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1. Uvod

1.1. Proteiny rodiny Anterior gradient

Rodina proteind Anterior gradient (AGR) je u clovéka tvofena tfemi Cleny: AGR1
(ERp18), AGR2 a AGR3. Geny kodujici proteiny Anterior gradient byly ptvodné
identifikovany pii studiu vyvoje embrya drapatky vodni (Xenopus laevis) [1]. Jako
nejvyznamnéj$i a tudiz i nejvice prostudovany se v soucasnosti jevi gen XAG-2, homolog
lidského genu koédujiciho protein AGR2, jenz hraje dulezitou roli pfi vyvoji embrya drapatky
[2]. Zvysena exprese XAG-2 vede k diferenciaci cementové zlazy, jejiz bunky produkuji
mukodzni sekret potiebny k pfichyceni Cerstvé vylihnutého embrya v obdobi, nez je pulec
schopen sam plavat. Dalsi prace zaméfené na studium AGR2 u Notophthalmus viridescens
(Colek zelenavy), ktery je oznacovany téZ jako nAG, prokdzaly jeho nezastupitelnou ulohu pfi
regeneraci koncetin [3]. Regeneracni proces zacina dediferenciaci fibroblastl, svalovych
bun¢k a Schwannovych bunék nervové tkané. Zesilend proliferace téchto bunck nasledné
vede ke vzniku znaéného mnozstvi mezenchymalnich nediferencovanych bunéck
oznacovanych jako blastém, ktery je nezbytny pro vznik regenerované tkané. nAG je pfii
regeneraci exprimovan predevsim Schwannovymi bufikami nervového obalu a nasledn¢ pak i
zlazovymi bunkami epidermis poranéné tkan¢, kde slouzi jako mitogen podporujici proliferaci

bunék blastému [3].

1.2. Nomenklatura AGR proteini

Z biochemického hlediska se vSechny AGR proteiny fadi mezi tzv. protein disulfid
isomerazy (PDI). Jsou typicky lokalizovany v endoplazmatickém retikulu (ER)
prostfednictvim tzv. reten¢ni sekvence. Jednad se o motiv typicky pro vétSinu PDI, tvofeny
sekvenci aminokyselin lysin (K) — kyselina asparagova (D) — kyselina glutamova (E) — leucin
(L), tedy K-D-E-L [4]. Reten¢ni sekvence slouzi k retrogradnimu transportu proteint
endoplazmatického retikula uplatiiujicich se pii exportu sekrenich proteinii ven z bunky.
Proteiny nesouci K-D-E-L nebo jemu podobny motiv interaguji se specifickymi (KDEL)
receptory v intermediarnich kompartmentech Golgiho aparatu. Tato vazba zplsobuje
konformacéni zménu KDEL receptoru a nasmeéruje jej 1 s navazanym ligandem do vacka, které
se vraci zpét do endoplazmatického retikula. Vy$§i pH v endoplazmatickém retikulu pak vede

k disociaci K-D-E-L peptidu z KDEL receptoru a jeho nasledné recyklaci [5]. V ptipadé¢



AGR1 se mizeme na C-konci setkat se sekvenci E-D-E-L, v ptipadé AGR2 je na C-konci K-
T-E-L a u AGR3 Q-S-E-L motiv.

Ze strukturniho a predev§im funk¢niho hlediska je pro PDI dulezity tzv.
thioredoxinovy motiv, ktery se vyskytuje v oblasti thioredoxinové domény a obvykle
obsahuje dva aktivni cysteinové zbytky oddélené od sebe dvéma riznymi aminokyselinami
C-X-X-C. Pravé s vyuzitim téchto cysteinovych zbytki se PDI v bunce podili na
oxidacné/redukcnich reakcich, které maji zdsadni vyznam pro vznik a spravné usporadani
intramolekularnich a intermolekularnich disulfidovych vazeb pfi zrani proteini v
endoplazmatickém retikulu. U AGR1 se mizeme setkat s pln¢ funkénim thioredoxinovym
motivem v pozici aminokyselin 66-69: C-G-A-C. Naopak v ptipadé AGR2 a AGR3 se
musime spokojit pouze s motivem C-X-X-S (tzv. ,,thioredoxin like*“ motiv), ktery obsahuje
cysteinovy a serinovy zbytek oddéleny dvéma libovolnymi aminokyselinami. Prestoze CXXS
obsahuje pouze jeden cysteinovy zbytek a ve srovnani s CXXC doménou vykazuje logicky
niz8i aktivitu, z hlediska reorganizace disulfidovych vazeb muze i tato doména pfispivat k

isomerizaci disulfidovych vazeb v endoplazmatickém retikulu [6].

1.3. Geny kédujici AGR proteiny

Kodujici sekvence AGR1 se u ¢lovéka nachéazeji na chromosomu 1. Velikost genu je
pfiblizn¢ 36 kb, je tvofen celkem 7 exony, kter¢é mohou vést ke vzniku 4 riznych
transkripénich (sestfihovych) variant, pficemZ translaci nejvétsiho transkriptu o velikosti
2396 bp vznika protein tvotfeny 172 aminokyselinami o molekulové hmotnosti 19,206 kDa.
Naopak geny AGR2 a AGR3 jsou lokalizovany v tésné blizkosti na kratkém raménku
chromosomu 7. Jejich koédujici sekvence vykazuji znaénou miru podobnosti (téméf 72 %) [7].
AGR2 piedstavuje oblast o velikosti pfiblizné 42 kb genomové DNA, ve které se vyskytuje
celkem 8 exontl. Celkem bylo predikovano 9 riznych transkripénich variant, z nichz pouze 5
dava vznik funkénimu proteinu. Nejcastéji se vyskytujici sesttihovou variantou je AGR2-001,
jejiz translaci vznika polypeptid o velikosti 175 aminokyselin s pfedpoklddanou molekulovou
hmotnosti 19,979 kDa (obr. 1). V ptipadé genu AGR3, ktery je tvofen taktéz 8 exony, je
predikovana moznost vzniku 4 rozdilnych transkriptt, z nichz pouze 3 kdéduji funkéni protein.
Nejbézngjsi variantou je protein AGR3-001 sestavajici ze 166 aminokyselin o molekulové

hmotnosti 19,171 kDa (obr. 1).



Score Expect Method Identities Positives Gaps

221 bits(562) 5e-78 Compositional matrix adjust. 108/167(65%) 136/167(81%) 12/167(7%)

AGR2 10 LLLVALSYTLARDTTVKPGAKKDTKDSRPKLPQTLSRGWGDQLI WTQTYEEA LYKSKTSN 69
LLLVY S LA K K RP PQTLSRGWGD W QTYEE L S
AGR3 11 LLLVTVSSNLA ---IAIK-------- KEKRP- - PQTLSRGWGDDITWVQTYEEGLFYAQKSK 59
AGR2 70 KPLMIIHHLDECPH SQALKKVFAENKEIQKLAE — QFVLLNLVYETTDKH LSPDGQYVPRI 128
KPLM IHHL C  SQALKKVFA N EIQ A F LNL ETTDK LSPDGQYVPRI
AGR3 60 KPLMVIHHLEDCQYSQALKKVFAQNEEIQEMAQNKFIM LNLMHETTDKNLSPDGQYVPRI 119
AGR2 129 MFVDPSLTVRADITGRYSNRLYAYEPADTALLLDNMKKALKLLKTEL 175
MFVDPSLTVRADI GRYSNRLY YEP D LL NMKKAL L EL
AGR3 120 MFVDPSLTVRADIAGRYSNRLYTYEPRDLPLLIE NMKKAL RLIQSEL 166

Obr. 1: Primarni sekvence proteinit AGR2 a AGR3. Zelené jsou zndzornény signdlni peptidy,
Cervené thiredoxin like domény a modre retencni sekvence endoplazmatického retikula.

1.4. Funkce AGR proteinii v endoplazmatickém retikulu

Pritomnost AGR proteinli v endoplazmatickém retikulu naznacuje, Ze by se tyto
proteiny mohly podilet na nékterych z funkci této bunééné organely. ER predstavuje
vyznamnou soucdst sekre¢nich bunéénych drah, nebot umozituje transport latek do
perinukledrniho prostoru jadra, ale také smérem z buiiky ven do extracelularniho prostoru.
Mezi dalsi nezastupitelné funkce ER patii vyznamny podil na regulaci i) metabolismu lipidd,
ii) hladiny vapenatych iont a piedevSim pak iii) proteosynézy vcetné oligomerizace
nascentnich polypeptidi. Vlivem celé fady vnéjsich signalii nebo plsobenim specifickych
podminek bunétného mikroprostiedi mize dochazet k naruSeni funkce endoplazmatického
retikula. Butika se témto tlaklim snazi Celit vyvoldnim procesu, ktery je oznacovany jako stres
endoplazmatického retikula, tzv. ,,unfolded protein response “ neboli UPR (pro vice informaci
viz praci: ,,Endoplasmic reticulum stress and apoptosis*, priloha 1).

Higa a kol. provedli proteomickou analyzu, jejimz hlavnim cilem byla identifikace
proteint, které jsou asociovany s ribozomy drsného ER. V ramci této studie byl mimo jiné
identifikovan 1 protein AGR2, ktery byl lokalizovan v lumen ER, kde byla prokdzana jeho
interakce sribozomy. Nasledné byla této interakci pfifazena dilezita tloha v ramci
procesu translokace nascentnich polypeptidu [8]. Nasledovaly dalsi prace, ve kterych byla
prokazana ptima spojitost mezi UPR a AGR2 [9]. Vyznam exprese AGR2 pro nadorové
buniky a pfedev§im pak fundamentalni uloha AGR2 pii udrZovani homeostdzy ER a v ramci
odpovédi ER na stres jsou shrnuty v piehledovém ¢lanku nazvaném ,,Emerging roles for the

pro-oncogenic anterior gradient-2 in cancer development* (p¥iloha 2).



2. AGR2 a AGR3 u nadorovych onemocnéni
Ve vztahu k nadorovym onemocnénim byly proteiny AGR2 a AGR3 poprvé popsany u

nadorovych bunéénych linii odvozenych od karcinomu mlééné zlazy. Zajimavé bylo
predevsim zjisténi, ze tyto proteiny jsou exprimovany Spolu s funkénimi estrogenovymi
receptory (EsR) [7,10], které pfedstavuji vyznamny prognosticky a prediktivni faktor pti 1é¢bé
zhoubnych novotvari mlécné zlazy. Poté nasledovalo nékolik dalsich praci, které se
zam¢iovaly pfedevSim na protein AGR2 a moznosti jeho vyuziti jako prognostického nebo

prediktivniho markeru u karcinomti mlééné zlazy [11-13].

2.1. Analyza exprese AGR2 a AGR3 u pacientek s karcinomem mléc¢né zlazy

V nédvaznosti na tyto prace byl zapocat vyzkum zaméfeny na tlohu proteint rodiny
anterior gradient i na naSem pracovisti. Jako prvni byl analyzovan konsekutivni soubor 109
pacientek s primarnim karcinomem mlééné Zlazy, které byly hospitalizovany v Masarykové
onkologickém ustavu v letech 2004-2005. V ramci standardizovaného zpracovani byly
vSechny vzorky obdrzeny do 20 minut po chirurgickém zakroku a okamzité zhodnoceny
patologem. Néadorova tkan byla rozkrdjena na kousky pfiblizné 3x3x8 mm, které byly
nasledn¢ zamrazeny v parach tekutého dusiku nebo ulozeny ve fixacnim roztoku vhodném
pro stabilizaci a protekci RNA. Soubézné byla ¢ast nadorové tkané zfixovana, dehydratovana
a z takto upravené tkdné byly pfipraveny parafinové bloky. Parafinové bloky byly pouZity pro
piipravu tkanovych arrays umozZnujicich imunohistochemické barveni nékolika desitek
vzorki soucasné na jednom skle.

Exprese AGR2 byla analyzovdna ve vztahu k rutinné stanovovanym klinicko-
patologickym parametrim a to na urovni mRNA pomoci RT-gPCR (tab. 1) i proteinu

imunohistochemicky (tab. 2).



Tab. 1: Stanoveni hladiny exprese AGR2 a AGR3 na virovni mRNA pomoci RT-qPCR.

Celkem exprese AGR2 (p-hladina) exprese AGR3 (p-hladina)
Parametr o Vsechny EsR-pozitivni Vsechny EsR-pozitivni
vzorkl
vzorky vzorky vzorky vzorky
Histologicky grade
Gl 29
G2 38 0,2332 0,565 2 0,001 2 0,1772
G3 41
Uzlinové metastazy
Negativni 41 0,488 06721 0,265 0,600
Pozitivni 64
Velikost turmor 109 0,388° 03123 0,2733 0,187°3
clikost tumoru Rs 0,084 Rs 0,108 Rs 0,107 Rs 0,143
EsR status
Negativni 19 1 1
Pozitivni 90 0,034 ) <0,001 )
PR status
Negativni 24 1 1
Pozitivni 85 0,015 ; <0,001 -
Her2 amplifikace
Negativni 87 0,451 ° 0,738° 0,048 ! 0,657
Pozitivni 13
CD1 amplifikace
Negativni 83 0,350 0,280 0,702 0,436
Pozitivni 14
CD1 exprese 9% 0,005 ® 0,010° <0,001 ® 0,020 2
(%) Rs 0,285 Rs 0,290 Rs 0,386 Rs 0,268
PCNA exprese
1 (slaba) 19
2 (stfedni) 39 0,3102 0,638 * 0,3472 0,5712
3 (silna) 36
Ki67 exprese 109 0,525° 0,075° 0,816 ° 0,169 °
(%) Rs 0,062 Rs 0,189 Rs -0,023 Rs 0,189

! Manntiv-Whitneyiiv U test
% Kruskaliiv-Wallisiv ANOVA test
® Spearmannova neparametrické korelace




Tab. 2: Imunohistochemické stanoveni klinicko-patologickych parametrii ve vitahu
k expresi proteinu AGR2.

Celkem AGR2 AGR2 AGR2
Parametr i negativni nizka silna  p-hladina p-hladina*
e (%) %) (%)
Histologicky grade
Gl 28 5 15 8
G2 35 8 20 7 0,161* 0,275*
G3 34 14 11 9
Uzlinové metastazy
Negativni 39 16 15 8 4 4
0,070
Pozitivni 56 11 29 16 0.075
Velikost tumoru 98 27 47 24 0,202 * 0,310
EsR status
Negativni 17 15 2 0 4
Pozitivni 81 12 45 2q <0001
PR status
Negativni 19 14 5 0 4
Pozitivni 79 13 42 24 <0001
Her2 amplifikace
Neg'flt.lvn’l 87 26 41 20 0,308 4 0,272 4
Pozitivni 11 1 6 4
CD1 amplifikace
Negativni 84 25 42 17 4 4
205
Pozitivni 13 2 5 6 0.115 0
CD1 exprese 97 27 46 24 0,018 0,568 2
(%)
PCNA exprese
1 (slaba) 22 4 14 4
2 (stiedni) 38 5 22 11 0,015* 0,365
3 (silnd) 36 16 11 9
Ki-67 exprese 97 27 46 24 0,061 2 0,151°2
(%)

*pouze EsR-pozitivni vzorky
*Kruskaltiv-Wallisiv ANOVA test
*Pearsontiv Chi-square test

Exprese AGR3 byla analyzovéna pouze pomoci PCR v redlném case, nebot’ tehdy
jesté nebyla k dispozici vhodna AGR3 specificka protilatka. V piipadé exprese na Urovni
mRNA bylo mozné u AGR2 a AGR3 pozorovat obdobny expresni profil (p<0.001), coz
poukazuje na podobné mechanismy uplatiujici se pii regulaci exprese AGR2 a AGRS.

Exprese obou studovanych genii pak korelovala s ptfitomnosti EsR, progesteronovych
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receptortl (PR) a expresi cyklinu D1 (tab. 1). Jediny rozdil bylo mozné pozorovat pfi analyze
exprese vzhledem ke stupni diferenciace nadoru, nebot histologicky grade statisticky
vyznamné koreloval pouze s expresi AGR3 (p=0,001). V ptipad¢ imunohistochemického
stanoveni AGR2 vzhledem k rutinné stanovenym klinicko-patologickym parametrim byla
opét potvrzena korelace mezi hladinou exprese AGR2 a pfitomnosti ESR, PR a expresi
cyklinu D1. Lze tedy uzavfit, ze byl potvrzen trend obdrzeny v ramci analyzy exprese na
urovni mRNA. Navic bylo mozné pozorovat statisticky vyznamnou asociaci s expresi PCNA
(p=0,015) a hrani¢né s Ki-67 (0,061), tedy markery zvysené proliferace (tab. 2).

Postupné byla pfitomnost AGR proteint, pfedevsim pak AGR2, detekovana u fady
dalsich malignit. Po karcinomu mlécné zlazy jsou co do poctu nejéetnéjsi prace zamétrené na
studium AGR2 u karcinomu prostaty. V souvislosti s touto malignitou se na jednu stranu
muzeme setkat s publikacemi ukazujicimi korelaci mezi zvySenou expresi AGR2 a zhorSenou
prognozou onemocnéni [14], ale naopak i publikacemi, které deklaruji, ze AGR2 u tohoto
onemocnéni zadny prognosticky vyznam nema [15]. Z hlediska regulace a vlastnosti AGR2 je
dulezita prace prokazujici regulaci exprese AGR2 prostiednictvim androgennich receptord
[5,16], coz je v souladu s nasimi vysledky ziskanymi studiem AGR2 u karcinomd mlééné
Zlazy a se souCasnym obecnym nazorem, ze exprese AGR2 je pievazné regulovana
pusobenim hormonti. V podstaté vSechny prace se shoduji a diskutuji moznosti vyuziti AGR2
jako biomarkeru karcinomu prostaty [17]. Kromé vySe zminénych karcinomt mlééné Zlazy a
prostaty byla exprese AGR2 popséana u fady dalSich malignit v€etn€ nadori jicnu, vajecniki,
slinivky bfisni, jater, zaludku, stfev, plic, ledvin a dalSich. Podrobné¢j$i informace o expresi
proteinu AGR2 v rtiznych typech tkani, a to nejen nadorovych, ale i normalnich jsou shrnuty
v piehledovém c¢lanku s ndzvem ,, Anterior gradient 2: a novel player in tumor cell biology *
(priloha 3).

V soucasné dob¢ je onkopatology u pievazné vétsiny piipadd karcinomu mlééné zlazy,
spolu s klasickymi klinicko-patologickymi parametry, rutinné stanovovana pouze pfitomnost
funkénich estrogenovych (konkrétné estrogenovy receptor o), progesteronovych a HER2
receptort. Toto je v soucasné dobé realita, a to 1 navzdory neutuchajici snaze nalézt nové
vhodné biomarkery, které by byly vyuzitelné pti diagnostice ¢i 1é¢bé tohoto onemocnéni. Tato
praxe spolu se skutecnosti, ze piiblizné 70-80 % karcinomit mlécné Zlazy exprimuje v dobé
diagnozy estrogenové receptory, jez predstavuji nejdilezitéjsi a dnes jediny standardné
vySetfovany prediktivni faktor pro hormonélni lécbu, iniciovaly na§ zvySeny zdjem o geny
AGR2 a AGRS3, jejichz zvySend exprese byla pozitivné asociovana pravé s piitomnosti

estrogenovych receptorti. Skute¢né jsme prokazali, ze exprese gentt AGR2 i AGR3 vyznamné
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koreluje s pritomnosti funkénich estrogenovych receptori, a to jak in vitro na modelovych
bunéénych liniich, tak i na klinickych vzorcich ziskanych z resekati odebranych v ramci
chirurgickych vykont provadénych v Masarykové onkologickém ustavu v Brné€, coz dokladaji
i publikované prace: ,,The pro-metastatic protein anterior gradient-2 predicts poor prognosis
in tamoxifen-treated breast cancers* (priloha 4) a ,,Anterior gradient protein 3 is associated
with less aggressive tumors and better outcome of breast cancer patients* (priloha 5).

3. Mechanismy zodpovédné za regulaci exprese AGR2
3.1. Klasicky mechanismus @éinku EsR

Skutecnost, ze exprese AGR2 a AGR3 na urovni mRNA prokazatelné koreluje s
expresi EsR, v8ak jes$t¢ nemusi nutné znamenat, ze hladina proteint AGR2 a AGR3 je pfimo
regulovana pisobenim estrogend. Prvnim krokem proto bylo alesponi nepiimo potvrdit
funkéni vztah mezi aktivitou ESR a expresi AGR2. Do kultiva¢niho média, ve kterém byla
kultivovana bunééna linie MCF-7 (EsR+, AGR2+), bylo pfidavano rizné mnozstvi 17-f
estradiolu (dale jen estrogenu) a analyzovany zmény hladiny AGR2. Tento jednoduchy
experiment prokazal, Ze hladinu proteinu AGR2 lze pozitivné modulovat pfitomnosti
estrogenu, ktery predstavuje pfirozeny ligand EsR (pFiloha 4). V navaznosti na ziskané
vysledky byla provedena in silico analyza potencialni promotorové sekvence AGR2, v ramci
které byly identifikovany ERE (estrogen response element) konsensus sekvence, na které se
mohou specificky vdzat EsR a pfimo tak regulovat transkripci cilovych genidi. Pomoci
chromatinové precipitace byla skutecné potvrzena vazba EsR na promotorové sekvence
AGR2. Nasledn¢ byly promotorové sekvence AGR2 naklonovany do pGL3 plazmidu pted
sekvenci kodujici luciferazu. Ziskany konstrukt byl kotransfekovan spolu s pSG5-ERa
(plazmid exprimujici EsR) do bunék H1299 (EsR-, AGR2-). Po piidani estrogenu a
tamoxifenu bylo moZzné pozorovat zvySenou tvorbu luciferazy, coZz potvrdilo, ze exprese
AGR2 je skute¢né regulovana na Girovni transkripce pomoci ESR (p¥iloha 4).

Po vstupu do cytoplazmy se estrogen vaZze na EsR, coZ vede k uvolnéni receptoru
z komplexu s chaperony, piedevsim Hsp90. ESR je fosforylovan, dochazi k jeho dimerizaci,
¢imz je v podstaté pln¢ aktivovan a translokovan do jadra, kde plni funkci transkripéniho
faktoru, nebot' se nasledné vaze na promotory genl obsahujicich ERE mista. Vyznam
funkénich EsR v etiologii karcinomu mlééné zlazy dokladd fada praci. V rdmci expresniho

profilovani zaméfeného na geny regulované EsR bylo pomoci ¢ipové analyzy odhaleno vice
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nez 400 gent, u kterych dochazelo k vyznamnym zménam v expresi v ramci odpovédi na
pusobeni estrogenu, a co je zajimavé, u vétSiny z nich (cca 70%) byla exprese snizena [18].
PredevSim se jednalo o proapoptotické geny, antiproliferatni geny a geny kodujici
transkripéni represory. Naopak zvySena exprese byla pozorovana predevSim u geni
uplatitujicich se pii pozitivni regulaci bunécné proliferace, jako jsou rastové faktory ci
regulatory bunééného cyklu umoziujici jeho progresi. I z této prace a mnoha dalSich vyplyva,
ze aktivované EsR indukuji expresi proonkogenti a expresi tumor supresorovych genti naopak
potlacuji.

Je tedy nasnadég, Ze vzhledem k frekvenci vyskytu EsR u karcinomt mlééné zlazy a
zvySené hladin¢ hormonti pfedstavuje inhibice exprese EsR vyznamny terapeuticky pfistup.
Lécba tamoxifenem je standardni 1é¢ebnou modalitou karcinomu mlééné Zlazy jiz od 70. let
minulého stoleti a je uspéSné pouzivana az doposud pravé u EsR-pozitivnich nadori, které
piedstavuji vice jak 70 % vSech piipadi tohoto onemocnéni [19]. Mechanismus U¢inku
tamoxifenu spo¢iva v kompetitivni inhibici s ligandy, které se vazi na EsR, tedy predevsim
estrogeny. Nicméné 1 pies jednoznacny piinos tamoxifenu v 1écbé nddorovych onemocnéni
mlécné zlazy, ktery se odrazi predevSim v delSim celkovém pieziti pacientek, se u fady
pripad EsR-pozitivnich karcinomt po ¢ase objevuje rezistence k tamoxifenu a vyskytuji se i
pripady, kdy bezprostiedné¢ po nasazeni tamoxifenu nebyl zaznamenan zadny pozitivni
lécebny efekt. Jinymi slovy se miiZzeme setkat i s ptipady, kdy jsou nédory k tamoxifenu
rezistentni de novo. Dale se odhaduje, ze asi u 40 % ptipadi dochazi v ramci adjuvantni
terapie zalozené na tamoxifenu ke vzniku rezistence, kterd vede k relapsu onemocnéni a
pfipadné 1 k imrti. MozZnost predikovat rezistenci k tamoxifenu by tedy mohla vyznamné
pfispét ke zvySeni ucinnosti 1écby. O to zajimavéjsi a prekvapivéjsi bylo naSe zjisténi, Ze
pusobenim tamoxifenu dochazi k razantnimu zvyseni exprese AGR2 in vitro i in vivo, a to jak
na urovni mRNA, tak i proteinu (pFiloha 4). Ve svétle funkénich studii, které potvrdily, Ze
AGR2 ma schopnost inhibovat nadorovy supresor p53 [20,21], miZe byt zodpovédny za
tvorbu metastaz [22] a ptimo se podilet na zvySené proliferaci a migraci nadorovych bunék
[23] a spolu s nasim zjisténim, Ze tamoxifen indukuje expresi AGR2, Ize spekulovat, Ze by se
AGR?2 mohl pfimo uplatiiovat pii mechanismech zodpovédnych za rezistenci karcinomu
mlécné zlazy K tamoxifenu a jeho zvySena exprese by mohla predikovat snizenou citlivost
prave k 1écbe¢ tamoxifenem.

Analyza exprese AGR2 na trovni mRNA pomoci RT-gPCR na konsekutivnim souboru
pacientek s EsR-pozitivnim karcinomem mlécné zlazy léCenych tamoxifenem potvrdila, Ze

A4

pacientky s nizs§i hladinou AGR2 vykazuji vyznamné delsi bezpiiznakové pieziti v porovnani
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s pacientkami se zvySenou expresi AGR2 (priloha 4). Moznou tlohu AGR2 v mechanismech
zodpovédnych za rezistenci k tamoxifenu dokresluje 1 naSe navazujici prace ,, AGR2 predicts
tamoxifen resistance in postmenopausal breast cancer patiens“ (p¥iloha 6), v ramci které
byla provedena retrospektivni analyza exprese AGR2 v ,tru-cut“ jehlovych biopsiich
odebranych od pacientek s ESR-pozitivnim karcinomem mlécné Zlazy, které nemohly byt
z diivodu vysokého véku nebo celkové seslosti operovany a byl jim pouze v ramci adjuvantni
1écby podavan tamoxifen. Na tomto souboru postmenopauzalnich pacientek bylo mozné
pfimo sledovat odpovéd” na podavanou terapii vzhledem k expresi AGR2 v nadorové tkani,
kterd byla stanovena nejen na Urovni mRNA pomoci RT-qPCR, ale i na trovni proteinu
pomoci imunohistochemického barveni. Tato studie skutecné naznacila moznost vyuziti
AGR?2 jako prediktivniho markeru v ramci endokrinni terapie karcinomu mlééné zlazy, nebot’
na zakladé¢ snizené hladiny mMRNA genu AGR2 bylo mozné identifikovat skupinu pacientek,
které odpovidaly na terapii, a tudiz dochazelo k regresi onemocnéni (HR 0,57; 95% IS 0,31 -
0,96; p = 0,0366) a na druhou stranu u pacientek se zvySenou expresi AGR2 se v mnohem
vyssi frekvenci objevovaly piipady, kdy lécba tamoxifenem nebyla U¢innd, nebo dokonce
dochazelo i k progresi onemocnéni (p = 0,0011) [24]. Pravé v téchto piipadech by pak
zvySena hladina mohla predikovat rezistenci k tamoxifenu a pacientkdm by mély byt

indikovany jiné terapeutické rezimy.

3.2. Neklasicky mechanismus u¢inku EsR

Kromé¢ genomového tzv. klasického mechanismu ucinku EsR se mizeme setkat i s tzv.
neklasickym mechanismem ucinku, kdy receptor mize interagovat s jinym transkripénim
faktorem, nejcastéji Sp-1 (specific protein-1) nebo AP-1 (activator protein-1) a zesilovat tak
intenzitu transkripce cilovych gend, jejichZ promotorové sekvence nemusi nutné obsahovat
ERE misto [25]. Skute¢nost, Ze v promotoru genu AGR2 bylo in silico predikovano vazebné
misto pro transkripni faktor AP-1, umocnila nase spekulace, Ze by se tento transkripéni
faktor mohl podilet na regulaci exprese AGR2 at’ uz v komplexu s ESR nebo na tomto
streroidnim receptoru nezavisle a iniciovala nasi snahu prokazat nebo naopak vyvratit tento
potencidlni regulaéni mechanismus. AP-1 je transkripéni faktor indukovatelny plsobenim
fady hormonti a rustovych faktori. K jeho vytvofeni dochdzi dimerizaci transkripénich
faktorit Fos a Jun mechanismem leucinového zipu. Pfi modulaci transkripcni aktivity AP-1 se
uplatiiuje tada signalnich drah, mezi nejcastéjsi patii ERK1/2, JNK ¢i p38 MAPK. Je
zajimavé, ze pravé zablokovanim MEKI1/2 respektive ERK1/2 signdlni drahy pomoci

inhibitoru PD98059 Ize vyrazné potladit expresi proteinu AGR2 [26]. Tuto skute¢nost jsme
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potvrdili i pomoci inhibitoru MAP kinaz MEK1/2 ozna¢eného U0126. Popsané vysledky
nepiimo naznacuji na moznou regulaci exprese AGR2 ptisobenim aktivované ERK1/2 signalni
drahy, ktera miize uzce souviset s aktivaci AP-1 pravé v ramci neklasického mechanismu
ucinku EsR.

Prvnim krokem pii snaze prokazat predikovanou vazbu AP-1 na promotor genu AGR2
bylo provedeni chromatinové imunopreciptace (ChIP). Pomoci 1% formaldehydu byl
vytvofen ,,cross-link* mezi DNA a proteiny, nasledovala lyze bun¢k a sonikace vedouci k
fragmentaci DNA. Bunécny lyzat byl inkubovan s c-Jun specifickou protilatkou s cilem
precipitovat komplex AP-1 s navazanymi fragmenty DNA. Pomoci PCR v realném case byla
identifikovana a soucasné kvantifikovana AGR2 promotorova sekvence, na kterou se navazal
AP-1. Pro experiment byla pouzita bunééna linie MCF-7, jenz byla vystavena piisobeni
thapsigarginu (indukce ER stresu vedouci ke zvySené expresi AGR2), U0126 (inhibitor
MEK1/2) a kombinaci obou latek (obr. 2).

1,5

0,5 1

U+T uU0126

Obr. 2: Analyza vazebné afinity AP-1 k promotoru AGR2 pomoci ChIP. Zmény v intenzité
vazby transkripcniho faktoru AP-Ina promotor genu AGR2 u bunécné linie MCF-7, ktera byla
vystavena piisobeni thapsigarginu (TG), inhibitoru MEKI1/2 (U0126) a jejich kombinaci
(U+T) byly relativné kvantifikovany vzhledem ke kontrolnim burnkdam (K).

Jak vyplyva z graficky zobrazenych vysledkl, pii indukci stresu ER plisobenim
thapsigarginu dochdzelo k vyraznému zvySeni afinity AP-1 transkripéniho faktoru
k promotoru AGR2. Naopak po pusobeni U0126 se AP-1 transkrip¢ni faktor vazal na AGR2
promotor v mnohem niZ§i mife v porovnani s kontrolnimi buitkami. Stejné tak kombinované
pusobeni thapsigarginu a U0126 vedlo ke snizeni hladiny AP-1, respektive jeho vazebné
afinity (obr. 2).

Scilem funkéné potvrdit vztah mezi AP-1 a expresi AGR2 jsme pfipravili expresni
vektor pcDNA3.2-GW-TAM67 nesouci nekompletni kodujici sekvenci proteinu c-Jun,

postradajici N-koncovou transaktivaéni doménu (obr. 3). Vznikly mutovany protein oznaceny
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jako TAM67 vykazuje dominantné negativni efekt vaci wild-type c-Jun, ktery se projevuje
inhibici aktivity AP-1 komplexu [27]. Schopnost TAM67 inhibovat AP-1 byla nasledné

ovéfena pomoci reportérového luciferazového systému (obr. 4).
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Obr. 3: Struktura proteinit c-Jun a TAM67. Dominantné negativni mutant proteinu c-Jun
postradajici  N-koncovou  transaktivacni  doménu TAMG67 ma celkovou velikost
210 aminokyselin (AMK) v porovnani s wild-type proteinem c-Jun, jenz ma velikosti
331 aminokyselin.
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Obr. 4: Stanoveni transkripéni aktivity AP-1. Transkripcni aktivita byla ovérena
reportérovym testem na bunécnych liniich MCF-7 a PANC-1. Buiiky byly tranzientné
transfekovany p3TPluc plazmidem nesoucim gen kodujici luciferazu, pred kterym je umisténa
regulacni sekvence, na niz se specificky miiZze vazat transkripcni faktor AP-1 a aktivovat tak
expresi geniul nachdzejicich se v bezprostredni blizkosti. Relativni luciferazova aktivita
vyjadruje transkripcni aktivitu AP-1 responzivniho mista, kterd je aktivovana 20 nM PMA
(forbolmyristdtacetat) a inhibovana transfekci 1 ug plazmidu pcDNA3.2-GW-TAMG67.

15



Dalsim krokem bylo studium vlivu transkripéniho komplexu AP-1 na expresi genu
AGR2 scilem prokazat piipadné zapojeni AP-1 v regulaci exprese tohoto genu. Jako
modelovy systém byla vybrana bunécna linie MCF-7, do které byl transientné transfekovan
plazmid pcDNA3.2-GW-TAM67 umoznujici expresi AP-1 dominantné negativniho mutanta
TAM67 nebo pouze prazdny plazmid pcDNA3.2-GW. Poté byly transfekované buiky
vystaveny pusobeni PMA (forbolmyristatacetat), ktery ptisobi mj. i jako aktivator transkripce
prostiednictvim AP-1. Zmény v expresi AGR2 byly stanoveny pomoci RT-gPCR po 24 hod
kultivaci (obr. 5A) a imunochemicky po 72 hod (obr. 5B). PMA indukoval expresi AGR2 na
urovni mRNA 1 proteinu. AvSak v pfipadé, ze v buiikdch dochizelo k produkci AP-1

dominantné negativniho mutanta TAM67, jsme pozorovali vyrazné niz$i hladiny AGR2.
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Obr. 5: Exprese AGR2 v dusledku ovlivnéni aktivity AP-1 transkripéniho komplexu.
Stanoveni hladiny AGR2 na urovni mRNA (A) a proteinu (B) na bunécné linii MCF-1.

3.3. Negenomova aktivita EsR

Ackoli pfitomnost funkénich EsR sama o sob€ predstavuje vyznamny prediktor
efektivity endokrinni terapie, funkcni interakce mezi EsR a dalSimi signalnimi drahami, které
se uplatiuji pfi regulaci bunééného ristu, pifi odpovédi na stresové podminky, reakci na
zvySenou hladinu cytokini apod. byly téZ popsany jako vyznamny mechanismus
vedouci/prispivajici k rezistenci k endokrinni terapii. Hovoiime o tzv. negenomové aktivité
EsR, kdy je receptor obvykle asociovan s plazmatickou membranou a vytvaii komplexy
s dalsimi proteiny, pfedev§im tyrosinkinazovymi receptory nebo proteiny G. Tyto interakce

obvykle vedou k aktivaci proprolifera¢nich bunéénych signalnich drah, jako jsou napf.
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MAPK/ERK nebo PI3K/AKT [28]. Klinicka relevance této formy komunikace EsR se
signdlnimi drdhami aktivovanymi pusobenim ristovych faktort byla potvrzena i
prospektivnimi klinickymi studiemi na souborech pacientek s metastatickym onemocnénim.
Tyto studie potvrdily spojeni mezi rezistenci k tamoxifenu a zvySenou hladinou
tyrosinkinazovych receptort HER2 a EGFR [29].

Na moznou spojitost mezi expresi AGR2 a EGFR poukazali ve své praci Dong a kol.,
ktefi testovali hypotézu, zda mize protein AGR2 ovliviiovat buné¢nou signalizaci fizenou
receptory EGFR [30]. V souvislosti stim byla zjisténa korelace mezi expresi AGR2 a
hladinou proteinu AREG (amfiregulin) v buiikach pochazejicich z riznych typa lidskych
adenokarcinomi. AREG ptedstavuje vyznamny ligand EGFR receptoru, po jehoz vazbé
dochazi k fosforylaci receptoru a iniciaci signalizace aktivujici dalsi signalni drahy vcetné
PI3K/AKT. Posléze se podatilo potvrdit, ze AGR2 se pifimo uplatiiuje pfi regulaci hladiny
AREG, a to jak na trovni mRNA, tak i proteinu a tudiz mize timto zpisobem aktivovat
EGFR a PI3K/AKT signalni drahu [30].

Moznost regulace exprese AGR2 i nékterym z alternativnich mechanismii naznacuje 1
jiz vySe zminéna prace Zweitzig a kol., v niz autofi ukazuji, ze exprese AGR2 mize byt u
karcinomii mlééné zlazy ovliviiovdna i fyziologickym stresem, jako je napf. hypoxie ¢i
hladovéni a ze pfi inhibici ERK1/2 dochazi k signifikantni redukci hladiny AGR2 [26].

Dalsi indicii byly vysledky skriningu potencialnich nizkomolekuldrnich inhibitor
riznych bunéénych signalnich drah v kombinaci s genetickym skriningem pomoci RNA
interference, ktery provedli lorns a kol. s cilem nalézt nové inhibitory a identifikovat signalni
drahy, které se uplatiuji pti vzniku rezistence k tamoxifenu [31]. Pomoci tohoto pfistupu byly
skutecné nalezeny dv€ slouceniny triciribin a tetrandrin, které zplsobovaly sensitizaci
nadorovych bunék k tamoxifenu, pfi¢emz byly nasledné verifikovany jako inhibitory PDPK1-
AKT signalni drahy.

Vzhledem k nasim pfedchozim vysledkiim potvrzujicim dulezitou tlohu AGR2 pii
rezistenci k tamoxifenu a v navaznosti na uvedené prace jsme se zaméfili na analyzu vztahu
mezi pusobenim tamoxifenu, expresi AGR2 a AKT signalni drdhou. Prvnim krokem byl
prukaz vztahu mezi expresi AGR2 a fosforylaci AKT na serinu 473 pusobenim tamoxifenu a
v kombinaci s pisobenim AKT specifickych inhibitort v ¢ele s triciribinem, terandrinem a
Akti-1/2. Pti tomto pokusu jsme dle predpokladu pozorovali indukci exprese AGR2 v ramci
bunééné odpoveédi na expozici tamoxifenu, pficemz mira fosforylace AKT na serinu 473
zlstavala nezménéna. AvSak aplikace AKT inhibitori vedla nejen k vyznamnému snizeni

fosforylace AKT na serinu 473, ale i k redukci hladiny AGR2, coz ostatné doklada prace
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nazvana: ,ldentification of an AKT-dependent signalling pathway that mediates tamoxifen-
dependent induction of the pro-metastatic protein anterior gradient-2° (priloha 7). Nase
vysledky potvrdily, Ze exprese AGR2 miize byt ptimo regulovand AKT signalni drahou. Toto
tvrzeni podpofil 1 dalsi pokus, v ramci kterého jsme se zaméfili na modulaci hladiny PDPK1
kindzy, ktera je pfimym aktivatorem AKT kinazy. Pfi indukci AGR2 piisobenim tamoxifenu
jsme mohli pozorovat signifikantni snizeni hladiny AGR2 pii umlceni exprese PDPKI1
pusobenim specifickych siRNA (priloha 7). Funkéni vztah mezi AKT signalni drdhou a
AGR2 pak potvrdila i retrospektivni studie na souboru 94 primarnich karcinomtit mlé¢né
zlazy, v ramci které byla prokdzéna statisticky vyznamna korelace mezi expresi AGR2 a
fosforylaci AKT (priloha 7). Schematické zobrazeni modulace exprese AGR2 v ramci

komunikace mezi EsR a AKT signalni drahou viz obr. 6.

Obr. 6: Potencidlni mechanismy regulace exprese AGR2. AGR2 exprese miize byt
regulovana: i) primo (genomicky) vazbou EsR na ERE mista a indukci transkripce, ii)
negenomicky aktivaci pro-onkogennich bunécnych signalnich drah.
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Dalsi dikaz o uloze AGR2 pii zméné fenotypu nadorovych bunck z tamoxifen-
senzitivnich na tamoxifen-rezistentni pfinasi prace Wright a kol., ktefi studovali vazbu
komplexu tamoxifen-EsR na promotor genu AGR2 a naslednou indukci exprese AGR2 [32].
V souladu snaSimi vysledky ukazali, ze zvySend exprese AGR2 indukuje bunéénou
proliferaci bunék nejen citlivych k tamoxifenu, ale i rezistentnich. V souvislosti s tim zjistili,
ze v ptipad¢ tamoxifen-senzitivnich bunék je zvySena exprese AGR2 piimo zavisld na
ptritomnosti EsR a zvySena hladina AGR2 nasledné zprostfedkovava zvySenou expresi EsR.
Naopak u tamoxifen-rezistentnich bunék neni exprese AGR2 zavisla na funk¢nich EsR, avS§ak
EsR stale vyzaduji ptitomnost AGR2, coz naznauje, ze U tamoxifen-rezistentnich bunék
dochazi k deregulaci zpétnovazebné smycky EsR-AGR2-EsR. Autofi dale ukazuji, ze
Vv piipad¢ tamoxifen-rezistentnich nddor se na aktivaci exprese AGR2 podili transkripcni
faktor FOXA1, ktery obecné hraje dulezitou ulohu ve fyziologii buné€k odvozenych od
karcinomii mlécné zlazy a ktery je schopen udrzovat zvySenou expresi AGR2 nezévisle na

expresi EsR [32].

3.4. Exprese AGR2 u karcinomi mlééné Zlazy nezavisla na EsR

Moznou spojitost mezi expresi receptori HER2 a proteinem AGR2 jiz naznadily
vysledky vna$i vySe zminované praci ,ldentification of an AKT-dependent signalling
pathway that mediates tamoxifen-dependent induction of the pro-metastatic protein anterior
gradient-2“ (priloha 7), kde popisujeme mimo jiné i marginalni korelaci mezi
imunohistochemicky stanovenou expresi AGR2 a pfitomnosti receptori HER2. Receptory
HER2 byly determinovany z toho divodu, Ze patii mezi mozné regulatory PDPK1/AKT
signalni drahy. Dal§im podpirnym faktem pro zapoceti studia vztahu mezi AGR2 a HER2
byla skutecnost, Ze exprese proteinu AGR2 byla prokazéana i u karcinomi mlécné Zlazy (byt
mén¢ ¢asto), které nedisponuji funkénimi EsR. Zaméfili jsme se tudiZ i na studium karcinomt
mlécéné zlazy, kde funkéni EsR nebyly pfitomné. AGR2 exprese byla prokdzana u pfiblizné
60 % z celkového poctu 211 analyzovanych vzorkl. Nasledujici statisticka analyza odhalila
vyznamnou korelaci (p<0,001; Manniiv-Whitneyiiv U test) mezi expresi AGR2 a pfitomnosti

receptoru HER2 (obr. 7).
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Obr. 7: Analyza hladiny AGR?2 ve vztahu k expresi receptorii HER2. (A) Exprese AGR2 i
HER2 byla stanovena pomoci imunohistochemického barveni. V pripade AGR2 byla exprese
definovana pomoci tzv. histoskore, které bylo vypocitino jako soucin intenzity barveni ve
Skale 0-3 a procenta pozitivnich bunék pohybujiciho se v rozmezi hodnot (0-100. Exprese
HER2 byla stanovena rutinné pomoci Herceplestu ve Skdle 0-3. Pro vlastni analyzu byly
pouzity pripady HER2 0-1 vs. 2-3, pricemz u vSech pripadii stanovenych jako ,,2* byla jeste
provedena validace HER2 amplifikace pomoci FISH. (B) Analyza HER2 stanoveného pomoci
IHC ve vztahu k expresi AGR?2 na urovni transkripce.

Nasledna analyza hladiny mRNA genu AGR2 vzhledem k expresi HER2 jednozna¢né
potvrdila trend pozorovany na urovni proteinu (p<0,001; Manniv-WhitneyGv U test). Na
zéklad¢ dat ziskanych z této retrospektivni studie bylo naSim dalSim cilem prokazat funkcni
vztah mezi HER2 receptory a AGR2. Pro tyto Gcely byla zvolena buné¢na linie SK-BR-3, u
které byla dfive prokdzana tvorba proteinu AGR2. Tato linie byla ustavena z karcinomu
mlécné zlazy, ktery byl EsR a PR negativni, ale HER2 pozitivni. Jako alternativni model byly
pouzity bunky BT-474, které maji funk¢éni EsR, avsak soucasné jsou i HER2-pozitivni. Obé
bunécéné linie byly vystaveny pisobeni lapatinibu, nizkomolekularnimu inhibitoru EGFR a
HER2. Z pfedlozenych imunochemickych analyz je jasn& patrné, Ze plsobenim lapatinibu
dochazelo k inhibici HER2 receptort, AKT signalni drahy a soucasné i k viditelnému snizeni
exprese AGR2, a to ptedevsim u bunécné linie SK-BR-3 (obr. 8A). V piipadé bunécné linie
BT-474 byl podobny efekt pozorovan az v pozdé¢jsich Casovych intervalech. Potencialnim
divodem mohou byt aktivni EsR, které predstavuji alternativni moZnost pozitivni regulace

AGR2 nezavisle na HER2 receptorech (obr. 8B).
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Obr. 8: Vliv inhibice receptoru HER2 na bunéénou signalizaci a expresi AGR2. Bunécné
linie (A) SK-BR-3 a (B) BT-474 byly vystaveny piisobeni 1 nM lapatinibu po dobu uvedenou
V horni casti obrazku. Poté byly bunky sklizeny a imunochemicky stanovena exprese
vybranych proteinii.

Uvedené vysledky naznacuji, Ze aktivni receptory HER2 se mohou pfimo uplatiiovat
pii regulaci exprese AGR2, ziejmé aktivaci PI3K/AKT signalni drahy, coz do zna¢né miry
vysvétluje 1 vyskyt relativné vysoké exprese AGR2 u karcinomti mlécné zlazy negativnich pro
EsR a PR, ale pozitivnich pro HER2. Vzhledem ke skute¢nosti, Ze AGR2 protein vykazuje
proonkogenni vlastnosti, byla provedena statistickd analyza s cilem zjistit, zda se zvySena
exprese AGR2 u tohoto molekularniho subtypu (EsR-, PR-, HER2+) né&jakym zptsobem
promita do bezpiiznakového (Disease Free Survival, DFS) ¢i celkového (Overal Survival,
OS) preziti pacientek (obr. 9).
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Obr. 9: Exprese AGR2 vzhledem Kk preziti pacientek s ESR-, PR-, HER2+ karcinomem
mlécéné Zlazy. Kaplanova-Meierova analyza (A) bezpriznakového a (B) celkového preziti, kdy
modra kiivka znazornuje pripady, kdy AGR2 exprese byla stanovena jako negativni nebo
slaba (histoscore <50), naopak cervena kiivka reflektuje pripady se zvysenou hladinou AGR2
(histoscore >50).

Nase vysledky zfetelné ukazuji, Ze zvySena hladina AGR2 predstavuje negativni
prognosticky faktor u karcinomid mlécné zlazy, které nemaji funkcéni estrogenové a
progesteronové receptory a soucasné disponuji receptory HERZ2. Paralelni analyza hladiny
AGR2 na trovni transkripce s vyuzitim on-line webové databaze nazvané ,,Kaplan-Meier
Plotter (http://kmplot.com/analysis/index.php?p=service) pak pouze potvrdila spojitost mezi
zvySenou hladinou AGR2 a zhorSenym prezitim pacientek s EsR-, PR-, HER2+ karcinomem
mlécné zlazy (obr. 10). Z obrazku je jasné patrny vyznam ptitomnosti HER2 receptort, ktera
se s velkou pravdépodobnosti promita do pozitivni regulace exprese AGR2 a zvySend hladina
exprese AGR2 pak negativné ovliviiuje délku bezptiznakového preziti pacientek. Jinymi slovy
i tato analyza provedena na nezavislém souboru (n = 73) prokazala, Ze zvySena exprese AGR2
muze vyznamné prispivat k negativni progndze pacientek s karcinomy mlécné Zlazy, které

nemaji funkéni ESR a PR receptory, ale naopak maji pozitivni HER2 receptory.
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Obr. 10: Metaanalyza viivu exprese AGR2 na prognozu onemocnéni. Kaplanova-Meierova
analyza u kohorty (A) ESR-, PR-, HER2+karcinomii mlécné zlazy, p =0,041 a (B) EsSR-, PR-
karcinomu mlécné zlazy bez ohledu na status HER2 receptoru, p = 0,25.

4. Studium funkce proteinit AGR2 a AGR3 na bunééné (molekularni)

urovni

Informace tykajici se signalnich drah ¢i faktori zodpovédnych za zvySenou expresi
AGR2/3 v nadorovych buiikdch jsou prozatim znaéné¢ omezené. Doposud byl podrobnéji
charakterizovan piedevs§im protein AGR2. Mezi stéZejni patii prace Liu a kol., ve které autofi
studuji AGR2 ve vztahu k metastazovani a v podstaté potvrzuji signifikantni tlohu AGR2 pti
tvorbé metastaz [22]. V navaznosti na tuto praci pak Wang a kol. pomoci in vitro i in vivo
modeld prokazali ptimy vliv zvySené exprese AGR2 na iniciaci neoplastické transformace a
zesilenou schopnost bunék migrovat [23]. Tato zjisténi jsou mj. i v souladu s vysledky prace
ukazujici, Ze protein AGR2 interaguje s C4.4a a DAG-1, o kterych je znamo, Ze se vyraznou
meérou uplatiiuji pii tvorbé metastaz [33]. Tuto skute¢nost podtrhuje i prace, ve které je popsan
vyvoj nové terapeutické protilatky, pomoci které je mozné zablokovat interakci mezi
extracelularné produkovanym proteinem AGR2 a C4.4a receptorem, coz ve svém disledku
vedlo k vyrazné redukci ristu nadori a metastazovani in vivo na testovanych mysich

xenograftech [34].
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4.1. Identifikace interakénich partnerd proteinu AGR2

Prestoze protein AGR2 predstavuje pomérné zajimavy terapeuticky cil a skute¢nost, ze
na svém C-konci nese tzv. ER retencni sekvenci, ktera pfedznamenava pfitomnost tohoto
proteinu v endoplazmatickém retikulu, kde se podili na skladani a zrani fady proteinii, nejsou
k dispozici zadné dalsi prace, které by mapovaly AGR2 interakéni partnery. Jedinou vyjimku
tvoti soubor n¢kolika praci, ve kterych je popisovana spojitost mezi expresi AGR2 a tvorbou
mucint, konkrétné MUC2, MUCS5AC, MUC5B a MUCT [35-37].

Provedli jsme tedy LC-MS/MS analyzu s cilem najit dal$i interak¢ni partnery proteinu
AGR?2. Paraleln¢ byly pouzity dva na sobé& nezavislé modelové systémy a dva rizné ptistupy.
V prvnim piipad¢ byla pouzita bunécna linie H1299 (AGR2 negativni) a zni odvozena
bunécénd linie H1299-AGR2-001 (bunky H1299, do kterych byl stabilné¢ vnesen expresni
vektor umoznujici produkci AGR2). Buriky H1299 byly kultivovany v lehkém médiu (ROKO),
zatimco H1299-AGR2-001 byly kultivovany Vv tézkém médiu (R10KS8). Pifed samotnym
sklizenim a naslednou Ilyzou byly takto kultivované¢ bunky inkubovany s DSP
(Dithiobis[succinimidylpropionat]) s cilem vytvofit mezi bunénymi proteiny reverzibilni
kroslinky. Ziskané bunééné lyzaty byly smichany v hmotnostnim poméru 1:1 a nasledovala
imunoprecipitace pomoci ,,in house* ptipravené krali¢i polyklonalni protilatky rozpoznavajici
AGR2. Druhou alternativou bylo pouziti biotinylovaného peptidu pracovné nazyvaného E7
(biotin-SGSGPTTIYY), ktery se specificky vaze na AGR2 [38] (obr. 11A). V ramci druhého
pfistupu byla pouZita bunétnd linie T-47D, pro kterou je typicka silnd endogenni exprese
AGR2. Pomoci tohoto experimentu byl soucasné testovan efekt kroslinkovani na zachyceni
transientnich malo stabilnich interakci, respektive identifikaci faleSné pozitivnich interakénich
partneri. Polovina bunék byla opét vystavena pisobeni DSP a druha byla pouzita jako
kontrola. Nasledné probihala imunoprecipitace ve stejném schématu jako v predchozim

experimentu (obr. 11B).
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Obr. 11: Schematické zndzornéni protokolu identifikace interakénich partnerit proteinu
AGR2. (4) SILAC analyza bunécnych linii HI299 a H1299-AGR2-001, (B) ,,Label-free
analyza bunécné linie T-47D.

Pomoci obou protokolii se podafilo precipitovat protein AGR2, coz bylo potvrzeno
imunochemicky s vyuzitim polyakrylamidové gelové elektroforézy (PAGE) nasledované
Westernovym pienosem a imunochemickou identifikaci pomoci specifickych protilatek. Oba
ptistupy byly plné¢ kompatibilni s FASP (Filter-Aided Sample Preparation) protokolem a
naslednou LC-MS/MS analyzou. U T-47D bunék bylo identifikovano cca 1600 proteind, u
H1299-AGR2-001 piiblizné 200. Jednozna¢né byly odhaleny 2 proteiny interagujici s AGR2:
PDIA3 (ERp57) a PDIA6 (TXNDCY7), a to jak v bunkach T-47D, tak i H1299-AGR-001.
Skutecnost, Ze oba nov¢ identifikované proteiny interagujici s AGR2 patii taxonomicky do
rodiny PDI a nachazeji se v ER, naznaCuje, Ze spolu s AGR2 mohou vytvaret
multichaperonové komplexy, které se pravdépodobné podileji na regulaci homeostazy ER.

Interakce PDIA3 a PDIA6 sAGR2 byla nasledné potvrzena i pomoci
imunoprecipitace. Proteiny interagujici s AGR2 byly precipitovany pomoci AGR2
specifického peptidu E7, respektive AGR2 specifické protilatky, nasledovala elektroforéza
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V polyakrylovém gelu a Westernovy pfenos. Imunochemicky byla prokdzana piitomnost
proteini PDIA3 i PDIAG, které byly precipitovany v komplexu s AGR2 (obr. 12A). Pokus byl
proveden i opacné, tedy k precipitaci byly pouzity protilatky rozpoznavajici PDIA3,
respektive PDIAG6 a detekovana byla pfitomnost proteinu AGR2 (obr. 12B).
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Obr. 12: Validace AGR?2 interakénich partnerii pomoci imunoprecipitace. Detekce PDIA3
respektive PDIA6 vazanych na AGR2 (A). Detekce AGR2 vazaného na PDIA6 a PDIA3 (B).

Scilem prokazat, ze k interakci nedochdzi nahodné, respektive nespecificky pii
sklizeni a 1yze bunék, jsme pouzili in situ metodu PLA (Proximity Ligation Assay). Jedna se o
relativné novou techniku umoziujici ptimou vizualizaci proteind, jejich hladin, modifikaci a
predev§im interakci ve fixovanych bunkéch a tkanich. Sondy pro PLA jsou tvofeny
specifickymi protiladtkami s navazanym oligonukleotidem, ktery slouzi jako reportérova
molekula. Pokud dojde k navazani sond v té€sné blizkosti, pravé diky interakci protein —
protein, nasleduje vznik kruznicové DNA, ktera slouzi jako templat pro PCR amplifikaci
ota¢ivou kruznici. Amplifikaéni reakce umoznuje vizualizaci sledované interakce [39].
V navaznosti na identifikaci partnerit AGR2 jsme se tedy zaméfili na prikaz interakce AGR2

s PDIA3 a PDIAG (obr. 13).
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Obr. 13: Vizualizace interakci AGR2-PDIA3 a AGR2-PDIA6 pomoci PLA in situ. Pro
analyzu interakci byla pouzita bunécna linie HI1299 (AGR2 negativni) a z téchto bunék
derivovany klon HI1299-AGR2 se stabilné zaclenénym expresnim plazmidem nesoucim
kodujici sekvenci pro AGR2, jenz umoznuji tvorbu proteinu AGR2. Buinky H1299 slouzily jako
negativni kontrola pro interakci AGR2 s PDIA3 (A) respektive PDIAG6 (C). Pozitivni signdly
prokazujici protein-proteinovou interakci bylo mozné pozorovat u linie H1299-AGR2, a to jak
V pripadeé PDIA3 (B), tak i PDIA6 (D).

Dalsi zajimavosti je, Ze pomoci MS analyzy bun¢k T-47D byl statisticky vyznamné
identifikovan jako interak¢éni partner proteinu AGR2 1 protein AGR3. V piipadé¢ bunck
H1299-AGR2-001 tak tomu nebylo, nebot’ jsou AGR3 negativni. Moznost, ze AGR2 muze
skutecné tvorit s AGR3 heterodimery, popf. i slozitéjsi komplexy (multimery), podporuje
znaéna mira homologie mezi obéma proteiny a predev§im je vsouladu s recentné
publikovanymi pracemi, ve kterych je prokazano, ze protein AGR2 se in vitro vyskytuje v
rovnovazném stavu mezi monomery a dimery (K(d) = 8,83 uM) [40,41]. Na zaklad¢ NMR
(Nuclear Magnetic Resonance) stanovené struktury jsme vytvorili model dimeru AGR2,

v ramci kterého bylo mozné identifikovat oblast obsahujici aminokyselinové zbytky E60 a

27



K64, které umoziuji tvorbu solnych mustkii a jsou pro vznik a stabilizaci dimeru nezbytné

(obr. 14).

Obr. 14: Model dimeru AGR2. Cervené jsou vyznaceny aminokyseliny E60 a K64, které hraji
hlavni roli pri vzniku a stabilité dimeru.

Dimerizaci AGR2 jsme nasledné prokazali i na nasem pracovisti s vyuzitim
purifikovaného proteinu AGR2, pricemz vzniklé dimery proteinu byly kroslinkovany pomoci
glutaraldehydu a nasledné vizualizovany pomoci barveni Coomassie Brilliant Blue (obr. 15).
Na obrazku je tézZ zietelné vidét, Ze v ptipadé pouziti proteinu AGR2 nesouciho mutaci E60A
(AGR2 E60A), tedy oblasti dulezité pro vznik dimeru, byla schopnost AGR2 tvofit dimery

vyznamn¢ redukovana.
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Obr. 15: Pritkaz dimerizace AGR2 v podminkdch in vitro. 20 ul 0,3 mg/ml proteinu AGR2
bylo 5 min inkubovano v pufru (pH=7,4) obsahujicim 0,23% glutaraldehyd, 25 mM Hepes,
0,1 M NaCl, 50 mM octan draselny. Poté byla reakce zastavena pridanim 2,5 pl 1 M TrisCl,
pH=8,0.

Funk¢ni analyza zalozend na vyuziti mutovanych proteinit AGR2 v pozici E60A, které
nejsou schopné vytvaret dimery, odhalila, Ze vznik dimert nemé zéasadni vliv na oxido-
redukéni vlastnosti proteinu AGR2, ale vyznamné ovliviiuje jeho adhezivitu [41]. V nasi praci
jsme se zaméfili na potvrzeni interakce mezi AGR2 a AGR3 a tedy i mozné tvorby
heterodimerat AGR2-AGR3. Vzijemnou interakci mezi t€émito proteiny se skute¢né podatilo
potvrdit nejen pomoci imunoprecipitace, ale i PLA in situ. Scilem blize studovat tvorbu
AGR2-AGR2 homodimerti a AGR2-AGR3 heterodimerti byla na pracovisti zavedena metoda
BRET (Bioluminescence Resonance Energy Transfer), ktera umoziuje zachytit a studovat
protein-proteinové interakce v zivych bunkach. Tato metoda je zaloZzena na pfenosu energie
mezi donorovu a akceptorovou molekulou v piipadé, Ze se tyto molekuly nachazi v dostate¢né
blizkosti (do 10 nm). Jako donorovd molekula je vyuzivan enzym luciferaza Rluc, jako
akceptorova molekula slouzi Zluty fluorescenéni protein YFP. K vyvolani reakce je vyuzivan
luciferin (svétlo emitujici molekula), coelenterazine-h slouzi jako substrat pro luciferazu,
kterd jej degraduje a dochazi tak k uvolnéni modrého svétla (energie). Ta je zachycena
akceptorovou molekulou (YFP) a nasledné emitovdna ve formé svétla o vyssi vinove délce
(dle emisniho spektra akceptoru). Toto uvolnéné svétlo je zachyceno detektorem a je tak
potvrzena interakce mezi proteiny (obr. 16A). Pro studium dimerizace AGR proteinti byly do
expresnich vektord pRluc-C1 a pEYFP-CI naklonovany kodujici sekvence AGR2 a AGR3
(obr. 16B). Z obrazku je jasn¢ patrné, ze protein AGR3 tvofil prednostné homodimery,
Vv mens$i mife vSak prokazatelné vznikaly i1 heterodimery. Nicméné otazky tykajici se tlohy a
funkce téchto heterodimeri v buiice ziistdvaji nezodpovézeny. Stejné tak bude zajimavé
zkoumat, zda pfitomnost mutace v kyselin¢ glutamové v pozici 60, ktera se nachazi v oblasti
nezbytné pro dimerizaci proteinu AGR2, miize ovliviiovat i vznik heterodimeri AGR2-

AGRaS.
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Obr. 16: Wyuziti metody BRET p¥i studiu interakci mezi AGR2 a AGR3. (A) Zndzornéni
mechanismu rezonancniho prenosu energie. (B) Dimerizace AGR3 je znazornéna zelenou
kiivkou (pRIuc-C1_AGR3 + pEYFP-CI AGR3), vznik heterodimerit AGR2-AGR3 zachycuje
cervena krivka (pRluc-C1_AGR3 + pEYFP-CI_AGR?2), negativni kontrolu predstavuje cerna
kifivka (pRluc-C1_AGR3 + pEYFP-C1_empty).

Dalsi metodicky pfistup pro studium vztahti mezi proteiny véetné identifikace partnerii
pii protein-proteinovych interakcich ptredstavuje kvasinkovy dvouhybridovy skrining (Yeast
Two-Hybrid screening, Y2H) [42]. Tento systém jsme vyuzili pfi hledani novych proteint
potencialn€ interagujicich s AGR2 a podafilo se nam identifikovat pomérné velké mnozstvi
proteini vcetné jiz diive dvou popsanych prometastatickych receptori C4.4A a DAGI.
Prekvapivé se mezi identifikovanymi proteiny objevil i Reptin (RUVB2), nukledrni protein
uplatitujici se pifi regulaci fady biologickych procesi, jako jsou reparace DNA, regulace
transkripce, sestavovani snoRNP ¢i metastazovani [43]. I diky skutecnosti, Ze existuje cela
fada praci ukazujicich zvySenou expresi Reptinu v primarnich nadorech [44,45], se analyza
interakce tohoto proteinu s AGR2 stala jednou z priorit, viz publikace nazvana: ,,A divergent
substrate-binding loop within the pro-oncogenic protein anterior gradient-2 forms a docking
site for Reptin“, (pFiloha 8). Nejdiive jsme prokazali spole¢nou expresi Reptinu s AGR2 na
imunoprecipitace. Zajimavym zjisténim bylo, Ze pfitomnost a zvySovani koncentrace ATP
vyznamné snizuje stabilitu komplexu tvofeného AGR2 a Reptinem. Dal§im krokem byl pokus
identifikovat oblast AGR2, na kterou se Reptin vaze. Byla pfipravena peptidova knihovna
odvozena z proteinové sekvence AGR2, ktera byla tvofena biotinem znacenymi peptidy 0
velikosti 15 aminokyselin, jejichz sekvence se navzajem piekryvaly v 10 aminokyselinach.
Jednotlivé peptidy byly navazany na streptavidinem znacené agardzové kulicky a nasledné
inkubovany s bunénym lyzatem obsahujicim Reptin. Pomoci Westernové analyzy byl
imunochemicky detekovan Reptin. Takto se podafilo jednozna¢né identifikovat specifickou
oblast AGR2 (104-FVLLNLVY-111), ktera je nezbytna pro vazbu Reptinu (priloha 8). Je
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zajimavé, Ze tato aminokyselinova sekvence je soucasti smycky, ktera je typicka pouze pro
AGR2 a u ostatnich ¢lenu rodiny AGR proteinli se nenachdzi. To znamend, Ze interakce
AGR2 s Reptinem pfedstavuje specifickou vlastnost proteinu AGR2, ktery se timto

mechanismem mtize vyznamné podilet na regulaci fady biologickych funkci Reptinu.

4.2. AGR2 jako negativni reguliator proteinu p53

Pti proteomické analyze epitelu Barretova jicnu byla mimo jiné detekovana 1 zvysena
hladina proteinu AGR2. Podstatou vzniku Barretova jicnu je chronické ptisobeni refluxatu na
sliznici jicnu, které zptsobi, ze se vrstevnaty dlazdicovy nerohovéjici epitel jicnu za¢ne meénit
na jednovrstevny cylindricky epitel intestinalniho typu a vznika tzv. intestinalni metaplazie.
Ve své podstaté¢ se jedna o unikatni mikroprostfedi, kde je v pomérné vysoké frekvenci
pozorovan vyskyt riznych mutaci v genu TP53. Protein p53 je jeden z nejintenzivnéji
studovanych néadorovych supresorii viibec. Z tohoto thlu pohledu se jednd o pomérné
zajimavy model umoziujici studium mechanismu, které pirezivsi bunky aktivuji prave
Vv kontextu pfitomnosti riiznych variant mutovaného nebo wild-type proteinu p53. Pozorovani,
ze zvysena exprese AGR2 byla detekovana piedevs§im u bunék s wild-type p53, naznacila, ze
se AGR2 muze aktivné podilet na inhibici aktivity nadorového supresoru p53 a prispivat tak
k maligni transformaci bunék bazalni vrstvy dlazdicového epitelu jicnu [21]. Soucasné Pohler
a kol. ukézali, Ze zvySena exprese AGR2 skute¢né vede ke sniZeni fosforylace p53 na Ser 392
indukované UV zafenim.

V navaznosti na uvedenou publikaci jsme se zaméfili na studium mechanismu, kterym
AGR2 inhibuje aktivitu p53, z ¢ehoz rezultovala prace nazvana ,,AGR2 oncoprotein inhibits
p38 MAPK and p53 activation through a DUSP10-mediated regulatory pathway* (p¥iloha
9). Jako modelové byly zvoleny bunééné linie, pro které jsou typické vysoké hladiny AGR2:
A549 (odvozena od karcinomu plic, EsR-negativni, wt p53) a MCF-7 (odvozena od
karcinomu mlécné zlazy, EsR-pozitivni, wt p53). Pomoci specifické siRNA byla uml¢ena

exprese AGR2 a nasledné sledovana hladina a transkrip¢ni aktivita proteinu p53 (obr. 17).
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Obr. 17: Studium vlivu exprese AGR2 na protein p53. Bunécné linie A549 (4) a MCF-7 (B)
byly transientné transfekovany kontrolni siRNA (Ctrl siRNA), respektive siRNA specifickou
proti AGR2 (AGR2 siRNA). 32 hodin po transfekci byly bunky vystaveny puisobeni cisplatiny
(CisPt) nebo doxorubicinu (Doxo) po dobu 16 hodin. Poté byly buiiky sklizeny do lyzacniho
pufru a podrobeny imunochemicke analyze.

Jak vyplyva z obrazku 17, umlceni exprese AGR2 vedlo nejen ke zvySeni hladiny
proteinu p53, ale i k intenzivnéjsi fosforylaci tohoto proteinu na Ser 15 a Ser 392. Stejné tak

dochazelo k indukci exprese p53 regulovanych genti mdm2 a p21"AF*

. Uvedené vysledky
zfetelné naznacuji, ze piitomnost proteinu AGR2 vede k redukci posttranslacnich modifikaci
proteinu p53, které jsou nezbytnym piedpokladem pro jeho aktivaci. S cilem prokazat, ze se
zvySend hladina proteinu AGR2 pfimo podili na inhibici transkripcni aktivity p53, byl pouzit
modelovy systém umoznujici testovat transaktivaci p53 (obr. 18). Konkrétné byla pouZita
bunécnd linie ARNS, jenz nese stabilné zaclenény konstrukt tvoteny kodujici sekvenci pro p-
galaktosidazu, ptfed kterou se nachazi regulacni oblast obsahujici vazebnou, tzv. konsensus,

sekvenci pro protein p53 [46]. V pfipad¢€, ze dojde k aktivaci p53, protein p53 se navaze na

konsensus sekvenci a dochazi k indukci exprese (3-galaktosidazy.
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Obr. 18: Stanoveni transkripéni aktivity proteinu p53. Bunécna linie ARNS byla transientné
transfekovana prazdnym plazminem (Ctrl) a plazmidem umoziujicim expresi AGR2 (AGR2).
Poté byly bunky vystaveny pusobeni doxorubicinu (A) respektive cisplatiny (B) a
kolorimetricky stanovena hladina resp. aktivita f-galaktosidazy.

Skuteénost, ze zvySend hladina proteinu AGR2 jednozna¢né vede k inhibici
transkripéni aktivity p53, iniciovala na$i snahu identifikovat mechanismus, kterym AGR2
reguluje p53. Vzhledem k pozorovanym zménam v intenzité fosforylace na Ser 15 a Ser 392
jsme se zaméfili predev§im na kindzy, o kterych je znamo, Ze se na modifikaci p53 v téchto
pozicich podileji. Zatimco v ptipadé ATM/ATR nebyla jednozna¢né prokazana piima spojitost
mezi expresi AGR2 a specifickymi fosforylacemi p53, pfi analyze p38 MAP kinazy

(p38 MAPK), ktera se aktivné ucastni pii fosforylaci na obou studovanych serinech, jsme
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skutecné potvrdili, ze aktivita p38 MAPK je modulovana pfitomnosti proteinu AGR2
(obr. 19).
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Obr. 19: Uloha p38 MAPK p¥i AGR?2 regulované inhibici proteinu p53. Bunécné linie A549
(A) a MCF-7 (B) byly transientné transfekoviny kontrolni siRNA (Ctrl siRNA), respektive
siRNA specifickou proti AGR2 (AGR2 siRNA). 32 hodin po transfekci byly bunky vystaveny
pusobeni cisplatiny (CisPt) nebo doxorubicinu (Doxo) po dobu 16 hodin. Nasledné byla
imunochemicky analyzovana hladina p38 MAPK a predevsim stanovena kindzova aktivita
p38 MAPK pomoci detekce fosforylace ATF fuzniho proteinu slouziciho jako substrat pro
aktivovanou p38 MAPK.

Nicméné mechanismus, kterym AGR2 reguluje aktivitu p38 MAPK zlstaval 1 nadale
neobjasnén. Proto byla s vyuZitim technologie mikrofluidnich karet paralelné analyzovéana
exprese 92 nejvyznamnéjSich genli, které se uplatiuji pfi MAP-kindzové signalizaci.
Zajimavym zjiSténim bylo, Ze pfi umlceni exprese AGR2 dochazelo u obou bunécnych linii
k signifikantni zméné exprese (snizeni) pouze u jednoho genu DUSP10 (Dual Specificity
Phosphatase 10) téz znamého jako MKP5 (MAP Kinase Phosphatase 5) (obr. 20A, B). Tato
skutecnost byla potvrzena i1 dal$im nezavislym experimentem na Grovni mRNA pomoci RT-

gPCR a stejn¢ tak na arovni proteinu (obr. 20C, D).
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Obr. 20: Identifikace DUSP10 jako dalsi duleZité komponenty AGR2 Fizené anti-p53
signdlni drahy. Bunécné linie A549 a MCF-7 byly transientné transfekovany kontrolni siRNA
(Ctrl siRNA), respektive siRNA specifickou proti AGR2 mRNA (AGR2 siRNA). 32 hodin po
transfekci byly bunky vystaveny pusobeni cisplatiny (CisPt) nebo doxorubicinu (Doxo) po
dobu 16 hodin. (4) Stanoveni mRNA hladina DUSP10 u A549. (B) Stanoveni mRNA hladiny
DUSP10 u MCF-7. (C) Imunochemicka analyza DUSPI10 u A549. (D) Imunochemicka
analyza DUSPI10 u MCF-1.

Na zéklad¢ obdrZzenych vysledki pak bylo mozné schematicky znazornit AGR2
regulovanou signalni drahu (obr. 21). Tato draha se aktivuje pfedevS§im v navaznosti na
genotoxicky stres a v pfipadé karcinomt mlécné Zlazy dochazi v 1zké kooperaci
s aktivovanymi EsR k indukci AGR2, coz vede ke zvySeni exprese DUSP10. Nasledkem toho
dochazi k defosforylaci a tudiz inaktivaci p38 MAPK a v kone¢ném disledku pak ke snizeni

transkrip¢ni aktivity nddorového supresoru p53.
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Obr. 21: Grafické zndzornéni mechanismu zodpovédného za inhibici proteinu p53.

4.3 Uloha proteinu AGR2 p¥i vzniku metastiz

Vzhledem ke skuteénosti, Ze exprese proteinu AGR2 je v pfipadé karcinomu mlééné
zlazy siln€ zavisla na funkénich EsR, které pfedstavuji pozitivni prognosticky faktor tohoto
onemocnéni, bylo znacné piekvapivé, kdyz byla publikovana prace deklarujici schopnost
AGR2 indukovat tvorbu metastaz [40]. Konkrétné byly krysi benigni mammarni bunky
Rama 37 transfekovany expresnim plazminem obsahujicim kédujici sekvence AGR2 a po
jejich vneseni do syngennich krys dochazelo ke vzniku metastaz, a to pifedevsim v plicich.
Toto zjiSténi spolu s vysledky nedavno publikované prace identifikujici s metastazovanim
Casto spojované proteiny C4.4a a extracelularni alfa-dystroglycan jako interakéni partnery
proteinu AGR2 [33] vedlo ke zvySenému zajmu o AGR2 vramci klinickych studii
zaméfenych na studium metastazovani. Vysledky ziskané napfi¢ klinickymi studiemi fady
nadorovych onemocnéni jsou vSak znacné heterogenni a jednoznacné nepotvrdily pfimou
ulohu AGR2 pfti vzniku metastaz.

Obecné vzato maji pro metastazovani nadorovych bunék zisadni vyznam bunécna
migrace a invazivita, tedy dé&je, v ramci kterych se u nadorovych bunék aktivné uplatiiuje i
AGR?2 [23]. Tyto procesy vsak hraji zasadni ulohu i v fad¢ dalsich biologickych procest, jako
jsou embryogeneze, imunitni odpovéd’, hojeni ran, morfogeneze ¢i zanét, pficemz u fady

téchto jevl byla aktivni tloha proteinu AGR2 popsana nebo alespon predikovana [3].
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Tvorba metastaz probiha multifaktorialné béhem vicestupiiového procesu, jehoz
prvnim krokem byva odd¢leni nadorové bunky od primarniho nadoru [47]. Toto je umoznéno
diky zvySené expresi proteaz $tépicich extracelularni matrix. Jednotlivé uvolnéné nadorové
bunky nésledné pronikaji bazalni membranou a mohou prostupovat do stromatu. Tento proces
se nazyva epitelidlné-mezenchymalni tranzice (EMT) a v jeho dusledku dochazi ke ztraté
bunééné adheze, epitelialni polarity a ke zvySeni migracni a invazivni schopnosti nadorovych
bunék [48]. Buniky s mezenchymalnim fenotypem pak tzv. intravazaci snadno pronikaji do
cévniho feCisté, které jim umozni dostat se az do oblasti vzdalenych organd, tzv. extravazaci,
a nasledné dochazi k opa¢nému procesu tzv. mezenchymadlné-epitelidlni tranzici (MET) a
vznika sekundarni nador neboli metastaza [48].

V na$i praci jsme se zaméfili na studium Ulohy AGR2 v procesu EMT. Jednim z
hlavnich diivodl byla skutecnost, Ze exprese AGR2 byla detekovéana predevsim u epitelidlnich
bun¢k a pokud byly epitelidlni nadorové bunky vystaveny pusobeni TGF-p (Transforming
growth factor beta), dochazelo k intenzivnimu potlac¢eni exprese AGR2. TGF-B ptedstavuje
snad nejcastéji pouzivany induktor EMT u nadorovych bunéénych linii [49,50]. Po vazbé
TGF-B na TGF-B receptory dochazi k aktivaci dvou na sobé& nezavislych signalnich kaskad
obecné oznacovanych jako ,,Smad-zavislé* a ,,Smad-nezavislé“. Pasobenim TGF-f dochéazelo
nejen Kk inhibici exprese AGR2, ale i ke zméné bunééné morfologie a potlaceni exprese E-
cadherinu a naopak indukci exprese mezenchymalnich markerti vimentinu a N-cadherinu

(obr. 22).
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Obr. 22: Vliv TGF-# na hladinu vybranych proteinii. Zmény V expresi vybranych proteinii
byly detekovany pomoci imunochemické analyzy u vybranych bunécnych linii. Jako kontrola
mnozstvi nandseného celkového proteinu byl pouzit aktin.
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V souvislosti s indukci EMT jsme analyzovali, zda se snizeni hladiny AGR2 aktivné
uplatfiuje pii navozovani mezenchymalniho fenotypu, nebo je pouze vedlejsi konsekvenci
tohoto procesu bunécné transformace. Nejdiive jsme u nadorovych bunék piirozené
exprimujicich AGR2 potlacili expresi tohoto proteinu pomoci specifické siRNA. Analogicky
jako v ptipad¢ expozice bunék pisobeni TGF-B jsme pozorovali snizeni hladiny E-cadherinu
a naopak mirnou indukci vimentinu a N-cadherinu.

Vzhledem ke skutecnosti, Ze ptisobenim siRNA nedochdzelo k uplnému potlaceni
exprese AGR2, byl pomoci TALEN technologie z bunécéné linie A549 ptipraven klon (A549
KO AGR2) s uml¢enou expresi AGR2. Stanoveni exprese markert EMT pak jasné potvrdilo
ptedchozi vysledky, nebot’ oproti parentalni linii A549 doslo ke ztraté E-cadherinu a souc¢asné
bylo pozorovano zvyseni hladin N-cadherinu a vimentinu (obr. 23A). Stejn¢ tak bylo mozné
pomoci invertovaného svételného mikroskopu pozorovat zmény v morfologii bunck
(obr. 23B). Pomoci imunofluorescence byly vzhledem k pifitomnosti, respektive
nepfitomnosti AGR2 studovany zmény v hladiné vimentinu a ptfedev§im jeho bunécné
lokalizaci. V pfipadé bunék A549 se vimentin nachazel pfedev§im v perinuklearnim prostoru,
zatimco po zablokovani exprese AGR2 dochazelo k jeho difuzni delokalizaci do cytoplazmy
(obr. 23C).

Nase vysledky jednoznaéné ukazuji, ze expozice TGF-f vede u studovanych
bunéénych linii k indukci EMT a je spojena i s vyraznym snizenim hladiny proteinu AGR2.
Funkéni analyzy prokazuji, Ze protein AGR2 piedstavuje jednu z klicovych molekul procesu
EMT, nebot v pfipadé manipulace sexpresi AGR2 dochdzi knavozeni epitelidlng
mezenchymalni tranzice nezavisle na jakémkoli dalSim vnéjSim podnétu. Nase vysledky dale
potvrzuji, ze protein AGR2 ve své podstaté predstavuje epitelidlni marker a v ptipad¢, Ze
dojde kjeho odstranéni resp. inhibici exprese, dochazi ke snizeni hladiny E-cadherinu a
naopak indukci exprese N-cadherinu a vimentinu. Nadorova bunika méni svij fenotyp na
mezenchymalni, coz je provazeno zvySenou motilitou a invazivitou nddorovych bunck a
ptredstavuje inicialni impuls vedouci ke vzniku metastaz. Je v§ak nezbytné si uv&€domit, Zze U
primdrnich nadort dochazi k potlaceni exprese AGR2 zifejm¢ pouze transientn€. NaSe
pfedbézna data naznacuji, ze béhem nasledného procesu MET, kdy se -cirkulujici
mezenchymalni bunka snazi kolonizovat vzdalené tkang, dochazi k reexpresi proteinu AGR2,
ktery se vyznamn¢ podili na schopnosti bun¢k adherovat [22,51] a pfedevsim signifikantné

zintenziviuje jejich proliferaci [30,52], ¢imz podporuje tvorbu sekundarnich nadort.
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Obr. 23: Stanoveni exprese vybranych proteinit po uplném umlcéeni exprese genu AGR2.
(A) Imunochemicka validace exprese AGR2 a stanoveni dalSich EMT markerii. Exprese
GAPDH byla pouzita jako kontrola stejného mnozstvi nanaseného celkového proteinu. (B)
Ukazka zmen v morfologii bunék s vyrazenou expresi AGR2 vzhledem k parentalni linii A549.
(C) In situ analyza exprese AGR2 a vimentinu pomoci imunofluorescencné znacenych
protilatek, vlevo parentalni linie A549, vpravo A549 KO AGR2.

4.4. AGR2 a AGR3 jako sekretované proteiny

AGR2 a AGR3 byly jiz v roce 2003 identifikovany vV ramci proteomické analyzy jako
proteiny nachazejici se nejen v plazmatické membrané nadorovych bunék pochazejicich
z karcinomu mlécné zlazy, ale i v endozomech. Tato skute¢nost davala za pravdu hypotézam
vytvofenym na zakladé analyzy aminokyselinové sekvence, které i pfes ptfitomnost reten¢ni
sekvence predikovaly, ze se pravdépodobné jedna o proteiny, které mohou byt sekretovany
ven z bunék [10]. Nasledné se objevilo nékolik dalsich praci, které tuto skute¢nost potvrdily.

Za zminku stoji predevsim prace autort Tsuji a kol., ktera ukazuje schopnost extracelularniho
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AGR2 aktivovat fibroblasty ve stromatu a iniciovat tak invazi nadorovych bunék [53].
Klic¢ova je pak prace zamétend na studium tlohy AGR2 v etiologii karcinomti pankreatu, kde
bylo prokazano, ze dochazi nejen k indukci zvysené exprese AGR2, ale soucasné i sekreci
tohoto proteinu [54]. Na tuto publikaci pak v podstaté stejni autoii navazuji dal$i vyznamnou
praci, kde se jim podafilo u duktdlnich karcinoml pankreatu identifikovat receptor C4.4A
jako cilovou molekulu, se kterou extracelularni AGR2 muze interagovat, a iniciovat tak
zvysenou bunécnou proliferaci, migraci, invazivitu a naopak potlacovat indukci apoptozy a
obecné vzato tak prispivat ke zvySené agresivit¢ nadorovych buné¢k diky autokrinni
signalizaci. V navaznosti na toto zjisténi pak vyvinuli specifické monoklonalni protilatky proti
AGR2 i C4.4A, které jim umoznily efektivné zablokovat interakci mezi témito dvéma
proteiny. Nasledna aplikace téchto protilatek vedla k nejen u¢innému potlaceni schopnosti
nadorovych bunék migrovat, ale soucasné je i senzitizovala k indukci apoptdzy. V ramci in
vivo studii pak pii pouziti zminovanych protilatek na mysich xenograftech dochazelo nejen
K regresi primarnich tumort, ale sou¢asné i k redukci poctu metastaz [34]. Moznost vyuZiti
AGR2 jako nadorového biomarkeru analyzovatelného ptimo Vv télnich tekutinach pak doklada
nékolik recentnich publikaci, a to jak v krevnim séru [55,56], tak i v moci [17,57,58].
Podobné pak byla zvySena hladina proteinu AGR3 detekovana v krevnim séru pacientek

s karcinomem mlécné zlazy [59].
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Obr. 24: Imunochemicka analyza. Hladiny proteini AGR2 a AGR3 byly stanoveny
V bunécném lyzatu a soucasné kultivacnim médiu odebraném pred sklizenim a lyzou bunék.
Aktin (ACTB) byl pouzit nejen jako kontrola mnozstvi nandaseného vzorku, ale i skutecnosti, zZe
V odebranem médiu nebyly pritomny bunky.

Parakrinni/autokrinni signalizaci proteini AGR2 a AGR3 se zabyvdme i na naSem
pracoviSti. Prvnim krokem byla analyza exprese AGR2 a AGR3 na panelu vybranych

bunéénych linii odvozenych od karcinomu mlééné Zlazy a soucasné¢ pak detekce piitomnosti
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AGR2 a AGR3 v kultivaénim médiu, ve kterém byly tyto bunécné linie kultivovany po dobu
72 hodin (obr. 24). Sekrece proteinu AGR2 byla pozorovana u bunéénych linii T-47D a BT-
474 a AGR3 pouze u bunck T-47D, pravdépodobné piedev§im proto, ze u zminénych linii
byla pozorovana silna exprese AGR proteint. Nase pfedbézné vysledky jednoznacné potvrzuji
schopnost extracelularné ptitomnych proteini AGR2 nebo AGR3 vyznamnym zpiisobem
ovlivitovat fenotyp nadorovych bunék, a to piedev§$im prostfednictvim signalnich drah
uplatiiyjicich se pii regulaci buné¢né adheze (obr. 25). Bliz8i analyza bunééné signalizace
pomoci kinazovych testi u bunécnych linii MCF-7 a T-47D kultivovanych s rekombinantnim
proteinem AGR2 respektive AGR3 piidanym do média prokazala, ze dochazi k modulaci
aktivity fady vyznamnych buné¢nych kindz, které jsou ve vztahu K extracelularnim AGR

proteiniim v soucasné dob¢ na pracovisti intenzivné studovany.
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Obr. 25: Vliv extracelulirniho AGR2 a AGR3 na bunécnou adhezi. Ukdzka nakolik jsou
rekombinantni proteiny AGR2 a AGR3 pridané do kultivacniho média k danym bunécnym
linitm schopny zvysit jejich adhezivitu ve srovnani s buiikami standardné kultivovanymi (Ctrl).

Funk¢ni analyza G¢inku rekombinantniho proteinu AGR2 pfidaného do média, ve kterém byly
nadorové bunky kultivovany, ukazala, Ze dochazi zhruba ke dvojndsobné redukci exprese
AGR2, zatimco efekt na expresi AGR3 byl v podstaté zanedbatelny. Naopak v piipadé
parakrinniho piisobeni AGR3 na okolni nadorové bunky dochazelo k masivni indukci exprese
AGR3, zatimco exprese AGR2 byla inhibovana (obr. 26).
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Obr. 26: Vliv extracelularniho AGR2 a AGR3 na hladinu mRNA AGR2 a AGR3. Zmény
Vv expresi AGR2 a AGR3 byly analyzovany na urovni transkripce u bunécné linie T-47D po
puisobeni rekombinantniho proteinu AGR3 respektive AGR2. Protein GST byl pouzit v ramci
kontrolniho experimentu (Ctrl).

5. Studium exprese AGR2 u vybranych lidskych malignit

Aberantni exprese AGR2 byla krom¢ karcinom mlééné Zlazy prokazana i u fady
jinych malignit (PFiloha 3). Protein AGR2 je uvazovan jako jeden z potencialnich biomarkera
karcinomu pankreatu, coZz je nadorové onemocnéni, jehoZ incidence je téméf totoZna
s mortalitou (,,American Cancer Society “ udava, Ze za poslednich pét let se pieziti pacienti
prodlouzilo v podstaté jen zanedbatelné [60]). Velmi Spatna prognodza a pozdni manifestace
onemocnéni podporuji nemalé usili nalézt specifické a spolehlivé biomarkery a pochopit
pfesné molekularni mechanismy uplatiiujici se pfi vzniku invazivniho karcinomu pankreatu.
Doposud vsak neexistuje dostatecné specificky a senzitivni biomarker, ktery by jednoznacné
prispival k detekci tohoto onemocnéni v ranych stadiich, nebo predikoval odpovéd na
podavanou terapii. ZvySend exprese AGR2 byla detekovdna v prekancerdznich 1ézich,
nadorovych burikach, bunéénych liniich odvozenych od karcinomu pankreatu i v cirkulujicich
nadorovych bunkach [61,62]. Na molekularni trovni AGR2 stimuluje buné¢ny rust a
proliferaci, podporuje invazivitu a predev§im schopnost piezivani pankreatickych nddorovych

bunék a vyznamné tak muze piispivat k rezistenci vici podavané 1é¢bé [54].
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5.1. Analyza exprese AGR2 u duktilnich adenokarcinomi pankreatu

Na souboru 135 nadorovych biopsii pochazejicich z karcinomti pankreatu jsme
pomoci imunohistochemického barveni paraleln¢ analyzovali expresi proteini AGR2 a
mucinu 4. Vysledky jsou detailné popsany v praci ,, Anterior gradient 2 and mucin 4
expression mirrors tumor cell differentiation in pancreatic adenocarcinomas, but aberrant
anterior gradient 2 expression predicts worse patient outcome in poorly differentiated
tumors“* (p¥iloha 10). Vzhledem ke skute¢nosti, Ze IHC barveni proteinu AGR2 vykazovalo
heterogenni charakter, byly analyzovany celé tkanové fezy. V piipadé, ze bylo mozné
Vv jednotlivych fezech pozorovat rizné diferencované komponenty, byla kazdd komponenta
hodnocena zvlast. I diky tomuto piistupu jsme jednoznacné prokazali, ze hladina exprese
proteinu AGR2 odpovidala stupni diferenciace nadorové tkané pankreatu. Zajimavejsi
vysledky jsme pozorovali u méné diferenciovanych nadord pankreatu, kde zvySena hladina
AGR?2 naopak predikovala horsi odpovéd’ pacientl k terapii a kratsi preziti. Vysledky prace
Ramachandran a kol. ukazuji, ze pokud dojde kumlceni exprese AGR2, dochazi
k signifikantnimu zefektivnéni 1é€by gemcitabinem. V souladu stim a na zaklad¢ nasSich
vysledku by tedy bylo mozné v piipadé malo diferencovanych duktalnich adenokarcinomu
pankreatu uvazovat o léCebném protokolu, jenz by zahrnoval cilenou terapii proti AGR2

v kombinaci s podavanim gemcitabinu.

6. Studium exprese proteinu AGR3 u vybranych nadorovych onemocnéni
Oproti proteinu AGR2, jehoz funkce v nadorové bunce a exprese u riznych typu
nadorti je pomé&rné komplexné popsana, se protein AGR3 v odborné literatufe objevuje jen
velmi omezené. Dosavadni poznatky o tomto proteinu jsme shrnuli v ptehledovém ¢lanku
, The role of AGR2 and AGR3 in cancer: similar but not identical“, ktery je zaméfen
pfedevSim na porovnani vlastnosti AGR3 vzhledem k mnohem vice studovanému proteinu
AGR2 (priloha 11). V souvislosti s lidskymi nadorovymi onemocnénimi byly oba proteiny
objeveny u bunétné linie MCF-7 [7]. Pozdg&ji byl protein AGR3 objeven pomoci
proteomickych analyz v membranach u studovanych néadorovych linii odvozenych od
karcinomu mlééné zlazy [10] a nasledné identifikovan i u dalSich nadorovych onemocnéni
(pFiloha 11). PfestoZe jsou oba proteiny u fady nadorovych onemocnéni koexprimovany, in
silico analyza pomoci programu Matlnspector [63,64] ukazala rozdilna spektra transkrip¢nich

faktori potencialné se vazajicich na promotor AGR2, respektive AGR3, pficemz fada
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transkripcnich faktorti byla predikovana jako exkluzivné vazajicich se na promotor genu
AGR2 nebo AGR3 (piiloha 11).

Vedle regulace exprese AGR2 a AGR3 byly pomoci webové aplikace Genevestigator
[65] identifikovany geny, které jsou koexprimovany spolu s AGR2 a/nebo AGR3. Vedle
skupiny gentl, k jejichz expresi dochazi simultann€ s obéma geny, byly identifikovany i geny
k jejichz ko-expresi dochazi pouze Sjednim ¢i druhym. V piipadé AGR3 bych zminil
predevs§im claudin 3 (CLDN3), jehoz produkt byl jiz diive popsan jako faktor, ktery se
vyznamné uplatfiuje pii rezistenci nadoru vaje¢niku K cisplating. Tato skute¢nost je v souladu
s vysledky nasi prace nazvané: ,, Anterior Gradient-3: a novel biomarker for ovarian cancer
that mediates cisplatin resistance in xenograft models ““, kde mimo jiné ukazujeme, Ze zvysena
hladina exprese proteinu AGR3 mize tUzce souviset S rezistenci nadorovych bunék
k cisplatiné (piiloha 12). Pro tuto praci, kterd vznikla ve spolupraci s Edinburgh Cancer
Research Centre, jsme vyvinuli panel monoklonalnich protilatek specifickych proti proteinu
AGR3, které byly nasledné vyuzity k vyvoji ELISA testu umoziujiciho detekci AGR3.
Soucasné byla na naSem pracovisti imunohistochemicky analyzovdna exprese AGR3 na
souboru karcinomu vaje¢niku. Nase studie odhalila, ze protein AGR3 je exprimovan nezavisle
na estrogennich receptorech a predevsim, ze ke ko-expresi mezi AGR2 a AGR3 dochazi
pouze u mucindznich karcinomti vajecniku, zatimco v ptipadé serdznich, endometrioidnich a
svétlobunéénych byla pozorovana rozdilna exprese AGR2 a AGR3 (p¥iloha 12). V kontextu
téchto vysledkii byla zapocata novéa klinickd studie na souboru témét 300 karcinomu
vajecniku s cilem analyzovat rozdilné expresni profily AGR2 a AGR3 vzhledem k prognoze
pacientek s karcinomem vaje¢niku a ve vztahu k rozdilné bunééné signalizaci uplatiujici se
pti karcinogenezi daného histologického subtypu.

Zhoubna onemocnéni jater patii ve svété k nejcastéjSim malignitdm, a jejich vyskyt je
Cast¢j$i u muzh nezli u Zen. Rizikovymi faktory jsou infekce virem hepatitidy typu B a C a
hepatotoxické latky, napt. aflatoxin. DalSim rizikovym faktorem je jaterni cirh6za, kterou ma
az 90 % pacient. Krom¢é vlastniho zhoubného onemocnéni predstavuji jatra Casté misto
metastaz ostatnich zhoubnych nadorti, nejCastéji nadord plic, mlécné Zlazy, tracniku a
konecniku. Divodem je ptredevSim vyrazna vaskularizace, pficemz pfiblizné¢ 25 % objemu
krve vydaného srdcem protéka jatry. Nej€astéjSim primarnim nadorem jater je hepatocelularni
karcinom (HCC), ktery tvoii 90 % vSech primérnich nddorti jater. Druhym nejcastéjSim
nadorem jater je cholangiogenni karcinom (CC), ktery postihuje intrahepatalni zlucovody a
obvykle se vyznacuje velmi Spatnou prognézou. Terapeutické piistupy u obou jaternich

malignit se znacné 1i$i, a tudiZz maximalné specifické diagnostické piistupy umoznujici
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rozliSeni obou subtyptl jsou nanejvys zadouci. Mezi nejéastéji pouzivané imunohistochemické
markery HCC patii Hep Par 1 (hepatocyte paraffin antigen-1), CEA (karcinoembryonalni
antigen), CD10, AFP (alfa-fetoprotein), pB-katenin, Hsp70, a GPC-3 (glypican-3). Nicméné
zadny z vySe uvedenych biomarkerli neni univerzalné¢ pouzitelny a 100% specificky. Pii
imunohistochemickém stanoveni pfitomnosti proteinu AGR3 na pilotnim souboru karcinomii
jater jsme zjistili, ze se tento protein nachazi specificky u cholangiogennich karcinomi. Proto
jsme se V praci nazvané ,, Differential expression of anterior gradient protein 3 in intrahepatic
cholangiocarcinoma and hepatocellular carcinoma® rozhodli rozsifit puvodni soubor a
otestovat AGR3 jako potencialni biomarker specificky pro CC (p¥iloha 13). Celkem bylo
imunohistochemicky analyzovano 74 pfipadd, z toho 52 muzia (70,3 %) a 22 Zen (29,7 %),
diagnosticky se jednalo o 26 CC a 48 HCC. Imunohistochemicka analyza jasné prokazala, ze
protein AGR3 se vyskytuje specificky u CC (p < 0,00001). Jako referen¢ni bylo pouzito IHC
barveni GPC-3, ktery se naopak specificky vyskytoval u HCC (p = 0,00013). ROC (receiver
operating characteristic) analyza pak demonstrovala, Ze pro diferencialni diagnostiku mezi
HCC a CC je AGR3 v porovnani s GPC-3 vhodné&jsi (AUCagrs = 0,801 oproti AUCgpc-3 =
0,701). Kombinace AGR3 a GPC-3 se pak ukazala jako nejvyhodnéjsi s AUC = 0,859
(pFiloha 13). Na zakladé¢ ziskanych vysledkt Ize konstatovat, Ze i pfes ne zcela homogenni
imunohistochemické stanoveni AGR3 ve smyslu slabé pozitivniho barveni AGR3 u nékolika
HCC a nepfitomnosti AGR3 u 6 CC tento protein v porovndni se stavajicimi rutinné
pouzivanymi biomarkery predstavuje pomérné atraktivni alternativu pii diferencialni
diagnostice hepatocelularniho a cholangiogenniho karcinomu.

Exprese proteinu AGR3 byla disledné studovana pomoci IHC i1 na souboru 129
primarnich karcinomti mlé¢né zlazy (priloha 5). Pfitomnost proteinu AGR3 byla prokézana u
pfiblizn€ 80 % studovanych piipadld. Dle ofekavani byla prokazana statisticky signifikantni
korelace s pfitomnosti estrogenovych a progesteronovych receptordi a dale pak
S histologickym gradem a inverzni korelace s expresi markeru proliferace Ki-67. Jinymi slovy
zvysena exprese AGR3 byla typicka pro dobfe diferencované slab¢ proliferujici EsR-pozitivni
tumory. Tento vysledek by tedy naznacoval, Ze zvySend exprese AGR3 v piipadé karcinomu
mlécné Zlazy souvisi s lepSi prognézou tohoto onemocnéni, coz v podstaté naznalila i
Kaplanova-Meierova analyza preziti, kdy pacientky se zvySenou hladinou AGR3 vykazovaly
signifikantné delSi bezptfiznakové pieziti (p = 0,037), celkové pieziti pak naznaCovalo
podobny trend (p = 0,1111). Av§ak Coxtiv model proporciondlnich rizik, jenzZ umoziuje zjistit
vztah mezi dobou preziti a moznymi vysvétlujicimi proménnymi, prokazal, ze expresi AGR3

nelze oznalit jako samostatny nezavisly prognosticky faktor karcinomu mlécné Zlazy na
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rozdil od velikosti tumoru a statutu HER2 receptorti v ptipadé bezptiznakového pieziti nebo

velikosti tumoru a stupné diferencovanosti v piipadé celkového preziti pacientek (pFiloha 5).
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7. Zavér

Rodina proteini Anterior gradient tvoii evolu¢né pomérné Sirokou skupinu proteind,
které se vyznacuji vyznamnymi, ale doposud z velké miry ne zcela prostudovanymi funkcemi.
Ptedlozena prace je zaméiena na lidské homology AGR2 a AGR3, jejichz ptfitomnost byla
popsana u fady onkologickych onemocnéni, kde se pfimo podileji na maligni transformaci,
rezistenci k 1écb¢é a prispivaji tak ke zvySené agresivité daného nadorového onemocnéni.
Pomérné vysokd mira homologie mezi AGR2 a AGR3 predikuje podobné vlastnosti obou
proteind, coz se projevuje i v obdobném expresnim profilu typickém pro fadu nadort. NasSe
vysledky, véetné doposud nepublikovanych, potvrzuji v podstaté identicky expresni profil
AGR2 a AGRS3 napi. u EsR pozitivnich karcinomii mlééné zlazy a naznacuji moznou
kooperaci mezi obéma proteiny. Toto je mimo jiné podpoieno i skute¢nosti, ze AGR2 a AGR3
spolu mohou vytvaret komplexy, ¢imz se mohou vyznamné podilet na progresi nadorovych
onemocnéni. Otazky tykajici se vyznamu interakci mezi AGR2 a AGR3 a predevsim jejich
dusledkt na molekularni trovni v kontextu bunéénych procest, at’ uz za fyziologickych ¢i
stresovych podminek, v§ak doposud zlstavaji pievazné nezodpovézeny.

Na druhou stranu fada nejnovéjsich poznatki naznacuje existenci exkluzivnich funkci
¢i vlastnosti typickych pouze pro protein AGR2, respektive AGR3. Toto doklada i nase prace
zaméfend na analyzu exprese proteinu AGR3 u karcinomu vaje¢niku, kde jsme pozorovali
podobnou expresi AGR2 a AGR3 pouze u mucindznich karcinomil, zatimco u ostatnich typii
byla exprese proteini AGR2 a AGR3 zna¢né heterogenni. V souladu s vySe uvedenym,
funk¢ni analyza Gcinku extracelularnich proteini AGR2 a AGR3 na nadorové bunky ukazala,
ze odlisné ovliviuji expresi genit AGR2 a AGR3 na trovni transkripce. Souhrnné lze tedy
konstatovat, ze expresni profily obou genit AGR2 a AGR3 jsou zna¢né podobné, nikoli v§ak
identické, coz mimo jiné odrazi i obrovskou diverzitu malignich onemocnéni a signalnich
drah, které se uplatituji pfi regulaci bunécnych procesti v nadorové bunce, V ramci kterych
hraji nezanedbatelnou tilohu i proteiny rodiny Anterior gradient.

Mezi nejvyznamnéjsi  vysledky ziskané vramci téméf desetiletétho vyzkumu
zamé&fené¢ho na proteiny AGR bych zatadil verifikaci estrogenovych receptord, jako klicovych
regulatort exprese AGR2 u karcinomit mlééné zlazy. V navaznosti na tuto skutecnost se pak
podatilo prokazat, ze zvysena hladina AGR2 mize slouzit jako negativni prediktivni faktor pii
adjuvantni 1é¢b¢ tamoxifenem. Nasledné pak byly u karcinomti mlé¢né Zlazy objeveny i dalsi

faktory uplatiujici se pfi regulaci exprese AGR2, predevsim se jedna o PDPK-1, AKT a
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receptory HER2, ¢imz se alespon Castecné vysvétlila skutecnost, ze zvysend exprese AGR2
byva vzacnéji pozorovana i U EsR negativnich karcinomti mlécné zlazy.

Funk¢ni analyzy zaméiené na funkci proteinu AGR2 v nadorovych buiikach odhalily
mechanismus, kterym se protein AGR2 negativné podili na regulaci hladiny a pfedevSim
aktivity proteinu p53 a pfipiva tak k agresivnéjsimu fenotypu EsR pozitivnich nadorti mlécné
zlazy, u kterych nedoslo k mutaci genu TP53. Nemalé usili v soucasné dobé vénujeme studiu
ulohy AGR2 pifi EMT indukované pasobenim TGF-B.Pfi tomto procesu dochazi
k evidentnimu snizeni hladiny proteinu AGR2, coz jak se zda, vyznamné napomaha
k navozeni mezenchymalniho fenotypu pivodné epitelidlnich bun¢k a pfispiva tak k jejich

invazivité a schopnosti tvofit metastazy.
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9. Seznam pouzitych zkratek

AFP Alfa-fetoprotein

AGR Anterior gradient

AKT Protein kinaza B

AMK Aminokyseliny

AP-1 Activator protein-1

AREG Amfiregulin

ATM Ataxia Telangiectasia Mutated

ATR Ataxia Telangiectasia and Rad3-related protein
BRET Bioluminescence Resonance Energy Transfer
C4.4a GPIl-anchored metastasis-associated protein C4.4A homolog
CcC Cholangiocelularni karcinom

CD1 Cyklin D1

CD10 Spole¢ny antigen akutni lymfoblastické leukemie (CALLA)
CEA Karcinoembryondlni antigen

CisPt Cisplatina

c-Jun Jun proto-onkogen

CLDN3 Claudin 3

Ctrl Kontrola

DAG-1 Dystroglykan 1

DFS Bezptiznakové pieziti (disease free survival)
Doxo Doxorubicin

DSP Dithiobis[succinimidylpropionat]

DUSP10 Dual Specificity Phosphatase 10

EGFR Receptor pro epidermalni riistovy faktor
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

EMT Epitelidlné-mezenchymalni tranzice

ER Endoplazmatické retikulum

ERE Vazebna mista pro estrogenovy receptor (estrogen response element)
ERK1/2 Extracellular signal-regulated kinase 1/2
ERp57 Endoplasmic reticulum resident protein 57

EsR Estrogenovy receptor
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FOXA-1
GPC-3
GST
HCC

Hep Par 1
HER2

hod

HR
Hsp90
ChiIp
IHC

IS

JNK
K(d)
Ki67
Mdm2
MEK1/2
MET
MKP5
MRNA
mTOR
MUC1
MUC2
MUCS5AC
MUC5B
NMR
0osS
pzﬂMFl
p38 MAPK
PCNA
PDI
PDIA3
PDIAG

Forkhead box Al
Glypikan-3
Glutathion-S-transferaza
Hepatocelularni karcinom

Hepatocyte paraffin antigen-1

Receptor pro lidsky epidermélni riistovy faktor. (human epidermal growth

factor receptor 2)

Hodin

Hazard ratio

heat shock protein 90

Chromatinova imunopreciptace
Imunohistochemické barveni

Interval spolehlivosti

Janusova kinaza

Disociacni konstanta

Antigen identified by monoclonal antibody Ki-67
Mouse double minute 2

Mitogeny aktivovana protein-kinaza 1/2
Mezenchymalné-epitelidlni tranzice
MAP Kinase Phosphatase 5
mediatorova RNA

Mammalian target of rapamycin

Mucin 1

Mucin 2

Mucin 5AC

Mucin 5B

Nuclear Magnetic Resonance

Celkové preziti (overall survival)
Protein p21 (cyclin-dependent kinase inhibitor 1A)
Mitogeny aktivovana protein kinaza p38
Proliferating cell nuclear antigen
Protein disulfid isomeraza

Protein disulfide isomerase family A3

Protein disulfide isomerase associated 6
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PDPK1 Phosphatidylinositol 3-kinase/phosphatidylinositide-dependent protein kinase 1
PI3K Phosphoinositide 3-kinase

PLA Proximity Ligation Assay

PR Progesteronovy receptor

ROC Receiver Operating Characteristic

RT-qPCR Reversni transkripce kombinovana s kvantitativni polymerazovou fetézovou
reakci

RUVB2 Reptin

Ser 15 Serin 15

Ser 392 Serin 392

SILAC Stable isotope labeling by amino acids in cell culture

SIRNA Short interfering RNA

snoRNP Small nucleolar ribonucleoproteins

Sp-1 Specific protein-1

TGF-p Transformujici ristovy faktor beta (transforming growth factor beta)

TXNDC7 Thioredoxin domain containing 7

UPR Unfolded Protein Response

wit wild-type
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