axilarni mizni uzliny; nebo metastazy ve vice nez 3 axilarnich miznich uzlinach a s mikro nebo
makrometastazami ve vnitinich mamarnich uzlinach zjisténych pti biopsii sentinelové uzliny;
klinicky neprokazatelnych; pN3c metastazy v stejnostranné supraklavikularni mizni uzliné
(uzlinach)

PM - Vzdilené metastazy

pMX vzdalené metastazy nelze hodnotit

pMO bez vzdalenych metastaz

pM1 vzdalené metastazy

TNM Kklasifikace dale slouzi k ur€eni stddia nadoru, nazyvaného Casto také anglicky

jako nédorovy stage/staging. Tuto klasifikaci podrobnéji popisuje Tabulka 4.
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Tabulka 4 — Klasifikace stadia nadoru dle TNM. "mikrometastdzy. Upraveno podle
Sobin et al. (Sobin et al. 2011)

Rozdéleni do stadii - Stage

Stadium 0 Tis NO MO

Stadium IA Tl NO MO

Stadium IB TO, T1 Nlmi® MO

) TO, T1 N1 MO
Stadium ITA

T2 NO MO

) T2 N1 MO
Stadium IIB

T3 NO MO

. TO, T1, T2 N2 MO
Stadium IITA

T3 N1, N2 MO

Stadium I1IB T4 NO, N1, N2 MO

Stadium IIIC | jakékoliv T N3 MO

Stadium IV | jakékolivT | jakékolivN Ml

5) Stupen diferenciace/grade

Dalsi charakteristikou nadori je stupent diferenciace, ¢i také naddorovy grade/grading,
ktery se u nadorli prsu stanovuje pomoci tzv. Nottinghamské klasifikace (Elston and Ellis
1991). Ta zohlediuje tfi parametry — 1) tvorbu tubuldi, 2) jaderny pleomorfismus a 3) pocet
mitoz. Kazdy z téchto parametrti je ohodnocen 1 — 3 body a na zaklad¢ souctu téchto bodi je
potom dle vysledného skére stanoven stupen diferenciace, jak ukazuje Tabulka 5. Cim vyssi je

grade, tim méné jsou nadorové buiiky diferencované.

Tabulka 5 — Stanoveni stupné diferenciace nadoru dle Nottinghamské klasifikace.

Gl 3 - 5 bodl
G2 6 - 7 bodli
G2 8 - 9 bodu

6) Pritomnost ER, PR, HER2

Mezi béZné stanovované faktory u nadorii prsu patii také imunohistochemické vySetieni
na pfitomnost hormonalnich receptorti - estrogenového receptoru a (ER) a progesteronového
receptoru (PR), a dale receptoru pro lidsky epidermalni rastovy faktor 2 (HER2, z angl. human
epidermal growth factor receptor 2). Udaje o expresi tdchto receptort jsou nezbytnou souéasti
pfi vybéru vhodné terapie (hormonalni terapie, monoklonalni protilatky), ale také vyznamnym

prognostickym faktorem.
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7) Exprese Ki67, molekularni subtyp karcinomu prsu

Kromé receptorovych proteinti se v nadorové tkani sleduje také hladina proteinu Ki67,
ktery byva také ozna¢ovan jako marker proliferacni aktivity. Jeho nizké (< 14 %) ¢i vysoka (>
14 %) hladina je potom spolecn¢ s expresi receptorli vyuzivana ke stanoveni molekularnich

subtypil karcinomu prsu, jak ukazuje Tabulka 6.

Tabulka 6 — Molekularni subtypy karcinomu prsu. Upraveno podle do Nascimento
and Otoni (do Nascimento and Otoni, 2020).

ER PR HER2 Hladina Ki67
Luminal A pozitivni pozitivni negativni nizka
. pozitivni negativni negativni vysoka
Luminal B ., ., . ., . ,
pozitivni pozitivni/negativni pozitivni nizka/vysoka
HER2+ negativni negativni pozitivni vysoka
Triple negative | negativni negativni negativni vysoka

V ramci predkladanych studii jsme udaje o expresi Ki67 a subtypu naddoru do naSich
analyz zahrnuli, av§ak vzhledem k tomu, Ze v dobé, kdy byly vzorky krve a nadorové tkan¢
ziskavany, nebylo imunohistochemické stanoveni exprese Ki67 rutinni praxi, tyto udaje u

fady nadort zarazenych do studie chybi a také data o konkrétnim subtypu jsou neuplna.

8) Lécba

Poslednim klinicko-patologickym udajem, ktery jsme v rdmci naSich studii porovnavali,
byla indikovana terapie. V naSich studiich jsme se zaméfili zejména na porovnani terapie
tamoxifenem, ktery je stale nejbéznéji vyuzivanym lékem v rdmci hormonalni terapie u ER/PR
pozitivnich tumort, at’ uz samostatn¢, nebo v kombinaci s inhibitory aromatazy, které taktéz
spadaji do kategorie hormonalni 1é€by. V prvni predkladané studii jsme zahrnuli také pacientky
lécené konvencni chemoterapii, a to jak v kombinaci s hormondlni terapii, tak samostatné.
Konkrétni druh podané chemoterapie jsme v ramci nasi studie nerozliSovali, jednalo se vSak
napiiklad o rezimy CMF (cyklofosfamid, methotrexat, fluorouracil), FAC (fluorouracil,
adriamycin, cyklofosfamid), AC (adriamycin, cyklofosfamid), FEC (fluorouracil, epirubicin,

cyklofosfamid), ¢i taxanové derivaty.

3.2 Homogenizace tkani a izolace RNA z tkani pacientek s karcinomem prsu

Vzorky tkéni byly vyjmuty z hlubokomraziciho boxu -80 ©°C, mechanicky

homogenizovany v misce s tlouckem pod tekutym dusikem a pfeneseny do 1 ml TRIzol Reagent
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(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). I1zolace RNA probéhla dle manualu vyrobce. Izolovana RNA
byla rozpusténa v 2040 pl vody bez nukledz (NFW, z angl. nuclease-free water), rozd¢lena do

alikvoti a nasledné ulozena pii -80 °C.

3.3 M¢éfteni koncentrace, kontrola kvality vzorku, syntéza cDNA

Stanoveni koncentrace RNA probéhlo pomoci kitu Quant-iT RiboGreen RNA Assay
Kit (Invitrogen) dle manualu vyrobce a fluorescence byla zméfena na piistroji Infinite M200
(Tecan, Mannedorf, Svycarsko). Kontrola kvality RNA byla provedena stanovenim RIN (z
angl. RNA integrity number) pomoci kitu Agilent RNA 6000 Nano Assay Kit (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) na pfistroji Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies). Z takto zkontrolované RNA byla nasledné pomoci reverzni transkripce
nasyntetizovana cDNA s vyuzitim kitu RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) dle manudlu vyrobce. Na zéklad¢ koncentrace
RNA byl pro syntézu cDNA vzdy vyuzit takovy objem vzorku, ktery odpovidal 0,5 pug vstupni
RNA. Na takto pfipravené cDNA probéhla kontrola kontaminace vzorku genomovou DNA
s vyuzitim primerd navrzenych pfes intronovou sekvenci genu pro ubiquitin C (Soucek et al.
2005). Vzorky c¢cDNA bez kontaminace DNA byly ptfed analyzou genové exprese
preamplifikovany pomoci kitu TagMan PreAmp Master Mix Kit (Life Technologies Corp.,
Carlsbad, CA, USA) dle pokynt vyrobce.

3.4 Stanoveni genové exprese

Pro analyzu genové exprese byla vyuzita kvantitativni PCR reakce v redlném case (tzv.
quantitative real-time PCR, nebo qPCR) s vyuzitim TagMan Gene Expression Master Mixu a
TagMan Gene Expression Assays (Life technologies Corp.) obsahujicich specificky navrzené
sondy s primery pro kazdy gen. Ve studii byla analyzovéana exprese 73 gend, z ¢ehoZ 3 geny
(EIF2B1, UBB, ELFI) byly pouzity jako referen¢ni k normalizaci genové exprese. Seznam
vSech testovanych genl vcetné ID cisel pro vSechny TagMan Assays je soucasti Prilohy 1.
Vybér genli pro stanoveni exprese byl proveden za pomoci databazi KEGG

(http://www.kegg.ip), LIPID MAPS (http://www.lipidmaps.org) a  GeneCards

(http://genecards.org). Pro vSechny TagMan Assays byla pfed samotnym meéfenim stanovena

ucinnost qPCR reakce, ktera se ve vSech piipadech pohybovala mezi 90-100 %. Relativni
genova exprese byla stanovena na 384-jamkovych destickdch v pfistroji ViiA7 (Life

Technologies Corp.). Cely proces qPCR v nasi laboratofi probihal v souladu s kritérii MIQE
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(The Minimum Information for publication of Quantitative real-time PCR Experiments)

(Bustin et al. 2009).

3.5 Ptiprava vzorki plasmy a extrakce oxysteroli

Pro extrakci neesterifikovanych oxysteroli z plasmy pacientek byla vyuzita metoda
podle Helmschrodt et al. (Helmschrodt et al. 2013). Vzorky plasmy byly rozmrazeny a
centrifugovany (3200 x g, 5 min, pfi laboratorni teploté). 80 ul plasmy bylo smichano se smési
sedmi deuterovanych oxysteroll, rozpusténych v methanolu, které slouzily jako wvnitini
standardy — 25-hydroxycholesterol-d6, 27-hydroxycholesterol-d6, 7-ketocholesterol-d7, 7a-
hydroxycholesterol-d7,  cholesterol-5a,6a-epoxid-d7,  cholesterol-5p,6B-epoxid-d7  a
cholestane-38,5a,6B-triol-d7 (Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL, USA). VSechny testované
vzorky obsahovaly 400 pg kazdého deuterovaného oxysterolu. Jako negativni kontrola byl
pouzit vzorek methanolu bez smési oxysterolii. Ke kazdému takto pfipravenému vzorku bylo
pfiddno 1,44 ml extrakéni smési — methanol:isopropanol v poméru 1:1 (v/v). Vzorky byly 1
min dikladné promichdny na vortexu nasledné centrifugovany (12 500 x g, 10 min, pfi
laboratorni teploté). Supernatant byl pienesen do sklenénych, tmavé zbarvenych, zkumavek a
nasledné odpatfen proudem plynného dusiku za omezeného pfistupu svétla. Zkumavky
s odparky byly naplnény argonem a uloZeny pii -80 °C. VSechny roztoky pouZité pii extrakci
oxysterold (methanol, extrakéni smés) obsahovaly 0,05% butylovaného hydroxytoluenu, ktery

slouzi jako antioxidacéni ¢inidlo pro prevenci autooxidace vzorkd béhem ptipravy.

3.6 Stanoveni hladiny oxysteroli pomoci hmotnostni spektrometrie

Odparky ptipravené v kapitole 3.5 byly nasledné zabaleny a na suchém ledu odeslany
do laboratofe profesora Fredericka Petera Guengeriche (Department of Biochemistry,
Vanderbilt University School of Medicine, Nashville, TN, USA), kde prob¢hla analyza hladin
jednotlivych oxysteroli pomoci kapalinové chromatografie a tandemové hmotnostni
spektrometrie (LC/MS/MS).

Odparky zde byly rozpustény ve smési methanol:voda v poméru 3:1 (v/v) a
centrifugovany (3220 x g, 5 min, pfi laboratorni teplot€). Jednotlivé oxysteroly byly néasledné
rozliSeny metodou UPLC (z angl. ultra performance liquid chromatography) pii 50 °C na
oktadecylsilanové (C18) kolon¢ (Acquity BEH 1,7 um; 1 mm % 100 mm) (Waters, Milford,
MA, USA). Mobilni fazi byla smés rozpoustédel voda/methanol/acetonitril v poméru

30:3,5:66,5 (v/v/v). Toto nastaveni se udrzovalo po dobu 1 minuty, nasledné¢ byla zménéna
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mobilni fize na smés methanol/acetonitril v poméru 5:95 (v/v). Analyza za téchto podminek
probihala po dobu 4 min s linedrnim gradientem s rychlosti pratoku 0,16 ml/min. Navazujici
metodou byla MS/MS analyza, ktera byla provedena za vyuziti APCI (z angl.. atmospheric
pressure chemical ionization) v pozitivnim médu. Naméiené hodnoty Cinily: m/z 367,2 a 385,2
(25-HC), m/z 367,2 a 385,2 (27-HC), m/z 367,2 a 385,2 (7a-HC), m/z 383,2 a 401,2 (7-KC),
m/z 105,1, 367,5 a 385,5 (a-EC), m/z 105,1, 367,5 a 385,5 (B-EC), m/z 105,1, 367,5 a 385,5
(CT) pro nedeuterované oxysteroly. Pro deuterované oxysteroly byly hodnoty m/z 373,2 a
391,2 (d6-25-HC), m/z 373,2 a 391,2 (d6-27-HC), m/z 374,2 a 392,2 (d7-70-HC), m/z 390,2 a
408,2 (d7-7-KC), m/z 105,2, 374,6 a 392,6 (d7-0-EC), m/z 105,2, 374,6 a 392,6 (d7-B-EC), m/z
105,2,374,6 a392,6 (d7-CT). Objem nastiiku na kolonu byl 20 ul. Kvantifikace byla provedena
metodou izotopového poméru s vnitinimi standardy. Limit kvantifikace (LOQ) pro oxysteroly

ve vzorcich plazmy byl 0,05 ng.

3.7 Bunééné kultury

V ramci in vitro studie byla analyza provadéna na dvou ER pozitivnich (MCF-7, T47D)
ajedné ER negativni (BT-20) bunécné linii karcinomu prsu. Tyto linie byly zakoupeny od firmy
CLS (Cell Lines Service, Eppelheim, Némecko). Bunééné linie MCF-7 a BT-20 byly péstovany
na kultivaénim médiu Eagle's MEM (PAN-Biotech, Aidenbach, Némecko) a linie T47D potom
na kultivacnim médiu RPMI 1640 obohaceném o pyruvat sodny (1 mM) a HEPES (15 mM).
Obé media byla dale doplnéna antibiotiky (penicilinem 100 U/ml a streptomycinem 100 pg/ml)
a 10 % fetalniho bovinniho séra (PAN-Biotech). Buiiky byly kultivovany pii 37 °C v inkubatoru
s 5% COz a pravideln¢ kontrolovany na ptitomnost bakterii rodu Mycoplasma pomoci
MycoAlert mycoplasma detection kit (Lonza, Basel, Svycarsko). Autenticita bun&énych linii
byla ovéfena pomoci STR analyzy.

Pro snizeni estrogennich ucinka klasického kultivaéniho média byly bunééné linie tii
dny pted vSemi experimenty kultivovany na médiu bez obsahu fenolové cervené (Eagle's MEM
od spolec¢nosti PAN-Biotech a RPMI 1640 od spolecnosti Gibco, Thermo Fisher Scientific,
Inc., Waltham, MA, USA). Toto médium bylo doplnéno 5 % fetalniho bovinniho séra
oSetfen¢ho aktivnim uhlim tak, aby bylo dosazeno minimalniho obsahu steroidnich hormont.

Na tomto médiu byly nasledn€ provadény vSechny experimenty.

3.8 Analyza stability 7-ketocholesterolu v kultivaénim médiu
Pro ovéteni stability 7-KC v médiu za kultiva¢nich podminek (37 °C, 5% CO.) byla

provedena analyza stability tohoto oxysterolu po dobu 72 hodin. Buiikky (MCF-7, T47D, BT-
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20) byly sklizeny (trypsinizace), pfipraveny v poétu 5 x 10 bunék/jamka do 96-jamkové
desticky a ponechany adherovat pies noc. Druhy den bylo kultivacni médium vyménéno za
médium obsahujici 10 uM 7-KC, v pfipad¢ bunécné linie T47D byla piidana jesté¢ SuM
koncentrace, kterd odpovidala koncentraci pouzité v ptipad¢ vSech experimentl. Vzorky o
objemu 100 pl média byly nasledné odebirany v ¢asech 0, 1, 2, 4, 8, 24, 48 a 72 hodin.
Kultiva¢ni médium (Eagle’s MEM, RPMI 1640) bez 7-KC bylo odebrano jako kontrola. Takto
odebrané vzorky byly do dalsi analyzy ulozeny pii -80 °C. V ramci dal$i analyzy byly vzorky
rozmrazeny, k 10 ul média byl pfidan deuterovany 7-KC (800 pg/vzorek) jako vnitini standard
a naslednd ptiprava vzorki a méfeni hladiny 7-KC probihaly stejné jako v ptipad¢ vzorka

plasmy, jak je popsano v kapitole 3.5 a 3.6.

3.9 Stanoveni buné¢né viability a proliferace

Pro studium vlivu 7-KC na bunéc¢nou viabilitu byly bunééné linie nasazeny na 96-
jamkovou desti¢ku v poctu 5 x 10° bun&k/jamka. Druhy den byl k buiikdm ptidan 7-KC
v riznych koncentracich (fedici fada) a buniky byly inkubovany po dobu 72 hodin. Nésledné
byl k bunkam ptidan kit CellTiter-Blue cell Viability Assay (Promega, Madison, WI, USA) a
po dvou hodinach byla bunécnd viabilita stanovena prostfednictvim zméieni fluorescence na
ptistroji Infinite M200 (Tecan).

Pro analyzu vlivu 7-KC na G¢innost tamoxifenu (TAM) byla nésledné provedena stejna
analyza také pro toto 1é¢ivo. Redici fada TAM byla k buiikam piidéna jednak samostatné pro
zjisténi ICso samotného TAM, a jednak v médiu obsahujicim nizké (subletdlni) koncentrace 7-
KC (5,10 a 15 pM pro MCF-7 a BT-20 a 2,5, 5 a 7,5 uM pro T47D). Ve vSech experimentech
byla po 72 hodinach inkubace hodnocena viabilita stejnym zplsobem jako v ptipadé 7-KC.
Vsechny experimenty byly nezavisle opakovany trikrat.

Pro ovéfeni zjisténych vysledki byla nésledné provedena analyza bunécné proliferace
v pritomnosti TAM, 7-KC, nebo jejich kombinace (TAM+7-KC) v redlném case na pfistroji
xCELLigence RTCA DP (ACEA Biosciences, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
s vyuzitim desti¢ek E-plates 16 (ACEA Biosciences). Na tyto desti¢ky bylo nasazeno 5 x 10°
buné&k/jamka v ptipadé MCF-7 a BT-20, a 10 x 10° bunék/jamku pro T47D. Buiiky byly takto
inkubovany po dobu 18 hodin, nésledné bylo pfidano cerstvé kultivaéni médium (kontrola),
nebo Cerstvé médium obsahujici TAM, 7-KC nebo jejich kombinaci. Pro tento experiment byly
vybrany koncentrace, které pti analyze hodnot ICso vykazovaly statisticky vyznamné zmény u

buné¢k MCF-7 a BT-20, tedy 10 uM obou latek pro bunky MCF-7 a BT-20 a analogicky 5 uM
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pro bunécnou linii T47D. Proliferace byla sledovana méfenim impedance po dobu 72 hodin.

Pro kazdou buné¢nou linii byly provedeny tfi nezévislé experimenty.

3.10 Analyza kaspazové aktivity

Viechny bunééné linie byly v poctu 5 x 10° bunék/jamka nasazeny do 96-jamkové
desticky. Druhy den bylo k buitkam pfidano cisté kultivaéni médium (kontrola), médium
s TAM, 7-KC nebo kombinaci obou latek. Aktivace kaspaz 3 a 7 byla testovana pomoci kitu
Caspase-Glo 3/7 Assay System (Promega) s méfenim luminiscence na piistroji Infinice M200

(Tecan). V ramci studie byly pro kazdou linii provedeny 3 nezavislé experimenty.

3.11 Studium zmén v bunééném cyklu

Buiiky byly nasazeny (5 x 10° bunék na 60 mm Petriho misku) a ponechiny adherovat
do druhého dne. Nasledné bylo k buiikdm piidéno Cerstvé kultivacni médium (kontrola), TAM,
7-KC a nebo kombinace obou latek. Takto inkubované bunky byly nésledné sklizeny
(trypsinace) v Casech 24, 48 a 72 hodin od inkubace s testovanou latkou. Koncentrace obou
latek byla 10 uM pro MCF-7 a BT-20 a 5 uM pro buniky T47D. Buniky byly po sklizeni nasledné
dvakrat promyty fosfatovym pufrem (PBS), centrifugovany (450 x g, 10 min, 4 °C) a peleta
byla nasledn¢ zafixovana 70% ethanolem. Vzorky byly uchovany pti 4 °C do druhého dne. Poté
byly buiiky dvakrat promyty PBS a obarveny roztokem propidium jodidu (50 pg/ml propidium
jodidu, 60 pg/ml NaCl, 100 pg/ml RNazy a 10 mM Tris v ultracisté vodé Milli-Q). Bunéény
cyklus byl analyzovan priitokovym cytometrem BD FACSVerse (Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, USA). U kazdé¢ého vzorku bylo zmeéfeno 20 000 udélosti/bunék. Data byla
analyzovana pomoci softwaru FACSuite (Becton Dickinson). Kazdy experiment byl proveden
ve dvou nezavislych métenich. Ptiprava vzorki pro analyzu a naslednd analyza byla provadéna

ve spolupraci s Ing. Marii Ehrlichovou z Oddéleni toxikogenomiky, SZU.

3.12 Analyza bunééné migrace a invazivity

Bunéénd migrace byla sledovana na pfistroji XCELLigence RTCA DP s migra¢nimi
destickami CIM-plates 16 (ACEA Biosciences). Spodni komurka desticky CIM-plate 16 byla
naplnéna médiem s 10 % séra oSetfené¢ho aktivnim uhlim jako chemoatraktant (Obrazek 7).
Buriky (4 x 10* bunék na jamku) v médiu bez séra byly nasazeny do horni komtirky na desti¢ce.
V kontrolnich vzorcich byly buiiky inkubovéany pouze s ¢istym kultivacnim médiem, kdezto

vzorky s 7-KC obsahovaly tento oxysterol jak v horni, tak v dolni komrce.
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Analyza bunécné invazivity probihala identicky. Jedinym rozdilem bylo pokryti
migraéni desticky 20 pl Matrigelem o koncentraci 800 pg/ml (Corning, NY, USA). VSechny

experimenty byly opakovany nezavisle tiikrat.

A) Mlgrace Kontrola 7-ketocholesterol
_ médium
bezséra |
..r....r....I.. N iy —1N
médium
—— 1 s10%sérem —§p—
B) Invazivita
Kontrola 7-ketocholesterol
médium =
- = bezséra
e —— bunky ——
s e | -
T matrigel — - B
| médium
s 10% sérem

Obrazek 7: Schéma experimentu pro sledovani bunécné migrace (A) a invazivity (B).

3.13 Ptiprava vzorka z bunécnych linii pro stanoveni genové exprese

Buriky byly nasazeny (5 x 10° bunék na 60 mm Petriho misku) a ponechany adherovat
do druhého dne. Nasledné bylo k buitkadm ptidano ¢ist¢ médium (kontrola), TAM, 7-KC nebo
kombinace obou latek. Koncentrace TAM a 7-KC byla 10 uM u bunéénych linii MCF-7 a BT-
20 a 5 uM u bunécné linie T47D. Buiky byly po 12, 24 a 48 hodinach inkubace sklizeny
(trypsinace), dvakrat promyty PBS a resuspendovany v RLT pufru, ktery je soucasti kitu
AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kit (Qiagen, Germantown, MD, USA). Ten byl pouZit pro
naslednou izolaci RNA, DNA i proteinu ze vSech sklizenych vzorkii dle manualu vyrobce.
Vzorky pro analyzu rozdilli v genové expresi byly pfipraveny ve tfech nezavislych
experimentech.

Meéfeni koncentrace, kontrola RNA a syntéza cDNA byly nésledné provedeny stejné
jako v ptipad¢ pacientskych vzorki, jak bylo popsano v kapitole 3.3. U vzorka z bunécnych
linii byla nésledné stanovena exprese 3 referencnich genti (E/F2B1, IPOS a MRPL19) a 36 gent
kédujicich enzymy z metabolismu TAM (Brauch et al. 2009), metabolismu 7-KC (HSD11Bl1,
HSDI11B2, SOATI), markery oxida¢niho stresu (SODI, SOD2 a GPXI), ABC transportéry
(ABCBI a ABCC2), intracelularni receptory (LXRA, LXRB, ESRI a ESR?2), geny kodujici AEBS
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(DHCR7, EBP) avybrané onkodrivery (TP53 a MKI67). Hladina exprese vybranych genti byla
stanovena stejn¢ jako v pfipadé pacientskych vzorki, jak je popsano v kapitole 3.4, ovSem

v ptipad¢ vzorkl z bunéénych kultur nebyla cDNA preamplifikovana.

3.14 Western blotting

Vzorky proteinu z bunénych linii byly extrahovany pomoci AllPrep
DNA/RNA/Protein Mini Kitu, jak bylo popsano v ptfedchozi kapitole 3.13. Koncentrace
proteinu byla stanovena pomoci kitu Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific) a méfeni absorbance na pfistroji Infinice M200 (Tecan).

Pro analyzu proteinové exprese v bunécnych liniich bylo pouzito v ptipadé kazdého
vzorkd 20 pg celkového proteinu. Proteiny byly rozdéleny na zaklad€ molekulové velikosti
pomoci elektroforézy v pritomnosti SDS v 10% polyakrylamidovém gelu a poté pieneseny na
nitrocelul6zovou membranu. Membrany byly 60 minut blokovany v bloka¢nim Ccinidle
Blocker™ BLOTTO in TBS (Thermo Fisher Scientific), inkubovany ptes noc pii 4 °C s
primarnimi protilatkami zfedénymi v bloka¢nim cinidle obsahujicim 0,2% Tween®20,
oplachnuty TBS s 0,1% Tween®20 a poté inkubovany 60 minut se sekundarnimi protilatkami
(ztedénymi opét v blokac¢nim ¢inidle s 0,2% Tween®20) pii pokojové teploté. Jako kontrolni
protein byl detekovan B-aktin (1:1 000, mysi monoklondlni protilatka, kat. ¢. A3853, Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA). Dal§im pouZitymi protildtkami byly anti-ERa (1:1 000, krali¢i
polyklonalni protilatka, 21244-1AP, Proteintech, Planegg-Martinsried, Némecko), anti-
CYPIBI (1:5 000, krali¢i polyklonalni protilatka, BSBTPB9546, Booster Bio, Pleasanton, CA,
USA) a anti-CYP1AT1 (1:125 - 1:250, 10 — 20 pg/ml, krali¢i polyklonalni protilatka (Soucek et
al. 1995)). Sekundéarnimi protilatkami byly IRDye® 800CW Goat anti-Rabbit Secondary
Antibody (1:5 000) and IRDye® 680RD Goat anti-Mouse IgG Secondary Antibody (1:5 000)
(Li-cor, Lincoln, NE, USA). Oznacené proteiny byly vizualizovany pomoci zobrazovaciho
systému Odyssey® Fc Imaging System (Li-cor) a kvantifikovdny pomoci programu Image
Studio verze 4.0.21 (Li-cor). VSechny analyzy byly provedeny ve tfech nezévislych

experimentech.

Pro analyzu proteinu v tkanich pacientek byly tyto tkan€ podrceny pod tekutym dusikem
stejn€ jako v kapitole 3.2 a nésledné pteneseny do 300 pul lyza¢niho pufru (50 mM Tris-HCI,
pH=8,0, 150 mM NacCl, 10% Triton X100 (v/v)) doplnéného o tablety s inhibitory proteaz a
fosfatdz Roche cOmplete ULTRA tablets a PhosSTOP Roche (Sigma Aldrich). Vzorky v pufru
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byly nasledn¢ dilkkladné promichany pomoci vortexu, 2 hodiny inkubovany pii 4°C za
neustdlého promichévani, centrifugovany (14 000 x g, 20 min, 4 °C) a ulozeny pfi -20 °C.
Koncentrace proteinu byla stanovena opét pomoci kitu Pierce™ BCA Protein Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific).

Protokol pro analyzu proteinli z nadorovych tkani vychézel sice ze stejného protokolu,
jako v ptipad¢ detekce proteini ve vzorcich z bunéénych linii, avSak pro zlepSeni detekce
studovanych proteint byl v fad¢ krokti optimalizovan. Pro analyzy bylo pouzito 10 — 40 ng
celkového proteinu. Inkubace vzorkil pted samotnou elektroforézou probihala za riznych teplot
(37 —65 °C) a ¢ast (10 — 60 minut) V ptipad¢ proteinil o vétsi molekulové hmotnosti byl pouzit
6 — 7,5% polyakrylamidovy gel. Rozd¢lené proteiny byly pfeneseny jak na nitrocelul6zovou,
tak na PVDF membréanu. Testovéna byla také riznd blokaéni ¢inidla - Blocker™ BLOTTO in
TBS (Thermo Fisher Scientific), 5% BSA (Sigma Aldrich), Oddyssey Blocking Buffer (TBS)
(Li-cor), Oddyssey Blocking Buffer (PBS) (Li-cor), Casein Blocking Buffer (Li-cor).
V zavislosti na pouzitém bloka¢nim ¢inidle byly membrany promyvany v TBS ¢i PBS s 0,1%
Tweenem. Jako primarni protilatky byly pouZity: krali¢i polyklonalni protilatka anti-ABCA2
(1:500 - 1:1 000, Proteintech, Rosemont, IL, USA), kozi polyklonalni protilatka anti-ABCA9
(1:1 600 — 1:2 000, Everest Biotech, Bicester, Spojené kralovstvi), mys$i monoklonalni
protilatka anti-ABCG2 (1:100 — 1:500, Alexis Biochemicals, San Diego, CA, USA), krali¢i
polyklonalni protilatka anti-ABCG2 (1:300 — 1:1 200, Proteintech), nebo krali¢i polyklonalni
protilatka anti-ABCG2 (1:1000, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA). Jako
sekundarni protilatky byly vyuZity jak pfisluSné fluorescencni protilatky (1:5 000 — 1:20 000,
Li-cor), tak protilatky konjugované s kienovou peroxidazou (1:10 000 — 1:20 000, Sigma

Aldrich, nebo Amershan Biosciences).

3.15 Statistickd analyza dat
V ramci prvni studie byl nejprve proveden Kolmogorov-Smirnoviv test pro zjisténi

rozdéleni dat. ProtoZe expresni data nespliiovala podminku normélniho rozdéleni pro
parametrické testy, byly pro statistické hodnoceni pouzity neparametrické testy. Rozdily
v expresi mezi ER pozitivnimi, ER negativnimi nddory a nemaligni tkdni byly hodnoceny
prostiednictvim programu REST 2009 (Qiagen, Hildesheim, Némecko) a neparametrického
Kruskal-Wallisova testu. V dalsi fazi expresni studie byly potom klinicko-patologické udaje
porovnany s genovou expresi opét pomoci Kruskal-Wallisova testu, Jonckheere-Terpstrova
testu a v ptipad¢ spojitych veli¢in pomoci Spearmanova testu. Bezptiznakové prezivani (z angl.

disease-free survival, DFS) bylo definovano jako doba, ktera uplynula mezi chirurgickym

57



odstranénim nadoru a progresi onemocnéni nebo umrtim z jakékoli pfi¢iny. Hladiny genové
exprese v naddorech byly rozd€leny do skupin podle medidnu a k analyze byl pouzit Kaplan-
Meiertv graf pieziti s Breslowovym testem. P-hodnoty mensi nez 0,05 byly povazovany za
statisticky vyznamné. Pro Gipravu P-hodnot byla pouzita FDR korekce (z angl. false discovery
rate) pro mnohocetné testovani podle Benjaminiho a Hochberga (Benjamini and Hochberg
1995). Statistické analyzy byly provedeny pomoci softwaru SPSS v16.0 (SPSS Inc., Chicago,
IL, USA).

Ve druhé studii byl pro namétené hladiny oxysterolti opét proveden test normality,
tentokrat vsak pomoci Shapiro-Wilkova testu. Ani v tomto ptipad¢ data nespliovala pozadavek
normalniho rozd¢€leni. Z tohoto divody byly opét pouzity neparametrické testy — Kruskal-
Wallistiv a Spearmantiv. Pro analyzu vlivu na bezptiznakové ptezivani (DFS) byl vyuzit
Kaplan-Meiertiv graf pteziti s Breslowovym testem. ProtoZze v ptipad€ nckterych oxysterolil
byly v naméfenych datech odlehlé hodnoty, byly statistické analyzy provedeny nejprve na
vSech datech a nasledné na datech bez téchto odlehlych hodnot. P-hodnoty mensi nez 0,05 byly
povazovany za statisticky vyznamné. Statistické analyzy byly provedeny pomoci softwaru
SPSS v16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Ve studii zabyvajici se vlivem 7-KC in vitro byly hodnoty ICso pro TAM a 7-KC
stanoveny pomoci softwaru GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, Boston, MA, USA).
Statistické srovnani hodnot ICso, aktivity kaspaz, bunéné migrace a invaze a proteinové
exprese mezi kontrolnimi builkami a builkami inkubovanymi s testovanymi latkami bylo
provedeno Studentovym t-testem v programu MS Excel (Microsoft Corporation, Redmond,
WA, USA). P-hodnoty mensi nez 0,05 byly povaZzovany za statisticky vyznamné.

Pti analyze qPCR dat byla exprese vSech cilovych genti (GOI) normalizovana pomoci
hladin tfi housekeepingovych genti (HKG) metodou ACt (ACt = Ctgor - Ctuka). Pro statistickou
analyzu byly pouZity hodnoty -AACt (-ACltbuiiky s testovanou litkou - ACtkontroly) @ Studentiiv t-test. Pro
grafickou interpretaci byly po¢itany hodnoty tzv. fold change (FC) ziskané jako 2744¢
Deregulace genové exprese byla povazovana za statisticky vyznamnou v ptipad¢ ze P-hodnota
byla nizsi nez 0,05 a hodnota FC nizsi nez 0,67 (snizeni genové exprese) nebo vyssi nez 1,50
(zvySeni genové exprese). Pro upravu P-hodnot byla pouzita FDR korekce mnohocetného
testovani podle Benjaminiho a Hochberga (Benjamini and Hochberg 1995).

Hladina proteinové exprese zjiSténa pomoci western blottingu byla vyhodnocena
pomoci denzitometrické analyzy v programu Image Studio 4.0.21 (Li-cor), kde byla rovnéz

provedena normalizace k hladiné kontrolniho proteinu. Vysledné hodnoty byly nasledné
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porovnany Studentovym t-testem v programu MS Excel (Microsoft Corporation). P-hodnoty

mensi nez 0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné.
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4. Vysledky
4.1 Rozdily v genovée expresi u pacientek s karcinomem prsu (Kloudova et al.
2017)

4.1.1 Charakteristika pacientské kohorty
V této studii byla genova exprese analyzovana ve vzorcich pochazejicich od 193

pacientek s karcinomem prsu. V prvni fazi studie byla nejprve exprese 70 genll testovana na
vzorcich 17 ER pozitivnich (ER+), 12 ER negativnich (ER-) karcinomti prsu a na 10
histologicky potvrzenych vzorcich nemaligni tkan€. Vysledky exprese v téchto skupinach byly
nasledn¢ porovnany ve snaze ziskat geny s ER-dependentni regulaci genové exprese. Na
zakladé tohoto porovnani (zejména ER pozitivnich a ER negativnich vzorkd) byly vybrany
geny pro druhou ¢ast analyzy, kterd prob¢hla na setu 164 vzorkt pacientek s ER pozitivnim
karcinomem prsu. Jejich klinicko-patologické data, ktera byla nasledné porovnana s vysledky

genové exprese, jsou v Tabulce 7.
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Tabulka 7. Charakteristika ER pozitivnich pacientek zarazenych do druhé ¢asti studie.

Klinicko-patologicka data N=164
Vék v dobé diagnézy (priamér = SD) 64 £11
Premenopauzalni 17 (10 %)
Menopauza Postmenopauzalni 145 (88 %)
Neznamo 2 (1 %)
) s, i Invazivni duktalni karcinom 138 (84 %)
Histologicky typ nadoru .
Jiny typ* 23 (14 %)
Neznamo 3 (2 %)
Stadi Di ¢ I 87 (53 %)
adium (Disease stage) I 59 (36 %)
111 16 (10 %)
v 2(1%)
Prit N1-3 54 (339
PostiZeni lymfatickych uzlin = (v)’mno P ) (33 %)
Neptitomno (pNO) 108 (66 %)
Neznamo 2 (1 %)
Histolosicky srad 1 45 (27 %)
istologicky grade ) 98 (60 %)
3 16 (10 %)
Neznamo 53 %)
111 U 0 o
Exprese ER Pozitivni F> 1%) 164 (100 %)
Negativni 0 (0 %)
111 U 0 0
Exprese PR Pozitivni F> 1%) 134 (82 %)
Negativni 30 (18 %)
itivni +/3+ 9
Exprese HER2 (ERBB2) Pozitivni (IHC 2+/3 : potvrzeno FISH) 28 (17 %)
Negativni 136 (83 %)
Vysokd (> 14 9 14 (89
Exprese Ki67 y’so ’a(_ %) (8 %)
Nizka (< 14%) 36 (22 %)
Nezndmo 114 (70 %)
Subtyp Lumi.nal A 34 (21 %)
Luminal B 16 (10 %)
Nezndmo 114 (69 %)
Pouze tamoxifen (TAM) 42 (26 %)
Terapie . . o
Pouze inhibitory aromatazy (Al) 33 (20 %)
Kombinace TAM a Al 20 (12 %)
Hormonalni terapie (nespecifikovano) 1(1%)
TAM nebo Al a chemoterapie 44 (27 %)
Pouze chemoterapie 412 %)
Nezndmo 20 (12 %)

* Jinymi typy karcinomu prsu byly invazivni lobularni karcinom (n=18), mucindzni (n=2), duktalni

karcinom in situ (n=1), papilarni (n=1) a smiSeny typ (n=1). SD = smérodatna odchylka
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4.1.2 Rozdily v genové expresi mezi ER pozitivnimi a ER negativnimi karcinomy prsu
V prvni fazi studie byla stanovena exprese 70 genti u vzorkli 17 ER pozitivnich, 12 ER

negativnich karcinomu prsu a u 10 histologicky potvrzenych nenddorovych tkani. Na zaklad¢
porovnani exprese mezi ER pozitivnimi a ER negativnimi tumory byla zjisténa rozdilna hladina
exprese u 23 gend oxysterolové drahy (ACAT2, ATF6, HMGCSI, HMGCS2, OXCTI a
SREBF1), metabolismu oxysterolt (CYP7B1, CYP24A1, CYP39A1, CYP51A1, DHCR7, EBP a
CH25H), transkripcnich faktorti a koaktivatori (ESRI, PPARGCIA, RXRA a RXRG) a
transportérti (ABCA2, ABCA9, ABCA10, ABCC1, ABCGI a ABCG?2). Tyto geny byly vybrany
pro druhou ¢ast studie.

Vysledky porovnani exprese v ER pozitivnich tumorech s expresi v ER negativnich
tumorech a také v nemaligni kontrolni tkéni jsou shrnuty v Tabulce 8. Porovnani genové
exprese ukdzalo naptiklad vyznamné vyssi expresi ESRI v ER pozitivnich tumorech a naopak
snizeni této exprese v ER negativnich tumorech (ER+ > kontrolni tkan > ER-). Exprese genu
ABCG]1 byla vyznamné zvys$end u obou typt nadord v porovnani s kontrolni tkani (ER+ < ER-
< kontrolni tkan) a naopak exprese genli CYP3941, OXCTI a PPARGCIA byla v nddorovych
tkanich vyznamné snizena (kontrolni tkén > ER- > ER+). Podobn¢ tomu bylo v ptipadé exprese

gentt ABCA9, ABCA10, ABCG2, CH25H a RXRG (kontrolni tkan > ER+ > ER-).
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Tabulka 8: Statisticky vyznamné rozdily v hladinach exprese studovanych genii mezi ER

pozitivnimi tumory (ER+), ER negativnimi tumory (ER-) a nemalignimi kontrolami (CTRL).

Sipky znazoriuji zvysenou (1) nebo snizenou (|) expresi v ER+ v porovnani s ER- nadory, respektive
kontrolami. Hladiny expresi byly porovnany pomoci Kruskal-Wallisova testu (P-hodnoty), pro tipravu
P-hodnot byla nasledné pouzita FDR korekce (Pagi-hodnoty). NS = nesignifikantni vysledek.

ER+ vs

Fold

ER+vs

Fold

Gen ER- change P-hodnota | Pyq; CTRL |change P-hodnota | P.g;
Oxysterolova draha
ACAT2 | 0,32 0,001 0,004 - - NS NS
ATF6 | 0,54 0,016 0,021 - - NS NS
HMGCS1 | 0,47 0,010 0,014 - - NS NS
HMGCS?2 1 240,86 < 0,001 0,004 - - NS NS
OXCTI | 0,31 < 0,001 0,004 ! 0,52 0,003 0,012
SREBF'1 1 2,18 0,003 0,007 - - NS NS
Metabolismus oxysterolii
CYP7B1 | 0,45 0,009 0,014 - - NS NS
CYP24A41 | 0,05 0,004 0,008 - - NS NS
CYP3941 | 0,11 < 0,001 0,004 ! 0,32 0,004 0,012
CYP51A41 | 0,55 0,024 0,029 - - NS NS
DHCR7 | 0,23 0,003 0,007 - - NS NS
EBP | 0,36 0,001 0,004 - - NS NS
CH25H 1 1,54 0,034 0,035 | 0,49 0,009 0,022
Transkrip¢ni faktory a koaktivatory
ESRI 1 149,59 < 0,001 0,004 1 5,34 0,001 0,006
PPARGC
14 | 0,17 0,006 0,011 ! 0,22 <0,001 | 0,006
RXRA 1 1,48 0,017 0,021 - - NS NS
RXRG i 1,65 0,034 0,035 | 0,34 0,009 0,022
ABC transportéry
ABCA2 1 1,78 0,003 0,007 - - NS NS
ABCA9 1 2,86 0,003 0,007 ! 0,26 0,001 0,006
ABCAI10 1 4,04 0,001 0,004 ! 0,18 <0,001 | 0,006
ABCCI ! 0,47 0,005 0,010 - - NS NS
ABCGI1 1 1,49 0,033 0,035 1 2,10 0,004 0,012
ABCG2 1 1,53 0,046 0,050 ! 0,57 0,016 0,035
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4.1.3 Vztahy genové exprese ke klinicko-patologickym tdajim pacientek
Ve druhé ¢asti studie byla stanovena genova exprese u 164 ER pozitivnich tumort, ktera

byla nasledn¢ porovnana s klinicko-patologickymi daty pacientek. Exprese byla stanovena u 23
gentl, jejichz hladina se vyznamné liSila mezi ER pozitivnimi a negativnimi tumory z prvni ¢asti
studie. K t€émto gentim byl navic ptidan gen ESR2. Testovanymi proménnymi byly vék v dobé
diagnozy, menopauzalni status (premenopauzalni vs. postmenopauzalni), TNM stadium (SI vs.
SII nebo SIII), histologicky grade (G1 vs. G2 nebo G3), exprese progesteronového receptoru
(pozitivni vs. negativni), exprese HER2 (pozitivni vs. negativni) a luminalni subtyp (A vs B).

S vékem v dob¢ diagndzy pozitivné korelovala exprese gent ESR/ (P<0,001, p=0,379)
a HMGCS2 (P=0,007, p=0,208). Negativni korelace byla naopak zjisténa v piipad¢ exprese
geni ABCA9 (P=0,012, p=-0,195), ABCA10 (P=0,021; p=-0,180), CYP24A1 (P=0,015, p=-
0,190) a CH25H (P=0,045, p=-0,156). Vysoké hladina exprese ESRI (P<0,001) a ABCGI
(P=0,030) byla potom spojena s postmenopauzalnim stavem pacientek. Statisticky vyznamné
asociace se stddiem nadoru, histologickym grade, stavem exprese receptori pro progesteron a
HER?2 a se subtypem nadori jsou shrnuty v Tabulce 9.

Analyza trendu zjisténych vztahi pomoci Jonckheere-Terpstrova testu potvrdila
asociaci gentit ATF6, ABCA9, ABCA10, ABCG2, CH25H, CYP24A41 CYP39A1 a PPARGCIA s
histopatologickym grade, kdy hladina exprese téchto gent klesd se zvySujicim se grade
(G1>G2>G3). Podobné, hladina exprese geni ABCG2, CH25H, CYP7BI1, CYP24A1, CYP39A41
a PPARGCIA klesa se zvySujicim se stadiem nadoru (SI>SII>SIII), viz Obrazky 8 a 9.
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Tabulka 9 (1. ¢ast): Vztahy genové exprese ke klinicko-patologickym udajim pacientek
Vysledky genové exprese jsou prezentovany jako normalizované hodnoty (aritmeticky primér + smérodatna odchylka). P-hodnoty byly stanoveny
pomoci Kruskal-Wallisova testu a pro jejich Gpravu byla nasledné uplatnéna FDR korekce (adjustované P-hodnoty jsou znazornéné jako Pagj).
Vzhledem k vypoctu normalizace (Ct(cilovy gen)/Ct(referencni gen)) znamené vyssi hodnota normalizované genové exprese ve skute¢nosti nizsi
expresi dané¢ho genu (¢im vy$si Ct tim niz8i pocet kopii a tedy exprese transkriptu genu). NS = nesignifikantni vysledek.

- ‘. . c 1 Exprese HER2
Stadium onemocnéni Histologicky grade Exprese PR (ERBB2) Subtyp
Gen SI SII a SIIT G1 G2aG3 Negativni Pozitivni Negativni | Pozitivni | Luminal A | Luminal B
Pocet pacientek 87 75 45 114 30 134 136 28 34 16
Oxysterolova draha
1,L18+£0,04 | 1,17+0,04
OXCT1 NS NS NS NS
P=0,043 Pag=0,475
1,09 + 0,02 1,10+ 0,03
ATF6 NS NS NS NS
P=0,014 Pag=0,084
Metabolismus oxysteroli
1,22 £ 0,06 1,26 + 0,07 1,23+0,06 | 1,27+ 0,08
CH25H NS NS NS
P=2,27 x 10¢ | Po=5,67 x 107 P=0,008 | P.g=0,075
CYP7BI 1,13 + 0,04 1,14+0,04 NS NS NS NS
P=0,013 P.4=0,046
CYP24A1 1,38+0,11 142+0,13 NS NS NS NS
P=0,015 P.4=0,046
1,29 £ 0,09 1,32 +£0,08 1,27 £0,07 1,31 +£0,07 1,30+ 0,08 | 1,33 £0,10
CYP39A41 NS NS
P=0,005 P.=0,021 P=0,017 P.qi =0,084 P=0,40 | P,g;=0,133
1,09 £ 0,03 | 1,06 = 0,03
DHCR7 NS NS NS NS
P=0,015 | Pagj=0,125
1,14+ 0,03 | 1,15+£0,03 | 1,12£0,02 | 1,10+ 0,02
EBP NS NS NS
P=0,045 | P.=0,133 | P=0,006 | Pag;=0,076
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Tabulka 9 (2. ¢ast): Vztahy genové exprese ke klinicko-patologickym udajim pacientek
Vysledky genové exprese jsou prezentovany jako normalizované hodnoty (aritmeticky primér + smérodatna odchylka). P-hodnoty byly stanoveny
pomoci Kruskal-Wallisova testu a pro jejich tpravu byla nasledné uplatnéna FDR korekce (adjustované P-hodnoty jsou znazornéné jako Pagj).
Vzhledem k vypoctu normalizace (Ct(cilovy gen)/Ct(referencni gen)) znamena vyssi hodnota normalizované genové exprese ve skute¢nosti nizsi
expresi dané¢ho genu (¢im vy$si Ct tim niz8i pocet kopii a tedy exprese transkriptu genu). NS = nesignifikantni vysledek.

. . c 1 Exprese HER2
Stadium (tumour stage) Histologicky grade Exprese PR (ERBB2) Subtyp
Gen SI SII a SIIT Gl G2aG3 Negativni Pozitivni | Negativni | Pozitivni | Luminal A | Luminal B
Pocet pacientek 87 75 45 114 30 134 136 28 34 16
Transkrip¢ni faktory a koaktivatory
1,36 = 0,06 1,40 +£ 0,07
ESR2 NS NS NS
P=2,88 x 10+ P.g; =0,002
1,35+0,07 1,36 £ 0,07 1,33+0,05 | 1,36+0,07 1,30 +0,05 | 1,33 + 0,04
PPARGCIA4 NS NS
P=0,021 P.gi =0,058 P=0,009 P.g =0,084 P=0,022 | P.g=0,135
1,07 +0,03 1,08 £ 0,04 1,07+0,04 | 1,08 +0,04 1,07+ 0,03 | 1,09 + 0,04
RXRA NS NS
P=0,045 Pag;=0,111 P=0,034 Paq; =0,140 P=0,015 | P.g=0,075
RXRG NS 1,42+0,07 | 1,39+0,07 |1,39+0,07 | 1,43+ 0,09 NS
P=0,032 P.g =0,475 P=0,018 | P.g=0,075
ABC transportéry
ABCAD NS NS 1,134+0,03 | 1,14 + 0,04 NS
P=0,016 | P.g=0,075
1,18 0,06 1,23 £0,07 1,L17+0,05 | 1,21+0,07 1,194+0,08 | 1,24 + 0,08
ABCA9 , NS NS
P=1,02 x 10®° | Paj=1,27 x 10 P=0,004 Paq; =0,084 P=0,004 | P.g=0,075
1,26 £ 0,08 1,32 +0,09 1,26 £0,07 | 1,30+0,10 1,28 £0,09 | 1,34 £ 0,10
ABCA10 NS NS
P=3,09 x 10° | Py =2,57 x 10* P=0,043 Pag; =0,155 P=0,009 | P.g=0,075
ABCG? 1,25+ 0,06 1,28 £0,05 1,25+0,05 | 1,27+0,06 NS 1,26 £0,06 | 1,29+£0,06 | 1,21 £0,04 | 1,25+ 0,05
p=0,004 P.g; =0,020 P=0,10 P,q; =0,084 P=0,048 | P.;=0,133 | P=0,005 | P.g=0,076
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Obrazek 8: Krabicové grafy ukazujici hladiny exprese studovanych gent rozdélenych
podle histologického grade
Analyza trendu mezi vice nez dvéma kategoriemi pomoci Jonckheere-Terpstrova testu u
téchto genll potvrdila signifikantni trend sniZujici se genové exprese se zvysujicim se
histologickym grade. Vzhledem k normalizaci vii¢i expresi referenc¢nich gent jako Ct(cilovy
gen)/Ct(referencni gen) znamend vyssi hodnota normalizované genové exprese ve skutecnosti
niz§i expresi daného genu (¢im vyssi Ct tim nizsi pocet kopii a tedy exprese transkriptu genu).
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Obrazek 9: Krabicové grafy ukazujici hladiny exprese studovanych genti rozdélenych
podle TNM stadia onemocnéni
Analyza pomoci Jonckheere-Terpstrova testu u téchto gentli potvrdila signifikantni trend
sniZujici se genové exprese se zvysSujicim se stadiem nadoru. Vzhledem k normalizaci vici
expresi referen¢nich gent jako Ct(cilovy gen)/Ct(referencni gen) znamend vyssi hodnota

v .

normalizované genové exprese ve skute€nosti nizsi expresi daného genu (¢im vyssi Ct tim
nizsi pocet kopii a tedy exprese transkriptu genu).

Pro vSechny studované geny byla provedena také analyza vztahu exprese k celkovému
bezptiznakovému piezivani pacientek. V analyze na souboru vSech pacientek bez ohledu na
terapii byla zjiSt€na vyznamna asociace exprese genu ABCG2 k bezptiznakovému prezivani,
kdy pacientky svyssi hladinou ABCG2 vykazovaly del§i bezptiznakové prezivani, nez
pacientky s expresi niz8i nez medidn (P=0,041, Obrazek 10). V piipad¢ dalSich gent

zahrnutych do studie nebyl zjiStén Zadny statisticky vyznamny vztah s bezpiiznakovym
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pfezivanim. Analyza bezptiznakového prezivani vztazend pouze na skupinu pacientek 1é¢enych
hormonalni terapii (tamoxifen a/nebo inhibitory aromatédzy) asociaci s expresi genu ABCG?2

neprokazala a nebyla ani zjiSténa asociace zadného jiného studovaného genu.
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Obrazek 10: Vztah hladiny exprese genu ABCG?2 s bezpiiznakovym prezivanim
pacientek
Kaplan-Meieriiv graf znazoriujici hladiny exprese genu ABCG2 rozdé€lené podle medianu,
kdy pacientky s vys$si expresi (N=51, plna cara) vykazovaly delsi bezptiznakové prezivani,
nez pacientky se snizenou expresi tohoto genu (N=50, pferusovana ¢ara).

4.1.4 Detekce zmén na Urovni proteinu v tkanich pacientek
Pro ovéreni vysledki genové exprese také na trovni proteinu byla provedena fada experimentii

ve snaze detekovat vybrané proteiny pomoci metody western blotting. Pro tuto detekci byly
vybréany tii proteiny ze skupiny ABC transportérti, ABCA2, ABCA9 a ABCG2. Navzdory
intenzivni snaze o detekci a fad€é pokusti zahrnujicich mnoho optimalizaci protokolu a Gprav
metodiky, jako je inkubace vzorku pfed samotnou elektroforézou (SDS-PAGE) pfi rtiznych
teplotdch a rtzn¢ dlouhych casech inkubace, zkouSka nékolika primarnich protilatek od
ruznych vyrobc, ¢i testovani fady riiznych blokac¢nich ¢inidel, se v§ak nepodafilo tyto proteiny
uspesné detekovat. Hlavnim divodem je pravdépodobné fakt, Ze se jedna o transmembranové
proteiny a navic ve dvou pfipadech s velkou molekulovou hmotnosti (ABCA2 — 270 kDa,
ABCA9 — 184 kDa). Nicmén¢ ani tfeti, mensi a Castéji studovany transportér (ABCG2 — 72
kDa) se detekovat nepodaftilo (Obrazek 11).
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Obrazek 11: Vysledek detekce proteinu ABCG2 v tkanich pacientek s karcinomem prsu
Vrchni ¢ast ukazuje absenci proteinu ABCG2 v nadorech lidského karcinomu prsu (vzorky s kodem
MxxxT), za soucasné detekce standardu ABCG2 (Abnova). Spodni ¢ast ukazuje vysledek detekce B-

aktinu na stejné membrané, ktery byl pouzit jako kontrolni protein pro ovéfeni kvality vzorku, nanasky
vzorku na gel i provedeni samotné metodiky.
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4.2 Rozdily hladiny oxysterolil v cirkulaci u pacientek s karcinomem prsu
(Kloudova-Spalenkova et al. 2020)

4.2.1 Charakteristika pacientské kohorty
Ve studii, kterd& meéla za cil stanovit hladinu oxysteroli v plasmé¢ pacientek

s karcinomem prsu, byly zahrnuty vzorky od celkem 58 pacientek s ER pozitivnim karcinomem
prsu (subtyp luminal A nebo B). Jejich charakteristika a klinicko-patologické tidaje jsou shrnuty
v Tabulce 10.

Tabulka 10. Charakteristika ER pozitivnich pacientek zaiazenych do druhé ¢asti studie.

Klinicko-patologicka data N=158

Vék v dobé diagnozy (primér) 62+ 12
Premenopauzalni 14 (24 %)
Menopauza Postmenopauzalni 44 (76 %)
. L i Invazivni duktélni karcinom 47 (83 %)
Histologicky typ nadoru Jing typ* 10 (17 %)
1A 43 (74 %)

IB 1 (2 %)

Stadium (Disease stage) 1A 9 (16 %)

11B 1(2%)

Neznamo 4 (7 %)
pNO 47 (81 %)

o - . pN1 6 (10 %)

Postizeni lymfatickych uzlin (pN) PN2 T2 %)

Neznamo 4 (7 %)
. , pT1 42 (72 %)
Velikost nadoru pT2-4 16 (28 %)
1 16 (28 %)
Histologicky grade 2 39 (67 %)

3 3(5%)
Pozitivni (>1%) 58 (100 %)

Exprese ER Negativni 0 (0 %)
Pozitivni (>1%) 49 (84 %)

Exprese PR Negativni 9 (16%)

Vysoké (=14 %) /Luminal B 4 (7 %)
Exprese Ki67 / Subtyp” Nizka (< 14 %) /Luminal A 12 (21 %)
Neznédmo 42 (72 %)

Pozitivni (IHC 2+/3+ potvrzeno FISH) 0 (0%)
Exprese HER2 (ERBB2) Negativni 58 (100 %)
. Pouze tamoxifen (TAM) 34 (59 %)
Terapie Kombinace TAM a Al 24 (41 %)

* Jinymi typy karcinomu prsu byly invazivni lobularni karcinom (n=8), mucinézni (n=1), a tubularni
(n=1) karcinom. SD = smérodatna odchylka

#Vzhledem k tomu, Ze viechny nadory zahrnuté do této studie byly HER2-negativni, odpovida
vysoka/nizka exprese markeru Ki67 také molekularnimu subtypu ptislusného nadoru. Vzhledem ke
staii vzorkd jsou tidaje o Ki67/subtypu netiplné.
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4.2.2 Detekované hladiny oxysterola
Tabulka 11 znazoriiuje namétené hladiny vSech oxysterolii. V ptipadé 6 oxysteroll se

hladinu podatilo stanovit u vétSiny z analyzovanych vzorkt. Nejvice chybéjicich hodnot (pod
limitem detekce) bylo v pfipadé¢ 25-HC (N=17), jehoz hladiny byly obecné ze vSech
analyzovanych oxysterold nejnizsi (0,07 — 3,16 ng/ml plasmy). Posledni z testovanych
oxysterolil, a-EC, se vSak nepovedlo detekovat ani u jednoho vzorku z 58 testovanych a proto

byl z naslednych analyz vztaht s klinicko-patologickymi daty vytazen.

Tabulka 11: Hladiny oxysteroli s plasmé pacientek s karcinomem prsu

Oxysterol Pr';glci:‘y:ltksalr(lﬁg/):l?;na Rozsah Chyb?l: (c)lé(l:t(;dnoty
25-hydroxycholesterol 0,83 +0,62 0,07 - 3,16 17
27-hydroxycholesterol 26,7 +43,1 3,48 — 231 0
7a-hydroxycholesterol 7,62 + 6,15 1,31 -31,5 2

7-ketocholesterol 6,68 +4,74 0,27 -16,2 1
Sa,60-epoxycholesterol nedetekovan nedetekovan 58
5B,6B-epoxycholesterol 15,8 +21,4 2,74 — 63,3 5
cholestan-3B,5a,6B-triol 4,34 +2 38 0,98 —12,5

Obrazek 12 zobrazuje krabicové grafy s hladinami 6 oxysterold, jejichZ hladina byla
stanovena u vétSiny vzorkd. V piipadé¢ 27-HC, 7a-HC a B-EC byla zjiSténa vyznamna

variabilita v hladin€ mezi jednotlivymi pacientkami s nékolika odlehlymi hodnotami.
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Obrazek 12: Distribuce hladin jednotlivych oxysteroli v plasmé pacientek
Median je zobrazen plnou ¢arou a pieruSovana Cara znaci aritmeticky pramer. Odlehlé hodnoty jsou
znazornény hvézdickou.
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4.2.3 Porovnani s klinicko-patologickymi daty
Analyza korelace hladiny jednotlivych oxysterolii ukdzala vyznamnou korelaci 25-HC

a 7-KC. Hladina 27-HC vyznamn¢ korelovala s hladinou 7a-HC, B-EC a také CT, hladina 7a-
HC potom korelovala s B-EC a CT. Negativni korelace byla potom zjisténa pro hladiny 7-KC
a B-EC. Vzhledem k odlehlym hodnotdm zjisténym zejména u 27-HC, 70-HC a B-EC byla
analyza provedena jak pro vSechny hodnoty, tak pro hladiny oxysteroli bez odlehlych hodnot.
Analyza bez téchto hodnot potvrdila vSechny signifikantni korelace s vyjimkou 7-KC a 25-
HC (Tabulka 12).

Tabulka 12: Korelace hladin jednotlivych oxysteroli v plasmé pacientek
Vysledky, jejichz vyznamnost se potvrdila i v analyze bez odlehlych hodnot jsou podbarveny Sedive.

Oxysterol 27-HC| 70-HC | 7-KC B-EC CT

Korelaéni koeficient |-0,073| 0,192 | 0,512 -0,128 0,111

25-HC P-hodnota 0,649 | 0,241 0,001 0,438 0,511
Korela¢ni koeficient 0,743 | -0,409 0,609 0,505

27-HC P-hodnota <0,001 | 0,002 <0,001 <0,001
Korela¢ni koeficient - 0,053 0,573 0,414

Ta-HC P-hodnota <0,001 0,003
Korela¢ni koeficient - 0,275 0,066

7-KC P-hodnota 0,046 0,646
Korelac¢ni koeficient 0,215

B-EC P-hodnota 0,0137

Porovnani hladiny oxysterolti s klinicko-patologickymi daty pacientek ukazalo
vyznamné niz$i hladinu 27-HC a 7a-HC u pacientek s mensimi nadory (pT1) ve srovnani s
pacientkami s vétS§imi nadory (pT2-4). Tato korelace se potvrdila také pii analyze dat bez
odlehlych hodnot. Hladina B-EC signifikantné€ korelovala s velikosti nadoru pouze pti analyze
bez odlehlych hodnot. Hladina 27-HC, 7a-HC, B-EC a CT byla vyznamné& niZsi u pacientek v
casném stadiu (SIA) ve srovnani s pokrocilej$imi stadii onemocnéni (SIB a SITA/B). Analyza
dat bez odlehlych hodnot tuto korelaci potvrdila u B-EC, ale ne v ptipadé¢ 27-HC a 7a-HC.
Hladina CT byla potom statisticky vyznamné vyssi u nadori subtypu luminal B s vyssi expresi
markeru Ki67 (> 14 %), avSak pocet vzorkli porovnavanych v této analyze byl nizky (4 vs. 12
vzorkll). Analyza korelace s vékem pacientek ukazala vyznamnou pozitivni korelaci pro
vSechny oxysteroly kromé 25-HC, tato korelace se potom potvrdila na hodnoceni bez odlehlych
dat pro 70-HC a B-EC, ale ne pro 27-HC. Souvislost mezi hladinou 27-HC a menopauzalnim

stavem byla vyznamna pouze pro hodnoceni celého setu vzorki, ale ne pti hodnoceni dat bez
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odlehlych hodnot. Pfi porovndni hladiny oxysterold s histologickym typem nadoru,
histologickym grade, pfitomnosti metastdz v lymfatickych uzlindch (pN) a expresi

progesteronového receptoru nebyly vysledky signifikantni (Tabulka 13).

Tabulka 13: Porovnani hladiny oxysteroli s klinicko-patologickymi daty pacientek

P-hodnoty byly ziskdny za zdklad¢ Spearmanova korela¢niho nebo Kruskal-Wallisova testu. V piipadé
27-HC, 7a-HC a B-EC byly analyzy provedeny také pro soubor dat bez odlehlych hodnot. Potvrzené
vztahy jsou podbarveny Sedive.

Klinicko-patologické udaje 25-HC | 27-HC | 70-HC | 7-KC | B-EC | CT
P-hodnota 0,589 0,007 0,002 | 0,011 | 0,027 | 0,032
llf"rel?c“‘ -0,087 | 0,348 | 0,405 | 0,938 | 0,301 | 0,298
oeficient
Vék v dobé diagnéz ’
gnozy Bez odlehlych ) 0.112 | 0,006 i 0,026 i
hodnot
Korelaéni
Koeficient - 0,225 0,370 - 0,308 -
o, P-hodnota 0,866 | 0,044 | 0,068 | 0,778 | 0,053 | 0,143
Menopauzalni status Bez odlchlveh
(pre vs. postmenopauzalni) eZh%dEotyc - 0,181 0,102 - 0,079 -
Histologicky typ nadoru P-hodnota 0822 | 0450 | 0,181 | 0,578 | 0,733 | 0,722
(duktalni vs. jiny typ)
Histologicky grade 5
(G1 vs. G2 nebo G3) P-hodnota 0,933 | 0,321 | 0,219 | 0,873 | 0,199 | 0,479
. , P-hodnota 0,376 | 0,011 | 0,007 | 0,077 | 0,072 | 0,089
Velikost nadoru Bez odlohlveh
(pT1 vs. pT2-4) N - 0,017 | 0,003 - 0038 -
Exprese Ki67 P-hodnota 0,405 | 0,089 | 0,365 | 0,225 | 0,308 | 0,043
Postizeni lymfatickych uzlin P-hodnota 0,790 | 0202 | 0528 | 0,581 | 0.108 | 0,152
(pNO1 vs. pN1)
- - P-hodnota 0,580 | 0,007 | 0,035 | 0,392 | 0,015 | 0,018
Stadium onemocnéni -
(SIA vs. SIB nebo SII) Bezh%‘gi‘?c“ - o143 | 0182 | - |0022] -
Exprese progesteronového
receptoru P-hodnota 0,531 0,957 | 0,907 | 0,526 | 0,917 | 0,214
(pozitivni vs. negativni)

Analyza bezptiznakoveého pieZzivani ukazala, Ze pacientky s hladinou CT nad median
mély vyznamné krat§i dobu bezptiznakového prezivani. Tato analyza byla provedena jak na
celém souboru pacientek (P=0,037), tak také na souboru pacientek léCenych pouze
tamoxifenem (N=34, P=0,015) (Obrazek 13). Hladiny oxysterol mezi skupinou pacientek
1é€enych pouze tamoxifenem a skupinou lécenych tamoxifenem a inhibitory aromatazy se
pfitom vyznamné neliSily. Hladiny ostatnich oxysteroli s bezptiznakovym pieZivanim

vyznamng& nesouvisely.
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Obrazek 13: Vztah hladin CT a bezpriznakového prezivani pacientek
(A) Hladina CT v celém souboru pacientek zahrnutych do studie. (B) Hladina CT u pacientek
1é¢enych pouze tamoxifenem.

75



4.3 In vitro studie vlivu 7-ketocholesterolu na ti€innost tamoxifenu (Spalenkova
et al., nepublikovana data — ptijato k publikaci)

4.3.1. Stabilita 7-ketocholesterolu v kultivacnim médiu
Pro ovéfeni stability 7-KC v médiu za kultivaénich podminek (37°C, 5% CO2) byla

analyzovana hladina 7-KC ve vzorcich média s ptidanym 7-KC, které bylo odebirano v ¢asech
0,1,2,4,8, 24,48 a 72 hodin od pfidani 10 uM 7-KC ke vSem bunécnym liniim (MCF-7,
T47D a BT-20). V ptipadé bunétné linie T47D byla analyzovana také polovicni, SuM
koncentrace, ktera odpovidala hladiné¢ 7-KC pouzité u vSech dalSich experimenti na této linii.
Diky této analyze bylo zjiSténo, Ze stabilita 7-KC v médiu se li$i v zavislosti na testované
koncentraci a buné&cné linii. Nejvyssi stabilita byla pozorovana v ptipad¢ bunééné linie T47D
kultivované v ptitomnosti SuM 7-KC (Obréazek 14D) a u linie BT-20 s 10uM 7-KC (Obrazek
14B), kde 1 po 48 hodinach byla hladina 7-KC stejné jako v ¢ase Oh (101 += 8 % plivodni
koncentrace v ptipadé¢ T47D a 105 + 6 % v ptipadé BT-20). V ptipadé 10uM 7-KC u bunécné
linie T47D se hladina drzela na 88 + 5 % - 85 + 3 % ptvodni koncentrace v ¢asech 1 — 24 hodin
anasledné kleslana 78 £ 0.2 % (48 hodin) - 78 + 2 % (72 hodin) ptivodni koncentrace (Obrazek
14C). K nejvétsimu poklesu hladiny 7-KC v médiu potom doslo u bunééné linie MCF-7, dle
hladina dosahla 90 £ 0,1 % po 24 hodinach, 76 £ 1 % po 48 hodinach a 65 + 7 % po 72 hodinach

inkubace.
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Obrazek 14: Stabilita 7-ketocholesterolu v kultivaénim médiu
10 uM 7-KC byl pfidan k buné&éné linii MCF-7 (A), BT-20 (B) nebo T47D (C) a inkubovan po dobu
72 hodin. V ptipadé linie T47D byla analyza provedena také pro SuM 7-KC (D). V prub¢hu tohoto
¢asu bylo médium se 7-KC odebirano a byla v ném analyzovana hladina 7-KC. Hodnoty jsou
zobrazeny jako prumér + smerodatna odchylka z métenych duplikatd. * = P<0,05, ** = P<0,01, *** =
P<0,001.

4.3.2 Zmény bunécné viability a proliferace v pfitomnosti tamoxifenu, 7-KC a jejich
kombinace
Nejprve jsme stanovili hodnoty ICso pro MCF-7, T47D a BT-20 linie inkubované se

samotnym 7-KC. Zjisténé hodnoty ICso byly 21,3 + 0,4 uM u MCF-7, 11,4 + 0,3 uM u T47D
a20,6 £ 1,9 uM u bunééné linie BT-20. Bunééné linie jsme potom inkubovali jak se samotnym
tamoxifenem, tak s tamoxifenem v pfitomnosti 7-KC o nizkych, subletalnich koncentracich.
V ptipadé bunécné linie MCF-7 a BT-20 to byly koncentrace 5, 10 a 15uM 7-KC a pro linii
T47D pak 2,5, 5 a 7,5 uM. Ve srovnani se samotnym tamoxifen byla u bunék MCF-7 zjiSténa
vyznamn¢ vys§i hodnota ICso pro tamoxifen v kombinaci s 10uM 7-KC (P=0,021) nebo 15uM
7-KC (P=0,032). U bunécné linie T47D nebyl v Zadné z testovanych kombinaci pozorovan
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vyznamny rozdil v ICso pro tamoxifen. U bunééné linie BT-20 jsme pozorovali sniZeni ICso pro

vSechny testované kombinace s 7-KC (P=0,011 pro 5 uM, P=0,012 pro 10 uM a P=0,011 pro

15 uM 7-KC) (Obrazek 15 A, B, C).
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Obrazek 15: Vliv 7-ketocholesterolu na ic¢innost tamoxifenu
Porovnani hodnoty IC50 pro tamoxifen (TAM) samotny a v pfitomnosti riznych koncentraci 7-KC u
bunééné linie (A) MCF-7, (B) T47D a (C) BT-20. Analyza bunééné proliferace v médiu (CTRL),
v ptitomnosti tamoxifenu (TAM), 7-KC a nebo jejich kombinace (TAM+7-KC) po dobu 72 hodin od
pridani testovanych latek k bunééné linii (D) MCF-7, (E) T47D nebo (F) BT-20. Data jsou
prezentovana jako prumér + smérodatna odchylka ze 3 nezavislych experimentd.

Pro dalsi ovéfeni tohoto vysledku byla nésledné analyzovana bunécna

proliferace v redlném Case na piistroji XCELLigence, kdy byly buiiky inkubovany v samotném

médiu (kontrola), s tamoxifenem, 7-KC nebo jejich kombinaci. Vysledky ukazaly vyznamné

vy$si hladinu proliferace bunécné linie MCF-7 inkubované 72 h s tamoxifenem v kombinaci s

7-KC v porovnani s tamoxifenem samotnym (P=0,021). U buné¢né linie BT-20 byla naopak
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zjiSténa nizsi proliferace po 72 h inkubaci s tamoxifenem a 7-KC (P=0,008). Proliferace
bunécné linie T47D se vyznamné nelisila (P=0,190 po 72 hodinach inkubace tamoxifenu s 7-
KC ve srovnani s tamoxifenem samotnym) (Obrazek 15 D, E, F).

Tyto vysledky podporuje také analyza kaspazové aktivity, ve které nebyl zjistén
signifikantni rozdil mezi aktivitou kaspaz 3/7 v ER+ bunéfnych liniich MCF-7 a T47D
inkubovanych s tamoxifenem, 7-KC, nebo jejich kombinaci. Naopak v ER- linii BT-20 byla
zjisténa vyznamné zvysena aktivita kaspaz 3/7 po inkubaci s 7-KC (P=0,002) nebo kombinaci

7-KC a tamoxifenu (P=0,035) (Obrazek 16).
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Obrazek 16: Kaspazova aktivita v pFitomnosti tamoxifenu (TAM), 7-KC, nebo jejich kombinace
(TAM+7-KC)
Data jsou prezentovana jako prumér + smérodatna odchylka ze 3 nezavislych experimentt. * =
P<0,05, ** =P<0,01

4.3.3 Zmény na urovni bunééného cyklu
Pomoci pritokové cytometrie byl analyzovan pocet bunék v jednotlivych fazich

bunéného cyklu po 24, 48 a 72 hodinach inkubace s tamoxifenem, 7-KC nebo jejich
kombinaci. V pfipadé¢ bunéfnych linii BT-20 a T47D byly po 24 hodinach inkubace
s tamoxifenem nebo kombinaci tamoxifenu s 7-KC pozorovany pouze nepatrné zmény v
rozlozeni fazi bunécného cyklu. Navic, po 48 a 72 hodinach inkubace nebyly patrné zadné
statisticky vyznamné zmény.

U bunééné linie MCF-7 byla zjisténa statisticky vyznamné zména (sniZeni) poctu bun€k
v S fazi bunéného cyklu u bunck inkubovanych s kombinaci tamoxifenu a 7-KC po 24
(P=0,040) 1 48 hodindch (P=0,021) v porovnani s kontrolnimi buiikami. Po 72 hodinach
inkubace vykazovaly buiiky v pfitomnosti tamoxifenu nebo kombinace obou latek vyznamné

deregulovany bunéény cyklus ve vSech fazich ve srovnani s kontrolou.
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U Zadnych bun¢k kultivovanych pouze s 7-KC nebyly zjiStény vyznamné zmény

v rozlozeni bun¢k do jednotlivych fazi bunééného cyklu ve srovnéni s kontrolou (Obrazek 17).
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Obrazek 17: Zmény v bunééném cyklu v bunéénych liniich v pritomnosti tamoxifenu (TAM), 7-

KC nebo jejich kombinace (TAM+7-KC).

Grafy ukazuji zmény rozloZeni bun¢k v jednotlivych fazich bunééného cyklu po 24, 48 a 72 hodinach
inkubace s testovanymi latkami. Data jsou prezentovana jako primeér + smérodatna odchylka ze dvou
nezavislych experimenti.

4.3.4 Zmény bunécné migrace a invazivity v piitomnosti 7-ketocholesterolu
V dalsi ¢asti in vitro studie vlivu 7-KC na bunééné linie karcinomu prsu byl analyzovan

vliv pfitomnosti 7-KC na buné€nou migraci a invazivitu. U ER- bunéné linie BT-20 byla

zjiSténa vyznamné zvysend migrace bunék po 24 (P=0,023) 1 48 hodinach (P=0,002) inkubace

s 10 uM 7-KC v porovnani s kontrolnimi buikami. Rovnéz invazivni potencial bunék BT-20

byl vyznamné vyssi, a to v pfitomnosti jak 5 uM 7-KC po 24 (P=0,002) i 48 hodinach
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(P=0,006), tak 10 pM 7-KC po 24 hodinach (P=0,003) i 48 hodinach (P=0,003) (Obrazek 18D

a H).
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Obrazek 18: Migrace a invazivita bunéénych linii v pfitomnosti 7-ketocholesterolu
Bunééné linie byly péstovany v piitomnosti 5 uM a 10 uM 7-KC (linie MCF-7 a BT-20) nebo 2,5 uM
a5 uM 7-KC (T47D). Mira invaze a migrace bunék je vyjadiena prostiednictvim bezrozmérné
jednotky Cell index, ktera vyjadiuje hodnotu impedance stanovenou na piistroji xCELLigence.
Obrazky A a E znazornuji porovnani bunééné migrace (A) a invazivity (E) vSech testovanych
bunéénych linii mezi sebou. Obrazky B - D znazoriiuji migraci bunéénych linii MCF-7 (B), T47D (C)
a BT-20 (D) v ptitomnosti 7-KC, obrazky F — H znazoriuji invazivitu linii MCF-7 (F), T47D (G) a
BT-20 (H) v ptitomnosti 7-KC. VSechny hodnoty jsou vyjadfeny jako primér + smérodatna odchylka

ze 3 nezavislych experimentl- * = P<0,05, ** = P<0,01.
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U ER+ bunééné linie MCF-7 byl zjistén statisticky signifikantné vy$$i migracni
potencial bunék po 24 (P=0,001) a 48 (P= 0,029) hodinach v pfitomnosti 10uM 7-KC.
V piipadé SuM 7-KC byl tento potencial také signifikantné vyssi po 24 hodinach (P=0,044),
avsak jiz za hranici signifikance po 48 hodinach inkubace (P=0,055). Bunécna invazivita u linie
MCF-7 vs$ak nebyla v pfitomnosti 7-Kc zvysend ani u jedné z testovanych koncentraci 7-KC
(Obrazek 18F). Dalsi ER+ line T47D migrovala vyznamn¢ vice nez kontrolni buniky v ¢ase 24
(P=0,020) 1 48 hodin (P=0,034) po piidani 2,5 uM 7-KC. V pfitomnosti 2,5 uM 7-KC byl
rovnéz zjistén vyssi invazivni potencial po 48 hodinach (P=0,034).

Porovnani kontrol pro BT-20, MCF-7 a T47D navzajem navic ukazalo na velmi nizky
migracni potencidl T47D ve srovnani s liniemi MCF-7 a BT-20 (Obrazek 18A). Migrace
kontrol s pfidanym ethanolem, ktery byl pouZity k rozpusténi 7-KC, se neliSily od kontrol v

kultivaénim médiu.

4.3.5 Zmény na urovni genove exprese
V dalsi fazi jsme se zaméfili na analyzu genové exprese 36 genti kodujicich zejména

enzymy z metabolismu TAM (Brauch ef al. 2009). Do studie jsme zatadili také geny souvisejici
s metabolismem 7-KC, markery oxida¢niho stresu, vybrané ABC transportéry, intracelularni
receptory, geny kodujici AEBS a vybrané onkodrivery.

Zmeény genové exprese byly sledovany ve vSech testovanych bunéénych liniich po
inkubaci s tamoxifenem, 7-KC nebo jejich kombinaci. Exprese péti genti (CYP3A44, CYP345,
HSDI11BI1, SULT2A41 a SULTIEI) byla pod hranici detekce (Ct > 40) u vSech tfech testovanych
linii a zdalSi analyzy byly tedy vyfazeny. Exprese nékterych dal§ich genti byla potom
detekovana jen v n€kterych bunécnych liniich, kdezto v jinych byla opét pod hranici detekce.
Hladina exprese genlt FMOI, FMO3 a UGT2B7 byla pod hranici detekce v BT-20 a MCF-7,
ale v T47D byla exprese téchto genli méfitelna. Exprese gentt UGT1A44, UGTIAS a UGTIA10
nebyla zjisténa v T47D, ale naopak byla stanovena v MCF-7 a BT-20. Hladiny exprese CYP2C9
a CYP2C19 nebyly detekovatelné u MCF-7 a T47D a hladina exprese genu SULTIA1 byla pod
limitem detekce u bunécné linie BT-20 (Obrazek 19). Exprese 12 gent, jejichz exprese byla
detekovéana alespont v jedné bunécné linii, nevykazovala signifikantni deregulaci (CYP2C9Y,
FMOI, FMO3, GPX1, LXRA, LXRB, SODI1, SOD2, SULTIAI, TP53, UGTIA4 a UGT2B7)

v testovanych podminkach.
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Obrazek 19: Porovnani hladiny genové exprese cilovych genti v kontrolnich buiikach
Grafy znazorniuji expresi gent (A) z rodiny cytochromu P450, (B) dalSich genli metabolismu
tamoxifenu a (C) ostatnich genii ve studovanych bunécnych liniich. Hodnoty jsou znazornény
jako geometricky primér + geometrickd smérodatna odchylka relativni exprese (272" ze ti

Vyznamna deregulace byla zjisténa u 19 gent, z toho bylo 7 genii z rodiny cytochromu
P450. CYPIAI a CYPIBI, byly ptitom deregulovany opacnym smérem v ER+ linii MCF-7 a
v ER- lini1 BT-20 (Obréazek 20A-B). Exprese obou gent byla zvysSend v linit MCF-7 a naopak
snizend v linii BT-20. Exprese CYP1B1 v buitkich MCF-7 byla navic zvySena v pfitomnosti
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tamoxifenu, ale 7-KC jeji expresi nijak neménil. Naopak v bunééné linii BT-20 byla sniZzena
exprese zaznamenana v piitomnosti 7-KC, ale nikoliv samotného tamoxifenu (Obrazek 20B).

Geny DHCR7 a EBP vykazovaly snizenou expresi u bun¢k MCF-7 osetfenych 7-KC
a/nebo TAM+7-KC, ale u bun¢k oSetfenych pouze TAM nebyla zjisténa zadna vyznamna
zména. Naopak u bunék T47D osetfenych pouze TAM doslo ke zvySeni exprese téchto gentl,
v ptipadé zbylych dvou testovanych podminek nebyla exprese vyznamné zménéna. U bunécné
linie BT-20 doslo k vyznamnému zvysSeni exprese u bunck oSetfenych TAM a naopak ke
snizeni u bun¢k osetfenych 7-KC. V ptipad¢ vzorkiit TAM+7-KC nebyla exprese vyznamné
zménéna (Obrazek 20C a D). Exprese HSD11B2 byla niz§i u bunék MCF-7 a BT-20
inkubovanych s TAM a/nebo TAM+7-KC, ale u buné¢né linie T47D nebyla zjisténa zadna
vyznamnad zména. Exprese genu SOATI1 byla vyznamné zvySena pouze u bunck BT-20
osetfenych TAM a/nebo kombinaci TAM+7-KC.

Gen ESRI kodujici ERa vykazoval snizenou expresi v pfitomnosti tamoxifenu c¢i
kombinace obou latek u MCF-7 i BT-20, ale u bunécné line T47D nebyly detekovany zmény
za zadnych z testovanych podminek. (Obrazek 20E). Na rozdil od genu ESRI, exprese genu
ESR?2, ktery kdduje ERP, byla zvysend v pfitomnosti tamoxifenu nebo jeho kombinace s 7-KC
u vSech testovanych bunécnych linii (Obrazek 20F).

Gen MKI67, ktery je povazovan za marker proliferace, vykazoval snizenou expresi ve
vSech testovanych liniich. Nejniz8i exprese byla zjisténa u bunécné linie MCF-7 a BT-20
v pfitomnosti tamoxifenu samotného i v kombinaci s 7-KC po 48 hodinach inkubace (Obrazek
20G).

Exprese UDP-glykosyltransferaz se blizila limitu detekce (Ct=40) a jemné zmény jejich
hladin nebylo moZné spolehlivé vyhodnotit. Analyza genové exprese ukazala také na statisticky
vyznamn¢ zvysenou hladinu exprese genit ABCBI a ABCC2 u bunécné linie BT-20. Je vsak
tieba dodat, Ze exprese genu ABCBI se také blizila limitu detekce ve vSech bunécnych liniich,
zejmeéna vsak pravé u BT-20 (Obrazek 19C).

Statistické porovnani exprese v buitkach inkubovanych s tamoxifenem s butikami
inkubovanymi s kombinaci obou latek ukazalo signifikantné sniZzenou expresi CYPI/BI v BT-
20 po 24-hodinové¢ inkubaci (FC = 0,4, P=0,017). Inkubace MCF-7 s kombinaci obou latek
vyznamné zvySila expresi ABCBI (FC = 2,2, P=0,027) a snizila expresi ESRI po 48 hodinach
(FC = 0,6, P=0,012) v porovnani s hladinami po samotném tamoxifenu. V T47D zpiisobila
inkubace s obéma latkami vyznamné zvySeni exprese CYP2D6 po 48 hodinach (FC=1,6,
P=0,0006). V ptipad¢ exprese genit DHCR7 a EBP byl signifikantni rozdil mezi vzorky

oSettenymi TAM a TAM+7-KC pozorovan u vSech tfech bunéénych linii.
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Obrazek 20: Zmény v expresi vybranych geni vlivem inkubace se studovanymi latkami
Vysledy deregulace genové exprese v bunécnych liniich MCF-7, T47D a BT-20 po 12, 24 a 48
hodinach inkubace s tamoxifenem (TAM), 7-KC, nebo jejich kombinaci (TAM+7-KC). Zmény jsou
prezentovany jako fold change hodnoty vztazené k expresi v kontrolnich bunkach péstovanych na

¢istém kultivaénim médiu. Hodnoty jsou prezentovany jako geometricky prumeér + geometricka
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smérodatna odchylka ze tfi nezavislych experimentt. Signifikantni vysledky pro TAM jsou
znazornény jako * =P < 0,05; ** =P <0,01; *** =P <0.001. Vysledky pro 7-KC jsou obdobné
vyznaceny znaménkem + a hodnoty pro porovnéni kontrolnich buné€k s buiikami s TAM+7-KC jsou
vyznaceny znakem #.

4.3.6 Zmény na urovni exprese proteinu
Vysledky exprese vybranych geni (CYPIAI, CYPIBI a ESRI) byly v dalsi fazi

validovany také na arovni hladin proteinu. Protein CYP1A1 nebylo mozné detekovat v zadné
ze studovanych linii (Obrazek 21).

l. ¥

‘_ « CYP1AL protein standard
L

'3 -
—,

MCF7 T47D BT-20

Obrazek 21: Western blot pro detekci proteinu CYP1A1

Naopak exprese proteinu CYP1B1 byla detekovana ve vSech tiech testovanych liniich.
Vysledky potvrdily piedchozi pozorovani na trovni genové exprese. V bunécné linii BT-20
byla hladina CYP1B1 proteinu signifikantné nizsi po inkubaci s 7-KC (P=0,002) i kombinaci
obou latek (P<0,001) (Obrazek 22C). V MCF-7 bylo pozorovéano zvySeni hladiny CYP1B1
proteinu po tamoxifenu i kombinaci obou latek, avSak kvili velkym rozdilim mezi triplikaty
nebylo toto zvySeni statisticky signifikantni (Obrazek 22A). V bunééné linii T47D nebyl rozdil
v expresi proteinu CYP1B1 detekovan.
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Obrazek 22: Rozdily hladin proteinu CYP1B1 a ERa v bunéénych liniich po inkubaci se

studovanymi latkami

Protein ERa byl detekovatelny pouze v ER+ bunéénych liniich MCF-7 a T47D, ale ne

v ER- BT-20. Oproti vysledkiim na rovni mRNA nebyly u bunééné linie MCF-7 v ptipadé

exprese ERa zjiStény signifikantni zmény v expresi na urovni proteinu. Oproti tomu byla vSak

pozorovana vyznamné zvysena exprese ERa v bunééné linii T47D po inkubaci s tamoxifenem

(P=0,036). Samotny 7-KC ani 7-KC v kombinaci s tamoxifenem hladinu proteinu ERa

nezménil (Obrazek 22D-E) (P>0,05).
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5. Diskuze

Dle soucasného stavu poznani je nepopiratelné, ze oxysteroly mohou u nadorovych
onemocnéni hrat velmi vyznamnou roli, at’ uz v samotném procesu karcinogeneze, ovlivnéni
proliferace nadorovych bunc¢k, ale i aktivity imunitnich bunck, které jsou pro nadorové
mikroprostiedi velmi vyznamné. Jejich vliv se mlize projevit i v procesu metastazovani diky
ovlivnéni bunééné migrace a invazivity a vlivu na proces EMT. V kone¢ném disledku pak
kolisani hladin oxysteroli a eventualn¢ dal§i zmény, které jej doprovazeji, mohou ovlivnit
pusobeni a vysledky protinadorové terapie, jak bylo popsano v piipadé raznych oxysterolt i
1éCiv. Je tedy zésadni se problematikou oxysterolit dale zabyvat a prohlubovat znalosti o jejich
velmi komplexnim plisobeni na trovni jednotlivych bunék, tkani i celého organismu.

Cilem této dizertani prace bylo blize objasnit tlohu oxysterolti u karcinomu prsu.
Karcinom prsu je nejcastéji diagnostikovanym naddorovym onemocnénim u Zen, celosvétova
incidence vroce 2020 tvofila 24,5 % (2261419 piipadd) vSech diagnostikovanych
onkologickych onemocnéni u Zzen, mortalita potom tvofila 15,5 % (674 996 piipadl) vSech
umrti na nadorova onemocnéni (Sung et al. 2021) coz €ini z karcinomu prsu nejéastéjsi pricinu
umrti na nddorové onemocnéni u Zen. Soucdsti terapie u pacientek s ER pozitivnimi nadory je
obvykle hormonalni terapie, nejcastéji selektivni modulatory estrogenovych receptorii jako je
tamoxifen, Ci inhibitory aromatdzy. Pretrvavajicim problémem je vSak rezistence k této terapii,
at’ uz primarni, kdy nador na terapii nereaguje od pocatku, nebo sekundarni - ziskana v pribéhu
terapie (Lei et al. 2019), pfipadné Spatna tolerance, kterd vede ke zménég 1é€by. Cilem mnoha
soucasnych studii je proto hledani novych prognostickych biomarkert u pacientek s timto
onemocnénim.

Prvni studie pfedklddana v této dizertacni praci se proto zameéfila na stanoveni genoveé
exprese vybranych faktorti oxysterolové drahy, ¢i metabolismu a transportu oxysteroli a
porovnala tyto vysledky s klinicko-patologickymi daty pacientek za ucelem identifikace
potencidlnich prognostickych biomarkerti. Na ziklad¢ tohoto porovnani byla zjisténa
vyznamna asociace mezi sledovanymi daty a expresi 16 studovanych genti. Mezi studovanymi
ABC transportéry klesala exprese genlt ABCA9, ABCA10 a ABCG2 podle histologického stupné
(grade) naddoru ve sméru G1 > G2 > G3, u genu ABCG?2 byl tento trend vyznamny také u stadia
nadoru ve sméru SI > SII > SIII a navic byl zjistén vztah mezi vyssi expresi tohoto genu a
delSim bezptiznakovym pifeZivanim pacientek. Celkové tedy je vysSi hladina transkriptu

ABCG?2 spojena s lepSimi prognostickymi znaky (nizsi grade i stadium) a navic s prodlouzenym
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prezivanim pacientek. Z téchto diivodl jsme ptedpokladali, Ze by tento gen mohl byt vhodnym
prognostickym biomarkerem.

Proteiny z rodiny ABCA a ABCG patii obecné mezi transportéry lipidii a steroidnich
molekul (Kerr et al. 2011), rodina ABCG navic patfi mezi transportéry xenobiotik a je
spojovana s rezistenci k protinadorové terapii (Mo and Zhang 2012). Exprese transkriptu
(ABCAY, ABCAI0) ¢i aktivita proteinu (ABCG2) je u téchto transportéri navic ovlivnéna
pritomnosti cholesterolu a dalSich sterolt (Piehler ez al. 2002; Telbisz et al. 2013; Wenzel et al.
2003). Na rozdil od dalsich proteinii z téchto rodin (ABCA1, ABCG1) patii vSak tyto
transportéry z hlediska jejich endogennich substratii mezi mélo prostudované a nebyla pro né
zatim popsana piima interakce s oxysteroly. Vysledky ziskané v na$i praci potvrzuji také
vysledky studii na dalSich typech karcinomt, kdy exprese ABCA9, ABCAI10 1 ABCG2 byla
vyznamné niz§i ve vzorcich epitelidlniho ovarialniho karcinomu oproti nemalignim vzorkiim
vajecnikll a vysSi exprese vSech tii genli byla navic asociovana s delsi dobou do progrese
(Elsnerova et al. 2016). Genova exprese ABCA10 byla snizena u pacientek s karcinomem prsu
vysSiho stadia (stage) a souvisela s kratSim celkovym pifezivanim a infiltraci nddorového
prostfedi imunitnimi bufikami (Chu et al. 2022). Hladina ABCA9 a ABCAI0 byla také
vyznamné snizend ve vzorcich plicniho adenokarcinomu v porovnani s kontrolni nemaligni
tkani (Yang et al. 2022), ¢i u pacientek s karcinomem prsu (Hlavac et al. 2013). Posledni
zminovana studie vSak nezjistila signifikantni rozdil v expresi genu ABCG2. Nicméné citovana
prace prostudovala expresni profil na souboru pacientek se vSemi subtypy karcinomu prsu,
zatimco aktualné predkladand studie se zaméfila pouze na pacientky s ER pozitivnimi
karcinomy a hormonalni lé¢bou.

ABCG?2, jinak jaké BCRP (z angl. breast cancer resistance protein), patii, jak jiZ bylo
naznaceno, do rodiny ABC transportéri, kterd zajiSt'uje mimo jiné eflux protinadorovych léciv
z buiiky a pfispiva tak k mnohocetné 1ékové rezistenci. Mezi substraty ABCG2 patii napft.
inhibitory topoizomeréz, antracykliny, ¢i tyrosin-kinazové inhibitory (Mo and Zhang 2012).
Tomuto efektu odpovidaji vysledky studii napt. u pacientti s osteosarkomem, kde byla exprese
ABCG2 vyssi v nadorové tkani a vyS$si exprese souvisela s krat§im bezptiznakovym prezivanim
a rezistenci pacientll na 1écbu doxorubicinem (Shu et al. 2021). Podobné tomu bylo také ve
studii analyzujici expresi ABCG2 u pacientl s karcinomem zaludku, jejichZ terapeuticky rezim
zahrnoval cisplatinu — 1 zde byla vyss§i exprese ABCG2 spojena s krat§im bezptfiznakovym
prezivanim (Zhang et al. 2013). V ptipadé predkladané prace byla zjist€na souvislost s vyssi
expresi ABCG2 a del$im bezptiznakovym piezivanim. Zjevné tak ABCG2 plisobi specificky

podle typu onemocnéni a zejména podané terapie. Stejny trend byl potvrzen také na fad¢ dalSich

&9



nadorovych onemocnénich, jako je karcinom kury nadledvin, glioblastom, nebo karcinom
ledvin (Lyu et al. 2022), kde byla zjisténa vyssi exprese ABCG2 u déle piezivajicich pacientd,
a dale endocervikalni adenokarcinom, adenokarcinom plic, sarkom, ¢i karcinom stitné zlazy,
kde byla vyssi exprese ABCG2 pozorovana v souvislosti s delSim bezptiznakovym piezivanim
pacientli (Lyu et al. 2022). Zda se tedy, ze vyznam transportéru ABCG2 u néadorovych
onemocnéni je mnohem komplexnéjsi, o cemz svéd¢i recentni prehledovy ¢lanek, ktery shrnul
ruzné aspekty, jez maji na expresi (mMRNA a/nebo proteinu) a regulaci aktivity ABCG2 vliv.
Mezi tyto jevy patii infekce, zanétlivé prostiedi, poranéni tkani, stres endoplasmatického
retikula, fada rGznych onemocnéni, vystaveni xenobiotikiim, ¢i kolisani hladiny cholesterolu
(Kukal et al. 2021). V neposledni fad¢ je tfeba zminit také genetickou variabilitu ABCG2 —
kuptikladu analyza dat z TCGA a dalSich databazi ukazuji del$i celkové i bezptiznakové
pfezivani u pacientek s karcinomem endometria v ptipad€ vyskytu alteraci v tomto nadoru (tzv.
mutaéni zat¢z nadoru - tumor mutational burden) v genu ABCG2 v porovnani s nadory, kde
alterace v tomto genu nebyly ptitomny (Lyu ez al. 2022). Vliv genetické variability byl potvrzen
také ve velmi nedavné studii publikované skupinou nasi laboratote, kde byla zjiSténa souvislost
mezi pfitomnosti zarodecného polymorfismu 1s2231156 genu ABCG2 a delSim
bezptiznakovym ptezivanim u pacientek s ER pozitivnim subtypem karcinomu prsu (Holy et
al. 2022).

Dalsi skupinou genil, jejichz exprese byla shodné sniZena u pokrocilejsiho stadia (stage)
a/nebo vyssiho histologického stupné (grade) jsou CH25H, CYP7BI1, CYP24A1 a CYP39A1.
Gen CH25H koduje cholesterol-25-hydroxylazu, ktera ma na svédomi syntézu 25-HC a jeho
prognosticky vyznam u pacientek s karcinomem prsu byl jiz nastinén v ptedchozi studii, kde
byla vyssi exprese CH25H vyznamné asociovana s delSim pfezivanim pacientek bez metastaz
(Mittempergher ef al. 2013). NaSe studie vSak asociaci s bezptiznakovym piezivanim pacientek
nezjistila. Recentni studie potvrdila naSe vysledky pro vztah stadia nddoru a exprese CH25H u
pacientek s karcinomem prsu (Uddin and Wang 2022). Zda se tedy, ze by exprese CH25H
mohla by slouzit jako biomarker ¢asného 1 pozdniho procesu metastazovani a CH25H je tedy
zajimavym kandidatem s potencidlnim prognostickym vyznamem u karcinomu prsu, ale patrné
také u dalSich nddorovych onemocnéni, jako naptiklad u duktélniho adenokarcinomu pankreatu
(McBrearty et al. 2023).

CYP7BI1 katalyzuje pfeménu 27-HC na 7a,27-dihydroxycholesterol. Pfitomnost 27-HC
ptispivd k ristu nddordt (Wu et al. 2013) a niz§i hladina exprese CYP7BI v dusledku
hypermethylace promotoru zpiisobuje akumulaci 27-HC v bunice (Shi ef al. 2019) a pfispiva

tak k rozvoji karcinomu prsu. Nizs§i hladina souvisejici s vys§im stddiem nadoru a stadiem,
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zjiSténa v nasi studii, tedy velmi dobie odpovida témto zjist€énim. Autofi pfedchozi studie navic
zjistili vztah mezi kratSim celkovym pfezivanim pacientek s karcinomem prsu a niz$i expresi
CYP7B1 (Wu et al. 2013), avsak v naSi praci jsme vSak statisticky vyznamnou souvislost
s bezptiznakovym pfezivanim pacientek nezjistili. Nov¢jsi studie, analyzujici hladiny CYP7BI1
na proteinové urovni, nezjistila vyznamnou asociaci se stddiem, ani histologickym stupném
nadoru u pacientek s karcinomem prsu (Le Cornet et al. 2020). Vyznam tohoto genu/proteinu
jakozto potencidlniho nddorového biomarkeru je tedy zatim nejednoznacny a pro jeho objasnéni
jsou potieba dalsi analyzy.

CYP24A1 je nejprostudovanéjsi v souvislosti s metabolismem vitaminu D3 ve sméru
jeho dalsi oxidace a nasledného vylu¢ovani. CYP24A1 je povazovan za potencialni onkogen,
jehoz vyssi exprese souvisi napt. s krat§Sim celkovym pfezivanim u pacientek s karcinomem
prsu. Jeho vyznam u karcinomu prsu, prostaty, nebo kolorektalniho karcinomu shrnuje recentni
prehledovy ¢lanek (Kamiya et al. 2023). Jedna se tedy o dobfe prostudovany gen, ktery je
navrhovan jako potencialni metabolicky cil v souvislosti s vitaminem D, avSak studie popisujici
vztahy k oxysterolim zcela chybi a bez nezavislého potvrzeni naSich vysledkl jeho vyznam
nebude dale podrobné;ji diskutovan.

Enzym CYP39A1 se ucastni metabolismu 24-HC na 7a-hydroxylované oxysteroly ve
sméru syntézy zlu¢ovych kyselin. 24-HC je oxysterol souvisejici zejména s neurologickymi
funkcemi a patologiemi, nicméné existuji 1 prace zabyvajici se vyznamem CYP39A1 u
nadorovych onemocnéni. U karcinomu ovaria byla hypermethylace promotoru CYP39A41
spojena s horsi prognozou pacientek (Huang ef al. 2009). Nizsi exprese tohoto genu byla déle
asociovana s horSi prognoézou a pfitomnosti metastdz u pacientd s cholangiokarcinomem
(Khenjanta ef al. 2014). Snizena exprese byla dale zjiSténa ve vzorcich melanomu (Sumantran
et al. 2016) a také u pacientll s hepatocelularnim karcinomem (Ji et al. 2022). Zadna dalsi
studie, mimo predkladané dizertacni prace, vSak nestudovala vyznam tohoto genu u pacientek
s karcinomem prsu. NaSe vysledky jsou ve shodé€ s ostatnimi pracemi, kde je exprese tohoto
genu niz$i v nadorovych tkanich v porovnani s nemalignimi kontrolami a jeho exprese je dale
sniZzend u pokrocilejsiho stadia onemocnéni. V budoucnu bude potieba provést dalsi studie na
vétsim a nezavislém souboru pacientli, nez bude mozné rozhodnout, zda by CYP39A1 mohl
slouzit jako potencialni prognosticky biomarker.

Dalsi geny metabolismu oxysterolll (DHCR7, EBP) neprokazaly vyznamnou asociaci
se stadiem nadoru nebo histologickych stupném, ale byly zjiStény vyznamné vztahy se stavem
HER2 receptoru a/nebo se subtypem karcinomu prsu (luminal A vs. luminal B). Subtyp luminal

B ma horsi prognozu ve srovnani se subtypem A (Yang ef al. 2023). Exprese obou genil byla
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v nasem ptipad¢ vyssi u subtypu luminal B v porovnani s luminal A. Tato dvojice enzymt tvoti
dohromady komplex AEBS, ktery byl blize popsan v kapitolach 1.3.1.6 a 1.3.4.1 — tento
komplex ma na svédomi syntézu CT z o/B-EC, je schopny vazat tamoxifen a také nékteré
oxysteroly. Jeho plisobeni muze tedy potencidlné interagovat s uCinky hormonalni terapie.
Navzdory témto tvahdm s potencidlnim vyznamem u karcinomu prsu se nam vSak nepodatilo
najit vztah exprese téchto enzymu s nddorovym grade/stage, ¢i bezpiiznakovym piezivanim
pacientek.

Mezi regulacnimi geny, které opét vyznamneé souvisely s nddorovym stage a/nebo grade
muzeme zminit RXRA (kodujici transkripéni faktor RXRa) nebo gen PPARGCIA kodujici
koaktivator transkripéniho genu PPARY. Tyto transkripéni faktory reguluji zejména expresi
genl souvisejicich s transportem a metabolismem lipidii. RXRa miiZe tvofit heterodimery jak
s dal§imi proteiny RXR, tak s receptory LXR, i vz4jemné¢ s transkripénim faktorem PPARy a
jejich nespravna funkce miize vést k rozvoji malignit (Shimizu and Moriwaki 2008). Uginky
tohoto heterodimeru ptisobi obecné ve sméru zpomaleni bunécného ristu a/nebo indukci
apoptozy. Tomuto odpovidaji i nase vysledky, kdy exprese RXRA i1 PPARGCIA byla niz$i u
pacientek v pokrocilejSim stadiu nddoru i u naddort vyssiho histologického stupné. Plisobeni
téchto gent je obecné spojené s metabolismem lipid a steroidnich molekul a nejsou specifické
pouze pro metabolismus a transport oxysterolti. Studie zaméfené na jejich roli u karcinomu prsu
napiiklad ukazaly, Ze jejich pisobenim dochazi ke sniZzeni exprese aromatazy, enzymu ktery
ma na svédomi syntézu estrogenu (Rubin et al. 2002), coz opét ukazuje spiSe na pfiznivy
prognosticky potencial téchto faktort.

Celkovée lze konstatovat, ze naSe studie identifikovala fadu geni, jejichz exprese na
urovni mRNA se vyznamné li§i mezi ER pozitivnimi a ER negativnimi karcinomy prsu.
Exprese vybranych gent dale souvisela s klinicko-patologickymi daty pacientek. Obecné plati,
ze exprese fady z nami stanovenych genli byla sniZena v nadorech nizSiho stadia i1
histologického stupné. Mezi nejzajimavéjSimi geny z nasi studie 1ze zminit ABCA9, ABCAI0,
ABCG2,nebo CH25H. U genu CYP7B1 jsou vysledky dosavadnich studii zatim nejednoznacné.
Vysledky studie vSak nenaznaCuji vztah mezi expresi vétSiny genli a bezpiiznakovym
pfezivanim pacientek s ER pozitivnim karcinomem prsu a tedy jejich vyuziti jako
prognostickych biomarkeru se zatim nejevi realné. Jedinou vyjimku v tomto ohledu tvofil gen
pro transportér ABCG2.

Analyza exprese Cisté na urovni mRNA je jisté€ jednou z limitaci nasi studie, ktera brani
posouzeni funk¢nich disledkd deregulace hladin transkriptu. Vzhledem k prognostickému

vztahu jsme se pokusili prokazat expresi ABCG2 rovnéz na Grovni proteinu, avsak, pfes fadu
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optimalizacnich kroki, se ndm expresi proteinu ABCG2 ve vzorcich pouzitych v této studii
detekovat nepodatilo. Dalsi limitaci je jisté omezeny pocet vzorkli nddorové tkang, na kterém
byla studie provedena. Pro ovéteni nasich vysledkti by méla byt provedena valida¢ni studie na
vetsi a etnicky rozmanitéjsi kohorté pacientek, coz je proveditelné ve formatu mezinarodniho
konsorcia. Na druhou stranu naSe studie se vénovala analyzam klinicky homogenniho souboru
pacientek se shodnou logistikou sbéru, ukladani, zpracovani vzorki i samotnych analyz, coz

v téchto piipadech hraje zésadni roli pro omezeni vlivu technickych chyb.

Vzhledem k tomu, ze diagnostickymi biomarkery nemusi byt pouze genova C¢i
proteinovd exprese v cilové tkani, v druhé predkladané studii byly analyzovany hladiny
oxysterolil v cirkulaci pacientek se stejnym onemocnénim. V plasmé pacientek s ER pozitivnim
karcinomem prsu byly stanoveny hladiny celkem Sesti oxysterolii a naméfené hodnoty byly
opét porovnany s klinicko-patologickymi udaji. Z téchto Sesti oxysteroll jsme zadnou
statisticky vyznamnou asociaci nezjistili v ptipad¢ 25-HC. Asociace 25-HC byla v minulosti
studovana pouze u jedné dalsi studie karcinomu prsu, kde hladina 25-HC vySla vyznamné
zvySena u pacientek s metastatickym onemocnénim (Dalenc ef al. 2017). V nasi studii se
asociace se zasazenim miznich uzlin nepotvrdila, coz v§ak mtize byt zptisobeno malym poctem
porovnavanych vzorkd (10 nemetastatickych vs. 19 metastatickych vzorkl od pacientek ve
studii Dalenc ef al. a 47 pacientek s pNO vs. 7 pacientek s pN1 nebo pN2 v piipad€ nasi
analyzy).

Hladiny dalSich tii oxysterolti (27-HC, 7a-HC a B-EC) mezi sebou vzajemné¢ korelovaly
a byly statisticky signifikantn€ nizsi u pacientek s nadory mensi velikosti (v ptipadé B-EC vsak
pouze bez odlehlych hodnot) a také u pacientek s méné pokrocilym onemocnénim - stddiem
(zde se pii vynechani odlehlych hodnot statistickd vyznamnost ztratila u 27-HC a 7a-HC).
Vztah niz8i hladiny 27-HC s mensi velikosti tumort je v souladu s literaturou, podle niz
pfitomnost 27-HC zvySuje bunécnou proliferaci a stimuluje riist nddorti. Podobny efekt vsak
neni znam u 7a-HC nebo B-EC a vyznam jejich asociace s velikosti a/nebo stadiem nadort je
treba podrobnéji vysvétlit v ndvaznych studiich. U zadného z téchto tii oxysteroli jsme vSak
nezjistili vztah k bezpfiznakovému piezivanim pacientek, a tedy nelze hovofit o jejich
prognostickém vyznamu. V budoucich studiich navrhujeme se zaméfit na hladiny téchto
oxysterolli pfimo v nadorové tkéani karcinomu prsu a ovéteni jejich prognostického vyznamu.
Srovnatelny vysledek byl zjistén pro 27-HC u pacienti s glioblastomem, kde byla vyssi hladina

27-HC asociovéna s krat§im celkovym piezivanim pacientl (Liu ef al. 2019). Studie analyzujici
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hladinu 27-HC ptimo v tkanich karcinomu prsu (Solheim et al. 2019; Wu et al. 2013) se vSak
na porovnani této hladiny s klinicko-patologickymi daty pacientek nezaméfily.

Jako nejvyznamnéjsi oxysterol s potencialnim prognostickym vyznamem se na zaklad¢
nasi studie jevi CT, jehoz hladina vyznamné¢ korelovala s vys$sim vékem v dobé diagnozy, byla
niz§i v plasmé pacientek s menSimi nddory a niz$i hladina rovnéz souvisela s delSim
bezptiznakovym prezivanim. Tento vztah byl patrny jak v celé studované kohorté, tak ve
skupiné pacientek 1éCenych pouze tamoxifenem, kde byla statisticka signifikance dokonce jesté
vyssi. V dostupné literatufe se jedna o prvni a zatim jedinou studii, ktera zjistila prognosticky
potencidl hladiny CT u pacienti snadorovym onemocnénim. Studie zroku 2017 sice
analyzovala hladinu CT u pacientek s karcinomem prsu, ale nezjistila vyznamnou asociaci mezi
analyzovanymi klinickymi udaji (Dalenc et al. 2017). Dalsi studie zatim u onkologickych
pacientli CT neanalyzovaly.

CT vznikéd enzymaticky pisobenim ChEH/AEBS a jeho Gcinek na buiiky je obecné
cytotoxicky, vede ke zpomaleni bunécné proliferace, migrace i invaze a k programované
bunécné smrti, jak bylo ukdzdno na modelovych bunéénych liniich karcinomu prostaty, ¢i ER
negativniho karcinomu prsu (Levy ef al. 2019; Lin et al. 2013). Vzhledem k tomu, Ze jsme v
nasi studii zjistili vztah nizkych hladin CT k lep$i prognoze, tyto popsané efekty se jevi jako
protichtidné a za nami zjiSténym vztahem pravdépodobné nestoji. Piitomnost CT in vitro ale
také zvySuje pocet chromozomovych aberaci a zvySuje hladinu ROS (Cheng et al. 2005), ktera
muze dale pfispivat k nddorové progresi (Liou and Storz 2010). V neposledni fad¢ je tieba
zminit, ze z CT vznikd ptsobenim 11B-hydroxysteroid dehydrogendzy 2 dal§i oxysterol,
OCDO, jehoz ptitomnost naopak stimuluje nadorovy rust (Voisin et al. 2017). Hladina OCDO
byla vyssi v tkanich pacientek s karcinomem prsu v porovnani s okolni nemaligni tkani (Voisin
et al. 2017) a jeho hladina byla také vyssi v séru pacientek s metastatickym karcinomem prsu,
ackoli tento vysledek byl nad hranici signifikance (Dalenc ef al. 2017). NaSe studie se bohuZel
na analyzu hladiny OCDO nezam¢fila, ale v budoucich analyzach by bylo jisté vhodné jej
zahrnout a zjistit, zda a ptipadné jaky prognosticky potencial bude jeho hladina mit.

Limitaci této studie je opét pomérné nizky pocet vzorkl plasmy, které bylo mozné do
studie zahrnout a bylo by jist¢ vhodné analyzu zopakovat na vét§im souboru pacientek, ktery
by umoznil robustnéjsi analyzu hladiny jednotlivych oxysterold. Dalsi limitaci, ktera se tyka
obecné analyzy oxysteroli a byla diskutovdna jiz v kapitole 1.3.5, je obtiZznost analyzy
oxysterolli obecné vzhledem k jejich nestabilité a tendenci k autooxidaci. Na koncentraci
oxysterolil ve vzorcich plasmy tak mlize mit vliv, napt. dlouhodobé skladovani a to i pii velmi

nizkych teplotach. Tyto potize se projevi zejména pii porovnani vysledkd raznych studii i
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laboratofi mezi sebou (Liitjohann et al. 2018). Nase studie byla provedena na velmi
homogennim souboru pacientek pochazejicich z jednoho nemocni¢niho zatizeni. Se vSemi
vzorky bylo nakladéno stejné tak, aby byla pfipadna variabilita snizena na minimum. Dalsi
optimalizace metodiky nakladani se vzorky a stanoveni hladiny jednotlivych oxysterolt je ale
nutnd nejen v nasi laboratofi, ale na vSech ostatnich pracovistich. Na zlepSeni téchto metodik
pracuje celosvétové tada Spickovych tymu specializovanych na lipidomické analyzy, napf.

konsorscium ENOR (https://www.oxysterols.net/new-enor-groups), jehoz jsme ¢leny.

Poslednim cilem této dizertacni prace byla analyza vlivu 7-KC na bunécéné linie
karcinomu prsu in vitro. Tento oxysterol byl vybran na zaklad¢ studie publikované nasi
laboratoti (Soucek et al. 2017), kdy byla nalezena vyznamné vyssi hladina 7-KC u pacientek
s karcinomem prsu po chirurgickém odstranéni nddoru a zahajeni hormonalni terapie a/nebo
chemoterapie ve srovnani s pacientkami ptfed 1é¢bou. Vyzkumnou otdzkou tedy bylo, jak
pritomnost 7-KC ovlivni riist a charakteristiky, jako jsou zmény na urovni bunééného cyklu,
exprese vybranych gentl, ¢i bunéné migrace a invazivity, bunéénych linii karcinomu prsu. Dale
jsme se zajimali o to jak 7-KC ovlivni cytostatické ptisobeni tamoxifenu. Soustiedili jsme se na
studium rozdilth mezi liniemi s expresi bez exprese ER, které tak modeluji hlavni subtypy
karcinomu prsu.

Zjistili jsme, Ze 7-KC piisobi na vSechny tfi bunécné linie cytostaticky s hodnotami ICso
podobnymi tamoxifenu (11 —21 pM pro tamoxifen a 11 — 19 uM pro 7-KC). V ptipad¢ pouziti
nizkych (subletalnich) koncentraci 7-KC v kombinaci s tamoxifenem jsme potom zjistili mirné
sniZeni U€innosti tamoxifenu v pfipadé ER pozitivni bunééné linie MCF-7, nebo Zadny vliv na
ucinnost tamoxifenu v ptipadé bunééné linie T47D, ktera je také ER pozitivni, ale vyznacuje se
vysokou specifitou k progesteronu, na ktery MCF-7 nereaguje. Naopak u ER negativni linie
BT-20 jsme zjistili synergicky t€inek tamoxifenu a 7-KC a tedy nejnizsi ICso. Tyto vysledky
byly potvrzeny také pii analyze kaspdzové aktivity, kdy dochazelo k nejvyssi aktivaci u ER
negativni linie.

Jak jiz bylo feceno v kapitole 1.3.4.2, vétSina studii, které se zabyvaly mechanismem
vlivu oxysteroli na protinadorovou terapii, zjistila zmény na urovni aktivity a/nebo exprese
transportéru ABCB1. V analyze genové exprese jsme se proto zamétili na stanoveni hladiny
prave genu ABCB] a také dalSiho genu souvisejiciho s 1€ékovou rezistenci - ABCC2. Substratem
pro protein ABCB1 jsou mimo jiné primarni metabolity tamoxifenu — endoxifen a 4-
hydroxytamoxifen (Iusuf et al. 2011; Teft et al. 2011). Vyssi exprese ABCC2 je zase v literatuie

spojovana s rezistenci k tamoxifenu v bunécné linii MCF-7 (Choi et al. 2007) a jeho
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polymorfismy jsou spojovany s bezptiznakovym piezivanim pacientek s karcinomem prsu
1é¢enych tamoxifenem (Kiyotani et al. 2010; Kiyotani et al. 2012). V nasi studii byla vsak
hladina ABCBI ve vSech tfech bunécnych liniich extrémné nizka, zejména v ER negativni
bunécné linii BT-20 se hladina blizila limitu detekce (Ct = 40). Exprese genu ABCC2 nebyla
ovlivnéna ptitomnosti 7-KC.

Mezi stanovovanymi geny byly i receptory LXRa (gen LXRA) a LXRP (gen LXRB),
které ovliviiuji metabolismus a transport lipidii na mnoha trovnich a mimo jiné také ptispivaji
k vyssi expresi ABCBI a ABCC2 (Chisaki et al. 2009; El1Ali and Hermann 2012). Exprese ani
jednoho z téchto receptort v§ak nebyla za ndmi testovanych podminek deregulovéna.

Do analyzy byl zahrnut také komplex AEBS (tvofeny geny DHCR7 a EBP (Kedjouar
et al. 2004)). Tento komplex mize vazat jak TAM, tak nékteré oxysteroly véetné 7-KC, pficemz
vazba obou sloucenin zpisobuje inhibici AEBS vedouci k akumulaci sterolii v burice, bunééné
smrti a autofagii, jak bylo v minulosti prokdzdno na bunééné linii MCF-7 (de Medina et al.
2010; de Medina et al. 2009). V nasi studii jsme pozorovali snizenou expresi obou genii v
liniich MCF-7 a BT-20 oSetifenych 7-KC a v ptipad¢ linie MCF-7 také u kombinaceTAM+7-
KC. Tyto vysledky naznacuji, Ze 7-KC inhibuje AEBS nejen pfimou vazbou na proteiny, ale
také snizenim jejich exprese. V ptipadé inkubace bun¢k MCF-7 se samotnym TAM nebyla ale
pozorovana zadna signifikantni deregulace v porovnani s kontrolnimi bufikami, inhibice AEBS
musi v tomto piipadé tedy probihat pifimou vazbou nebo jinymi mechanismy, nikoli vSak
regulaci genové exprese. U bunck T47D a BT-20 jsme zjistili zvySenou expresi obou genil
AEBS ve vzorcich osetfenych pouze TAM. V soucasné literatuie nebyla role TAM v aktivité
AEBS u téchto dvou bunécnych linii dosud hodnocena. Zda se tedy, Ze je zapotiebi dalSich
studii k lepSimu pochopeni role TAM v regulaci AEBS, zejména u modeli ER-negativniho
karcinomu prsu.

Dal8i skupinou genii, kterou jsme pro analyzu vybrali, byly geny ucastnici se
metabolismu tamoxifenu, které jsou shrnuty v ptehledovém ¢lanku Brauch ef al. (Brauch et al.
2009). NejzajimavéjSim kandidatem z téchto genti byl gen CYPIB1, jehoz exprese byla zvySena
u bunécné linie MCF-7 v ptipad¢€ inkubace s tamoxifenem, ¢i kombinaci tamoxifenu a 7-KC.
Naopak u bunécné linie BT-20 byla exprese snizend v pfipad€ inkubace bunck s 7-KC i
kombinaci obou latek. CYP1BI1 katalyzuje preménu trans-4-hydroxytamoxifenu na méné
ucinny cis-4-hydroxytamoxifen (Crewe et al. 2002). Je vysoce exprimovan u hormonalné
podminénych malignit, jako je karcinom prsu, prostaty, délohy, ¢i vaje¢nikd (Gajjar et al.
2012). Hladina jeho exprese v téchto nadorech je vySsi v porovnani s okolni nemaligni tkéni.

Exprese CYP1BI1 je spojena s rezistenci k radioterapii ¢i chemoterapii (Carrera ef al. 2020) a
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jeho inhibitory zlepSuji u€innost doxorubicinu, cisplatiny, docetaxelu, ¢i paclitaxelu (Verma et
al. 2019). Zvysena exprese byla zjisténa také u bunéénych linii MCF-7 rezistentnich vici
riznym antiestrogeniim (tamoxifen, ICI 182780 a ICI 164384) v porovnani se senzitivnimi
buiikami MCF-7 (Brockdorff et al. 2000) a je spojend s vyssi proliferaci, EMT, migraci a
invazivitou u bunéénych linii MCF-7 a MCF-10A (Kwon ef al. 2016). Metylace v promotoru
genu CYPIB]I se navic ukazala jako vyznamny prediktor odpovédi na 1écbu tamoxifenem u
pacientek s karcinomem prsu (Widschwendter ez al. 2004). Tyto vysledky a spousta dalSich u
ostatnich nadorovych onemocnéni ukazuji, ze CYP1BI1 je skutecné vyznamnym hracem, ktery
muze podstatné ovliviiovat chovani naddorovych bunck a jejich odpovéd na terapii. Nase
MCF-7 mize byt (spolu)zodpovédna pravé zvysena exprese CYPIBI1 (prokazali jsme na
hladiné transkriptu i proteinu), kterd v tomto piipad€ neni ovlivnéna ptfitomnosti 7-KC. U
bunécné linie BT-20 sice nedochdzi ke zméné exprese v pfitomnosti samotného tamoxifenu,
ale snizeni exprese CYP1B1 v pfitomnosti 7-KC muze byt opét (spolu)zodpovédné za
synergicky efekt, ktery je v pfitomnosti obou testovanych latek pozorovan. Celkové lze tedy
konstatovat, ze 7-KC muZe skrze modulaci exprese CYP1B1 (a moZzna dalSich cilovych genti)
ovlivilovat senzitivitu/rezistenci bunék karcinomu prsu vaci tamoxifenu. Pro odhaleni
deregulace dalSich genti a komplexni analyzu této deregulace byly ze vzorka bunéénych linii
ptfipraveny knihovny pro RNA sekvenovani a analyzu celého transkriptomu u vSech
sledovanych linii v pfitomnosti 7-KC a/nebo tamoxifenu. Detailni analyza téchto vysledki
bude pfedmétem dalSich studii.

Dals§im ukolem nasi in vitro studie byla analyza vlivu 7-KC na bunéénou migraci a
invazivitu. Schopnost nékterych oxysteroli indukovat, nebo naopak inhibovat migraci a invazi
bun¢k byla popsana v kapitole 1.3.2. V piipadé 7-KC byly doposud publikovany jen prace
spojujici jeho pfitomnost se zménami migrace bunék hladkého svalstva aorty, nebo
endotelidlnich bunék, kde dochazelo 1 k EndMT. Zatim vSak nebyla publikovana studie
spojujici pfitomnost 7-KC s migraci jakychkoli nadorovych bunécénych linii. V ramci nasi
studie jsme tedy poprvé popsali statisticky signifikantni zvySeni migrace v pfipadé vSech tii
testovanych linii a také zvySeni invazivity bunécnych linii T47D a BT-20 v pfitomnosti 7-KC.
7-KC tedy, na rozdil od jeho vlivu na G¢innost tamoxifenu, stimuluje bunécnou migraci a
invazivitu shodné u ER pozitivnich 1 negativnich bunéénych linii karcinomu prsu. NaSe studie
tedy jako prvni ukazuje, Zze 7-KC muze ovliviiovat i tento aspekt in vitro. Pokud by se prokézal
podobny vliv i u pacientek, tj. zvySené hladiny 7-KC u progredujiciho onemocnéni, znamenalo

by to, ze 7-KC je negativnim prognostickym biomarkerem nadorové progrese. Uéinky 7-KC
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bude v budoucnu nutné ovétit také u dalSich bunéénych linii piedstavujicich modely jinych
typti nadorovych onemocnéni.

Limitaci predkladané in vitro studie je fakt, ze podminky téchto experimenti nemuseji
reflektovat situaci v lidském organismu. Z tohoto diivodu by bylo zaddouci ziskané vysledky
overit také v in vivo experimentalnich modelech, doplnit dalsi studie zahrnujici vzorky od
pacientek a stanovit hladinu 7-KC pfimo v naddorové tkani. V nasi studii analyzujici vzorky
plasmy pacientek jsme hladinu 7-KC stanovovali také. Hladina 7-KC vSak asociovala pouze
s vékem v dob¢ diagnozy a neprokazala statisticky vyznamnou asociaci ani s bezptiznakovym
pfezivanim pacientek, které v rdmci terapie dostdvaly pouze tamoxifen, ani se zasazenim
miznich uzlin. Metastatické pacientky jsme nesledovali. Vzhledem k obecné piiznivé prognoze
pacientek s ER pozitivnim karcinomem prsu se v naSem souboru vyskytlo jen né€kolik ptipadi
(n=7) se zasaZzenymi miznimi uzlinami a také pouze u néckolika piipadii doslo k relapsu
onemocnéni (n=9) u pacientek, které v ramci terapie dostavaly pouze tamoxifen. Mozny efekt
7-KC se u tak malych skupin pacientek nemusel projevit a proto je potieba studii provést na
vEtSim souboru.

Celkové vzato je tedy 7-KC vhodnym kandidatem pro dals$i studie, at’ uz in vitro pro
analyzu dal$ich vlivli u bunéénych linii karcinomu prsu, ale také jeho vlivu na modely jinych
nadord, pfipadné in vivo studie zaméfené na validaci téchto vysledkli v komplexnéjsich
podminkach Zivého organismu, a v neposledni fad€ i dalsi studie zahrnujici materiadl od

pacienti.
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6. Zaver

Predkladana dizertacni prace se zaméfila na hledani novych biomarker u pacientek
s karcinomem prsu a to jednak mezi geny souvisejicimi s metabolismem, transportem a dalS$im
fungovanim oxysterold v burnice, 1 mezi samotnymi oxysteroly a jejich hladinou v cirkulaci
pacientek. Vysledkem téchto studii je nékolik kandidatnich gent, jejichz exprese byla
vyznamné asociovana s klinickymi daty pacientek v naSi praci, ale také v dalSich
publikovanych studiich. Asociace s bezpiiznakovym pfezivanim pacientek byla zjiSténa
v ptipadé genu ABCG2. U ostatnich gent bude jejich ptipadny prognosticky potencial nutno
ovefit na vétsim souboru pacientek. Mezi studovanymi oxysteroly v plasmé pacientek se nam
podafilo odhalit vyznamny vztah mezi hladinou cholesterol-3f3, Sa, 6B-triolu a bezptiznakovym
prezivanim pacientek. Jedna se o prvni a prozatim jedinou studii, ktera ukazala na vyznamnou
asociaci tohoto oxysterolu s prognoézou pacientek s karcinomem prsu. Pro potvrzeni
prognostického vyznamu cholesterol-3f3, 5a, 6p-triolu bude nutné vysledky ovéfit na veétsi
kohort¢ pacientek.

Posledni ¢ast této dizertacni prace se zaméfila na in vitro analyzu ucinkt 7-
ketocholesterolu v modelovych bunécnych liniich karcinomu prsu. Vysledkem téchto
experimentl bylo zjisténi rozdilného vlivu 7-ketocholesterolu na uc¢innost tamoxifenu u ER
pozitivni a negativni bunééné linie karcinomu prsu, které mize byt mj. disledkem odlisné
regulace genové exprese enzymu CYPIBI v pfitomnosti tamoxifenu a 7-ketocholesterolu
v zavislosti na typu bunécéné linie. V neposledni fadé jsme v naSi analyze jako prvni zjistili
schopnost 7-ketocholesterolu stimulovat migraci a invazivitu nadorovych bun&énych linii bez
ohledu na stav exprese ER.

Vystupy této dizertacni prace piispély k dalSimu porozuméni, jak mize piitomnost 7-
ketocholesterolu ovliviiovat buiiky karcinomu prsu in vitro a ukazaly také na dalsi oxysterol,
cholesterol-3f, Sa, 6B-triol, ktery je kandidatem pro budouci podrobnéjsi in vitro, ale 1 in vivo
analyzy jeho u¢inkd u modelll nddorovych onemocnéni. Vysledky této prace jsou tak dal$im
stiipkem ve skladacce, kterou ptedstavuji velmi komplexni G¢inky oxysterolli u nadorovych

onemocnéni, které se v tomto kontextu studuji relativné kratkou dobu.
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