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SOUHRN

Zhoubné nadory vajecnikii a prsu patfi mezi nejrozsifenéj$Si nadorova
onemocnéni v Zenské populaci. Vyznamny nastroj pro ¢asnou detekci nadord,
ale také pro sledovani progndzy a prevenci progrese, piedstavuji molekularni
biomarkery, jejichz studium bylo naplni predkladané prace.

Cilem prace bylo zjistit, (1) zda mezi nadorovou a nenddorovou tkani,
respektive mezi kontrolami (K), primdrnimi nadory (pT) a intraperitonealnimi
metastazami (iM) existuji rozdily v genové expresi; (i1) zda genova exprese,
respektive vyskyt genetickych variant souvisi s klinickymi daty pacientek, a
maji tak potencialni prognosticky vyznam.

V piipad¢ ovaridlniho karcinomu byla exprese fady genil v porovnani K - pT,
stejné jako pT — iM vyznamné zménéna. Geny ABCA7, ABCB2, ABCC3,
ESR2, NH1H4 a NR1I1 byly deregulovany jak v porovnani pT — 1M, tak K —
pT - iM. S klinickymi daty pacientek vyznamné asociovala genova exprese
(ABCA2/9/10/12, ABCBI1, ABCC9, ABCG2, PLK1, PRCI, SLC16A14) i
vyskyt nékterych polymorfismi v genech ABCA2 a PRCI. Promotor genu
ABCBI byl v nadorech hypermetylovan a stupeii metylace souvisel s pfechozi
aplikaci chemoterapie. Dale byla zavedena kultivace tfi bunéénych linii
karcinomu ovarii a metodika stanoveni cytotoxicity chemoterapeutik a
inhibice kandidatniho genu PRC1 pomoci siRNA.

V krvi pacientek s nddory prsu byla metodou sekvenovani nové generace
analyzovana zarode¢na genetickd variabilita genit ABCC8 a ABCD2. Bylo
objeveno 41, respektive 72 variant, 72 % z nich bylo novych. U Sesti z nich
byl predikovan Skodlivy vliv nebo vliv na vazbu transkrip¢nich faktord.
Vyznamnym piinosem prace je analyza celé rodiny ABC transportérii v tkani
ovaridlniho karcinomu a porovnani genové exprese ve tkanich K — pT - iM.
Vysledky ukazuji geny potencidlné vyznamné pro progndézu pacientek s
nadory vajecnikl a prsu. Moznosti jejich vyuziti v prevenci progrese a selhani

terapie nadorovych onemocnéni budou pfedmétem dalSich studii.



SUMMARY

Malignant tumors of ovary and breast are among the most widespread cancers
in women. An important tool for early cancer detection, as well as for
monitoring prognosis and preventing progression, are molecular biomarkers;
biomarkers were the topic of this work.

The aim of this work was to find out (1) whether there are differences in gene
expression between tumor and non-tumor tissues, and among controls (C),
primary tumors (pT) and intraperitoneal metastases (iM), respectively; (ii)
whether gene expression or genetic variants associate with clinical data of
patients, thus being potentially relevant for prognosis.

In epithelial ovarian cancer (EOC), gene expression in comparison of either C
— pT, or pT — iM was deregulated. Gene expression of ABCA7, ABCB2,
ABCC3, ESR2, NH1H4 and NR1I1 was deregulated either in comparison of
pT — iM, or C — pT — 1M. Associations between clinical data and gene
expression (ABCA2/9/10/12, ABCB1, ABCC9, ABCG2, PLK1, PRCI1 and
SLC16A14), or presence of some polymorphisms in ABCA2 and PRC1 genes
were found. ABCBI promotor was hypermethylated in tumors; methylation
status was related to neoadjuvant chemotherapy application. Next, cultivation
of three EOC cell lines, as well as methods for cytotoxicity measurement and
for siRNA-mediated PRC1 gene expression silencing were adopted.

In breast cancer, germline mutations in ABCCS8 and ABCDZ2 genes were
analyzed by next generation sequencing. Forty-one and 72 variants were
discovered, respectively; 72 % were new. Six variants were predicted to be
potentially harmful or to influence binding of transciption factors.

The greatest importance of this work is the analysis of the whole ABC
transporter family in EOC tissues, and comparison of gene expression levels
in C — pT — iM. The results highlight genes that are important for ovarian and
breast cancer patients prognosis. The possibilities of their use in preventing

progression and therapy failure will be subject to future studies.



1. UVOD
1.1. EPIDEMIOLOGIE, DIGNOSTIKA A TERAPIE ZHOUBNYCH
NADORU

7 hlediska incidence pfedstavuji nadorova onemocnéni celosvétove
vyznamny epidemiologicky problém. Pocet novych piipadii za rok ma, stejné
jako pocet umrti spojenych s nadorovymi onemocnénimi, dlouhodobé
stoupajici tendenci (Bray F. et al., 2012; Ferlay J. et al., 2010; Ferlay J. et al.,
2015). U muza vykazuji celosvétoveé nejvyssi incidenci nédory plic, u zen
jsou v8ak na prvnim misté nadory prsu. Spolu s nimi patii mezi celosvétove
nejrozsifenéj§i nadorova onemocnéni takeé gynekologické zhoubné néadory

(karcinom délozniho hrdla, téla d€lohy a vajecnikii; Ferlay J. et al., 2015).

1.1.1. Zhoubné nadory vajecniki

zdroven osma nejCastéjSi  pfi¢ina Umrti v souvislosti s nadorovymi
vyspélych zemich, kde ma také nejvyssi podil mortality a incidence mezi
vSemi gynekologickymi nadory (Ferlay J. ef al., 2015).

Nadory vajecnikli nevykazuji specifické symptomy a doposud nebyla
vyvinuta spolehlivd screeningovd metoda pro v€asny zachyt. Zakladnimi
vySetfovacimi metodami pii podezieni na nador jsou skiagram hrudniku a
ultrazvuk, nedilnou soucasti vySetfeni je také stanoveni sérového markeru
CA-125 (z angl. cancer antigen 125). Nasleduje urceni klinického stadia
onemocnéni; je stanoven rozsah onemocnéni, tj. stage (I — IV) a TNM
kategorie (velikost primarniho nadoru, rozsah postizeni lymfatickych uzlin,
pritomnost vzdalenych metastdz), krom¢ toho je stanoven také grade nadoru
(1 = 3), ktery odpovida stupni diferenciace nadorovych bunék, a histologicky
typ (Cibula D. et Petruzelka L., 2009).



Osmdesat az 90 % zhoubnych nadorh ovarii tvoii karcinomy (EOC, z angl.
epithelial ovarian cancer); v pfedkladané praci proto byly predmétem studia.
EOC se diale d¢€li na nadory ser6zni, mucin6zni, endometroidni,
svétlobunécné, nediferencované a dalsi, které se liSi svymi histologickymi
charakteristikami, rizikovymi faktory i prognézou (Cibula D. ef Petruzelka L.,
2009). NejcastéjSim typem je pak tzv. high-grade serdzni karcinom (HGSC,
serdzni karcinom se stupném diferenciace nadorovych bun¢k 2/3), ktery tvofi
piiblizné 70 % ze vSech ptipadi EOC (Prat J., 2012).

Lécebny postup je u nadort vajecnikll volen podle rozsahu onemocnéni. Je-li
nador operabilni, primarni lé¢bou je chirurgické odstranéni nadoru, které je ve
vetsing pripadit nasledovdno chemoterapii (nejcastéji je podana karboplatina
v kombinaci s paklitaxelem). U vysSich stadii je nejprve indikovéana
neoadjuvantni chemoterapie nasledovana operaci, dalsi postup je volen podle
uspeSnosti primarni terapie a stavu pacientky (www.onkogynekologie.com).
Jestlize do Sesti mésicii od ukonCeni primarni chemoterapie dojde k progresi
nebo navratu onemocnéni, nador je hodnocen jako chemorezistentni,
v opac¢ném piipad¢ jako chemosenzitivni (Jayson G.C. et al., 2014).

Nadory wvajeCnikli jsou ve vice nez 60 % piipadi diagnostikovany
v pokrocilych stadiich, kdy jsou jiz pfitomny metastazy (Cibula D. et
Petruzelka L., 2009). Nadorové buiky se mohou Sifit pasivnim
intraperitonealnim rozsevem, krevnim feCiSttm nebo miznimi uzlinami
(Nakayama K. et al., 2012). Pro pasivni i hematogenni rozsev je klicovy
proces epitelidlné-mezenchymalni tranzice (EMT; Yeung T.L. et al., 2015),
pfi némz dochazi ke zméné€ genetického profilu nadorovych bunék. Bunky
primarniho nadoru a metastaz se pfitom od sebe liSi expresi markerit EMT
(Nakayama K. et al., 2012). Rozvoj metastdz je pti¢inou 90 % Umrti
spojenych s nadorovymi onemocnénimi (Chaffer C.L. et Weinberg R.A.,

2011). Pochopeni mechanismu vzniku a §ifeni metastaz je proto kliCcové pro


http://www.onkogynekologie.com/

zlepSeni vysledki terapie pacientek se zhoubnymi nadory vajecniki (Yeung

T.L. etal., 2015).

1.1.2. Zhoubné nadory prsu

Zhoubné nadory prsu jsou celosvétové nejCastéji diagnostikovanym
naddorovym onemocnénim a také nejCastéjSi pfi¢inou umrti spojenych
s nadorovymi onemocnénimi v Zenské populaci. Celosvétové i v Ceské
republice ma incidence dlouhodobé stoupajici tendenci, imrtnost v§ak mirné
kles4a. Vyznamny vliv na sniZovani imrtnosti maji preventivni mamograficka
vySetteni (Ferlay J. et al., 2015; Skovajsova M. et al., 2014).

Pfi podezieni na nador je provedena biopsie (Strnad P. e Danes J., 2001),
dale je v diagnostice nadorti prsu vyuZzivano také stanoveni sérovych markerd,
zejména proteint CA 15-3 (z angl. cancer antigen 15-3) a CEA (z angl.
carcinoembryonic antigen), z nichz je CA 15-3 citlivéjsi (Guadagni F. et al.,
2001).

Zhoubné nadory prsu se d€li na neinvazivni (in situ karcinomy) a invazivni,
které jsou dale rozliSovany na nadory duktalni a lobularni, kromé toho vSak
existuje 1 fada mén¢ Castych typll. NejcasteéjSim typem zhoubnych nadori prsu
je invazivni duktalni nddor (Strnad P. ef Danes J., 2001). Kromé typu tkané¢,
ze které nador vznikl, je pro klasifikaci karcinomu prsu dilezity také
geneticky profil nddorovych bunék. Vyznamné jsou zejména rozdily v expresi
estrogenového (ER) a progesteronového (PR) receptoru, receptoru HER2 a
proliferaéniho markeru Ki67 (je kdédovan genem MKI67). Lisi se také v
odpovédi na protinddorovou terapii, a je proto nutné je léCit jako rlizna
onemocnéni (Perou C.M. et al., 2000; Serlie T. et al., 2001).

Standardem pro 1é¢bu karcinomu prsu je chirurgické odstranéni nadoru,
pficemz radikalita operace zavisi na stadiu onemocnéni (Kummerow K.L. et
al., 2015). Na rozdil od jinych nadori se mohou buiiky karcinomu prsu §ifit a

vytvafet Casné metastazy jiz v preinvazivnich stadiich (Hiisemann Y. et al.,
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2008). Po operaci proto cCasto nasleduje radioterapie, chemoterapie nebo
hormonalni terapie, jejimz cilem je eliminovat nadorové bunky, které neni
mozn¢é odstranit operaci (Coates A.S. ef al., 2015).

Casem muZe i u pivodnd operabilniho nadoru dojit k relapsu a vzniku
metastatického onemocnéni. Pacientkdm pak muize byt poddna hormonalni
terapie 1 chemoterapie, v nékterych piipadech je aplikovana cilené biologicka

1é¢ba nebo radioterapie (Cassidy J. et al., 2010).

1.2. PREVENCE NADOROVYCH ONEMOCNENT

vvvvvv

1¢katské péce o pacienty (Fait T. ef al., 2011). Prevence v onkologii zahrnuje
identifikaci rizikovych faktor(i, jejim cilem je ale také diagnostika Casnych
stadii, pfedchazeni relapsu a omezeni negativnich nésledkli protinddorové
terapie (Cibula D. et Petruzelka L., 2009). Obvykle jsou rozliSovany Ctyti
urovné prevence: primarni, sekundarni, tercidrni a kvartérni.

Cilem primarni prevence je zabranéni vzniku onemocnéni a tedy snizeni jeho
incidence. Vzhledem k tomu, ze u vétSiny nadorll neni znama specificka
pfi¢ina vzniku, v primarni prevenci onkologickych onemocnéni plati obecna
doporuceni tykajici se Zivotniho prosttedi a Zivotniho stylu (abstinence
koufeni, spravné stravovaci navyky, pravidelnd pohybova aktivita, ochrana
pted expozici karcinogenlim, aj.; Cibula D. ef PetruZelka L., 2009; Fait T. et
al., 2011). Vyjimecné postaveni mezi onkologickymi nemocemi maji nadory
délozniho hrdla, u nichz je moznosti primarni prevence o¢kovani (Lowy D.R.,
2016). Specificka primarni prevence je mozna také u pacientek s mutacemi
v genech BRCAI/2 (z angl. breast cancer 1, resp. 2), jimz je preventivné
indikovdna ovarektomie nebo mastektomie (Metcalfe K.A. et al, 2005;

Metcalfe K. et al., 2014).



Sekundarni prevence se tykd zachytu nadort ve stadiu prekancerdz, pripadné
v Casnych stadiich invazivniho nédoru; jejim cilem je tedy omezeni rozvoje
onemocnéni a snizeni umrtnosti. Dilezitymi nastroji sekundarni prevence
jsou sledovani varovnych piiznakl (napt. hmatné bulky, zmény ve vylu¢ovani
moci nebo stolice, neobvykla bolest) a screening (Cibula D. et Petruzelka L.,
2009; Fait T. et al., 2011). U nadorti vaje¢nikli zatim bohuZel Zadnd metoda
pro Casnou detekci neexistuje, avSak u nadorti prsu, d€lozniho hrdla a
kolorekta jiz byl screeningovy program uspésné zaveden (Duskova J. et al.,
2014; Seifert B. et al., 2014; Skovajsova M. et al., 2014; Suchének S. et al.,
2014).

Terciarni a kvartérni prevence zahrnuje pé€i o pacienty, u nichz jiz byla
diagnostikovana nemoc. Terciarni prevence se zabyva sledovanim pacientl s
cilem v€asn¢ho zachytu relapsu nebo progrese onemocnéni. Jejim klicovym
krokem je péCe o pacienty ve specializovanych onkologickych centrech a
ukazatelem jeji uspéSnosti je délka celkového prieziti pacientil. Kvartérni
prevence se tyka obrany pacientii proti nespravnému uzivani 1€k nebo proti
nezadoucim invazivnim zékroklim, snazi se zvySovat celkovou kvalitu Zivota
(Cibula D. et Petruzelka L., 2009; Fait T. ef al., 2011).

V terciarni a kvartérni prevenci nddorovych onemocnéni hraji dilezitou roli
biomarkery, které mohou slouzit pro stanoveni progndzy, pro urceni
vhodného terapeutického rezimu, ale také pro detekci relapsu nebo sledovani
ucinnosti 1éCby (Duffy M J. et al., 2015). Takovéto markery jsou predmétem

vyzkumu a jejich studium je 1 naplni predkladané prace.

1.3. MOLEKULARNI NADOROVE MARKERY

V soucasné¢ dobé¢ se v onkogynekologii uplatiiuje snaha o personalizaci
1é€ebnych postupt, s ¢imz souvisi zavedeni uzivani biologickych marker

(biomarkerti, molekuladrnich markert) do klinické praxe. Biomarkery mayji
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vyznam pro stanoveni Ci zpiesnéni diagndzy (diagnostické markery), pro
uréeni progndzy a vhodného terapeutického rezimu i pro hodnoceni pritbéhu
terapie (prognostické a prediktivni markery; Duffy M.J. et al., 2015). Faktory,
které souviseji s agresivitou C¢i rezistenci nadorovych bunék vici
chemoterapeutikiim, jsou navic vyuzitelné nejen jako prognostické markery,
ale také jako potencialni terapeutické cile.

Vyzkum novych potencialnich biomarker se zamétuje na procesy, které jsou
pro nadorové bunky klicové, které jim umoziuji prezit a Sifit se. Jednd se
piedev§im o funkce souvisejici s transportem endogennich latek,
s metabolismem protinadorovych 1écCiv, s proliferaci a regulaci bunéEného
cyklu a s dalSimi dé&ji. Jednotlivé procesy, resp. vyznamné geny a proteiny,

kterymi se zabyvala tato prace, jsou popsany v nasledujicich kapitolach.

1.3.1. Transport v nadorovych buikach

Bunécny transport zajiStuje pfijem Zzivin a eliminaci odpadnich nebo
toxickych latek (Wilkens S., 2015), vyznamnou roli hraje také v bunécné
signalizaci (Palmgren M.G. ef Nissen P., 2011). V ptipadé nddorovych bunék
a protinddorové terapie je vyznamné studovan piedevsSim transport 1€Civ,
ktery je Casto spojovan s 1€kovou rezistenci, resp. se selhanim terapie.

Lékova rezistence milze byt zplisobena snizenym pifijmem nebo naopak
zvysenou eliminaci 1éCiva z bunky, mize vSak souviset 1 s dal§imi bunécnymi
procesy (aktivace detoxikacnich enzymi, aktivace opravy DNA, inhibice
apoptozy). V souvislosti se snizenym piijmem jsou studovany SLC (z angl.
solute carrier) transportéry (Januchowski R. ef al., 2014; Kalayda G.V. et al.,
2012), zvySeny eflux mize byt zprostredkovan ATP-dependentnimi
transportéry z rodiny ABC (z angl. ATP-binding cassette; Auner V. et al.,
2010; Gottesman M.M. ef al., 2002) nebo ATPazami typu P (Moreno-Smith
M. et al., 2013; Samimi G. et al., 2004).
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1.3.2. Metabolismus 1é¢iv v nadorovych burikach

Chemoterapeutika jsou soucasti standardni 1éCby u vétSiny nddorovych
onemocnéni. Po vstupu do bunék dochazi k interakci 1éCiva a jeho metabolith
s fadou bunéénych mechanismi. Na metabolismu 1éCiv se mj. podileji
enzymy z rodiny cytochromu P450, superoxid dismutazy (SOD), glutaredoxin
nebo glutathion peroxiddza, které tak maji vliv na vysledek terapie a jsou
proto pfedmétem tfady studii (Bergmann T.K. et al., 2011; Hu Y. et al., 2005;
Nakajima M. et al., 2005; Schwartz D.R. et al., 2002).

1.3.3. Proliferace a regulace bunécného cyklu

Proliferace je spolu s bunécnou smrti a diferenciaci kli¢ova pro udrzeni
homeostazy ve tkanich. Deregulace téchto procesti, zpiisobend mutacemi nebo
zménou v expresi regulacnich faktorti, vSak miize vést k nadorovému bujeni
(Wiman K.G. et Zhivotovsky B., 2017). Faktory, které v téchto procesech
hraji kli€ovou roli, tak mohou slouZit jako terapeutické cile (Diaz-Moralli S.
et al., 2013). Mezi proteiny, kter¢ se vyznamné podileji na regulaci
bunécného cyklu a které jsou zaroven potencionalnimi cily protinddorové
terapie, patii p53 (kodovan genem 7TP53), PLK1 (z angl. polo-like kinase 1),
Ki67 nebo PRC1 (z angl. protein regulator of cytokinesis 1; Ehrlichova M. et
al.,2013; Kamal C.K. et al., 2012; Zhang R. et al., 2015).

Striktn€ regulovan a kontrolovan je také samotny proces replikace. Jednim z
mechanismil, které se pii opravach chyb vzniklych pfi replikaci, ale také pii
poSkozeni DNA, uplatiuji, je tzv. MMR (z angl. mismatch repair) draha.
Zakladnimi prvky této drahy jsou proteiny MSH2 a MSH6, resp. MLHI1 a
PMS2 (Kunkel T.A. et Erie D.A, 2015). Zatimco u EOC je 1lloha MMR genii
v karcinogenezi predmétem studii (Xiao X. et al., 2014; Song H. et al., 2006),
u hereditarniho typu kolorektalniho karcinomu jiz byl jejich vliv potvrzen

(Martin S.A. et al., 2010).
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1.3.4. Regula¢ni mechanismy

Genova, resp. proteinova exprese jednotlivych faktort, které se uplatiuji pii
riznych bunéénych procesech, je regulovdna fadou mechanismi. Patii mezi
né napf. plisobeni transkripénich faktori nebo exprese bunécénych receptort.
Jak jiz bylo zminéno, velky vyznam hraji hormonalni receptory (ER, PR) a
receptor HER2 u karcinomu prsu (Perou C.M. et al., 2000), u EOC je HER2
nezavislym markerem bezptiznakového 1 celkového pfeziti pacientek
(Camilleri-Broét S. et al., 2004). Atraktivni potencidlni cile protinadorové
terapie predstavuji také jaderné receptory FXR (z angl. farnesoid X-activated
receptor, kodovan genem NRIH4) nebo VDR (z angl. vitamin D receptor,
kodovan genem NRI111; Herraez E. et al., 2012; Zhang X. et al., 20006).
Jednim z klicovych epigenetickych mechanismill fizeni genoveé exprese je
metylace CpG dinukleotidi v DNA; pozornost se soustfedi predev§im na
metylaci promotorovych oblasti (Jones P.A., 2012). Disledkem metylace je
inhibice transkripce (Robertson K.D., 2005). Aberantni metylace vSak mize
vést k deregulaci genové exprese ake vzniku fady onemocnéni vcetné

zhoubnych nadorti (Jones P.A., 2012; Robertson K.D., 2005).

Diky pokrokim v mediciné¢ imrtnost pacientek trpicich zhoubnymi néadory
vajecniklt aprsu v poslednich letech klesa, tato onemocnéni vSak stale
ptedstavuji vyznamné zdravotni riziko. V piipadé EOC je potieba zaméfit se
na diagnostiku Casnych stadii, tedy sekundarni troven prevence. V ptipadé
obou studovanych typli nadori je pak vyzamna také terciarni a kvartérni
prevence. Zde mohou hrat vyznamnou roli molekuldrni biomarkery, které
nachazeji uplatnéni jak v prevenci relapsu a progrese onemocnéni, tak pii
stanoveni vhodného terapeutického rezimu. Jejich vyzkum je proto stale

aktualni a vyznamny a byl predmétem piedkladané prace.
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2. HYPOTEZY A CIiLE PRACE

Hlavni hypotézou, vychazejici z literatury a také z vysledki dlouhodobého
vyzkumu probihajiciho na Oddéleni toxikogenomiky SZU, byl piedpoklad, Ze
1) na molekul&rni Grovni existuji rozdily mezi nadory a nenadorovou tkani,
i1) tyto rozdily souvisi s klinickymi charakteristikami nddoru a mohou tak
slouzit jako biomarkery potencialné vyuzitelné v prevenci relapsu ¢i
progrese onemocnéni, v prevenci nespravného vyuzivani 1é¢iv nebo

Vv prognoze.

Prvni Cast prace se zabyvala biomarkery ovarialniho karcinomu. Pro studii
byly vybrany geny souvisejici s transportem a metabolismem IéCiv,
s bunéénym cyklem a reparaci DNA nebo geny bunéénych receptort, které¢ by
mohly souviset se vznikem a rozvojem onemocnéni a odpovédi na 1é€bu.
Nadory vajecnikli jsou vétSinou diagnostikovany ve stadiich, kdy jsou jiz
pfitomné metastazy. Porozuméni mechanismu jejich vzniku a Sifeni je tak
klicové pro nastaveni 1 UspéSnost terapie. V literatuie jiz byly popsany
molekuldrni rozdily mezi primdrnim nadorem a metastizami, piedevSim
v expresi markeri EMT. Hypotézou proto bylo, Ze by mohly existovat rozdily
také v expresi dalSich faktort.
Diulezitou soucasti validace potencidlnich biomarkerii jsou experimenty
na bunécnych liniich, které je mozné vyuzit jak pro funkéni studie, tak také
pro stanoveni u€innosti 1éCiv.
Dil¢i cile studie zabyvajici se ovaridlnim karcinomem byly nasledujici:
1. Zjistit, zda existuji rozdily v expresi vybranych genii mezi naddorovou a
nenadorovou tkani a mezi primarnimi nddory a metastdzami a zda genova
exprese souvisi s klinickymi daty pacientek.
2. Zjistit, zda existuji rozdily v expresi vybranych kandidati mezi
nadorovou a nenadorovou tkani také na irovni proteinu, zda je v nadoroveé

tkani ovlivnéna troven metylace DNA nebo vyskyt jednonukleotidovych
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polymorfismi (SNP, z angl. single nucleotide polymorphism) v téchto
genech a zda tyto zmény souvisi s klinickymi daty pacientek.

3. Zavést kultivaci bunéénych linii karcinomu vaje¢nikti, zavést metodiku
hodnoceni cytotoxicity protinadorovych 1é€iv a zavést metodiku inhibice

genove exprese pomoci siRNA.

Druhd ¢ast prace se zabyvala nddory prsu. Predmétem studia byly
transportéry ABCC8 a ABCD?2, u nichZ bylo na Odd¢leni toxikogenomiky
SZzU jiz dfive ukazano, Ze u nador prsu hraji vyznamnou roli. Pfedkladana
prace vychazela z hypotézy, Ze tyto transportéry mohou obsahovat zmény na
urovni genotypu a Ze tyto zmény mohou souviset s progndzou pacientek.
Cilem studie zabavajici se nadory prsu bylo:

1. Zaveést metodiku sekvenovani nové generace (NGS, z angl. next

generation sequencing) na vzorcich DNA izolovanych z periferni krve

pacientek s nadory prsu.

2. Zjistit, jaké genetické varianty se vyskytuji v genech ABCCS8 a ABCD?

a zda zarodecné geneticka variabilita souvisi s klinickymi daty pacientek

nebo zda maji potencidlni funkéni vyznam.

3. MATERIAL A METODY
3.1. VZORKY TKANI PACIENTEK A BUNECNE LINIE

Ve studii zabyvajici se karcinomem vajeéniklt byly pouzity vzorky krve
pacientek s EOC, primarnich nadorti, intraperitonealnich metastaz
vychdzejicich z EOC a kontrolnich ovaridlnich tkani. Vzorky byly ziskany z
Gynekologicko-porodnické kliniky Fakultni nemocnice Motol v Praze (prof.
Luka§ Rob) nebo z Gynekologicko-porodnické kliniky Fakultni nemocnice v
Plzni (doc. Jifi Bouda). Vzorky krve pacientek s karcinomem prsu byly

ziskany z Ustavu pro pééi o matku a dit¢ v Praze (MUDr. Viaclav Pecha).
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Vsechny pacientky poskytly informovany souhlas se zatazenim do studie.
Jednotlivé studie byly schvéleny etickymi komisemi pfislusnych instituci a
byly provedeny v souladu s Helsinskou deklaraci. VSechny vzorky byly
histopatologicky vySetieny.

V ramci prace byla také zavedena kultivace a experimenty se tfemi lidskymi
bunénymi liniemi karcinomu ovarii: NCI/ADR-RES (National Cancer
Institute, Frederick, MD, USA), OVCAR-3 (Cell Lines Service GmbH,
Eppelheim, Némecko) a SKOV-3 (Cell Lines Service GmbH).

3.2. ZPRACOVANI A ANALYZA VZORKU TKANI

-----

kontrolni ovarialni tkan) byly v misce s tekutym dusikem podrceny na prasek.
S pouzitim AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kitu (Qiagen, Hildesheim,
Némecko) byla izolovana DNA, RNA a protein. DNA byla také izolovana
pomoci fenol-chloroformové extrakce (Topi¢ E. et Gluhak J., 1991), kterou

provedl pan S. Horsky (SzU).

3.2.1. Prace s RNA a analyza genové exprese

RNA izolovana z tkani pomoci AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kitu byla
vyuzita pro analyzu genové exprese metodou real-time PCR (polymerdzova
fetézova reakce, z angl. polymerase chain reaction) s relativni kvantifikaci.
Nejprve byla pomoci kitu Quant-iT RiboGreen RNA Reagent and Kit
(Invitrogen, Eugene, OR, USA) stanovena koncentrace RNA. U vybranych
vzorklli byla stanovenim hodnoty RIN (z angl. RNA integrity number)
zhodnocena kvalita RNA. Celkovda RNA byla dale pfepsana do cDNA
(RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit, MBI Fermentas, Vilnius, Litva).
Cistota a kvalita cDNA byly posouzeny pomoci PCR, respektive real-time

PCR. Nasledné¢ byly ve vzorcich cDNA preamplifikovany sekvence
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odpovidajici vybranym genlim (PerfeCTa PreAmp SuperMix, Quanta
Biosciences, Beverly, MA, USA).

Real-time PCR byla provedena s pouZzitim chemikalii TagMan Gene
Expression Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) a pfistroje
ViiA7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Vzorky byly
analyzovany v duplikatech. Teplotni profil reakce byl pro jednotlivé geny
optimalizovan na nejvyssi moznou uc¢innost (90 — 100 %).

Data ziskand pomoci real-time PCR byla normalizovédna vi¢i expresi tii
referenCnich genil. Referen¢ni geny byly vybrany na zdkladé¢ hodnoceni
stability genové exprese pomoci programi NormFinder (Molecular
Diagnostic Laboratory, Aarhus University Hospital, Aarhus, Dénsko) a
geNorm (Vandesompele J. ef al., 2002).

Relativni genova exprese byla mezi jednotlivymi typy vzorkli porovnéana
pomoci programti REST 2009 (Qiagen) nebo SPSS v16.0 (SPSS Inc,
Chicago, IL, USA). Validita vysledka byla posouzena pomoci tzv. FDR
korekce (z angl. false discovery rate; Benjamini Y. et Hochberg Y., 1995). V
softwaru SPSS v16.0 byly dale analyzovany vztahy hladiny genové exprese
ke klinickym datim pacientek. Jako signifikantni byly u vSech testil
povazovany vysledky s hodnotou p < 0,05.

3.2.2. Prace s proteinem a analyza proteinové exprese

Proteiny izolované ze vzorki tkani pomoci AllPrep DNA/RNA/Protein Mini

Kitu byly vyuzity pro detekci proteint ABCA2 a PRC1 pomoci imunoblotu.

Koncentrace celkového proteinu byla stanovena pomoci Pierce BCA Protein

Assay Kitu (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).

Protein ABCA2 nebylo mozné ve vzorcich stanovit. Protein PRCI1 byl

analyzovan s pouzitim aparatury Mini-PROTEAN (Bio-Rad, Hercules, CA,

USA) a pomoci nasledujicich protilatek: primarni monoklonalni krali¢i 1gG

protilitka PRC1 Antibody (EP1513Y, Novus Biologicals, Littleton, CO,
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USA), sekundarni kozi protilatka proti krali¢cimu IgG Anti-Rabbit IgG
znacena kienovou peroxiddzou (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Jako
referencni gen byl detekovan B-aktin; byla pouzita monoklonalni krali¢i IgG
protilatka B-Actin (13E5) Rabbit mAb #4970 (Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA). Pro vizualizaci byl pouzit SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific) a pfistroj Odyssey Fc (LI-
COR Biotechnology, Lincoln, NE, USA). Denzitometrické vyhodnoceni bylo
provedeno v programu Image Studio v4.0.21 (LI-COR Biotechnology).

Data byla normalizovéna vzhledem k expresi f-aktinu a vzhledem k expresi v
referencnim vzorku. Statistick¢é vyhodnoceni bylo provedeno v programu
SPSS v16.0 (porovnani exprese proteinu v nadorech a kontrolnich vzorcich,

korelace proteinové a genoveé exprese, vztahy s klinickymi daty pacientek).

3.2.3. Prace s DNA a analyza metylace DNA

DNA izolovana ze vzorkl tkani pomoci fenol-chloroformové extrakce byla
vyuzita pro analyzu metylace v promotorové oblasti genu ABCBI.
Koncentrace DNA ve vzorcich byla stanovena pomoci Quant-iT PicoGreen
dsDNA Assay Kitu (Invitrogen).

Metylace DNA byla analyzoviana metodou metylacné-specifické
vysokorozliSovaci analyzy ktivek tani (HRM, z angl. high-resolution melting)
po provedeni bisulfitové konverze nddorové DNA (EpiTect Bisulfite Kit,
Qiagen) s néslednou real-time PCR amplifikaci (EpiTect HRM Kit, Qiagen;
piistroj Rotor-Gene 6000, Corbett Research, Sydney, Australie). Uroveti
metylace DNA byla porovnana s hladinou exprese genu ABCBI1 a také byl
hodnocen vztah ke klinickym datiim pacientek s EOC (program SPSS v16.0).
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3.3. ZPRACOVANI A ANALYZA VZORKU KRVE

Z periferni krve pacientek s naddory vaje¢nikli nebo prsu byla pomoci fenol-
chloroformové extrakce izolovana DNA. Koncentrace DNA ve vzorcich byla

stanovena pomoci Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kitu (Invitrogen).

3.3.1. Stanoveni jednonukleotidovych polymorfizmu

V krvi pacientek s EOC byl v DNA genli ABCA2 a PRCI zkouman vyskyt
jednonukleotidovych polymorfismt. Byly vybrany takové SNP, jejichz
minoritni alela se v evropské populaci vyskytuje minimalné ve 3 % ptipada,
nebo které maji klinicky vyznam.

Pro detekci SNP byly vyuzity dvé metody. Ti1 SNP v genu ABCA2 a tii SNP
v PRC1 byly analyzovany pomoci alelické diskriminace (metoda je zaloZena
na real-time PCR, pouzit byl TagMan Genotyping Master Mix a TagMan
SNP Genotyping Assay, Applied Biosystems, a piistroj ViiA7 Real-Time
PCR System). Dalsi tfi SNP v genu PRC/ byly detekovany pomoci HRM
analyzy (byl pouzit 2x Type-it HRM PCR MasterMix, Qiagen, a pfistroj
Rotor-Gene 6000).

Z poctu jednotlivych genetickych variant byla vypoctena frekvence
variantnich alel. Pomoci programu SPSS v16.0 byly hodnoceny vztahy mezi
vyskytem jednotlivych variant a klinickymi daty pacientek. U vybranych
variant byla v programu HaploView v4.2 (Barrett J.C. ef al., 2005) hodnocena
sila vazby mezi jednotlivymi SNP a v programu RegulomeDB vl1.1 (Boyle
A.P. et al., 2012) byl hodnocen jejich potencialni funkéni vyznam.

3.3.2. Sekvenovani nové generace

Metodou sekvenovani nové generace bylo v krvi pacientek s nadorem prsu na
ptistroji GS Junior (Roche, Branford, CT, USA) analyzovano 39 exonli genu
ABCCS a 10 exonll genu ABCD2. DNA byla fragmentovana pomoci pfistroje

Bioruptor Plus (Diagenode, Liege, Belgie). Pro ptipravu knihoven a pro
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sekvenovani byly pouzity chemikalie SeqCap EZ Choice, Rapid Library
Preparation Kit, emPCR Kit a GS Junior Titanium Sequencing Kit (vSe
Roche). Zikladni nastaveni sekvenace bylo ,,Full Processing for Shotgun or
Paired End Sequencing, 200 cycles (500 bases).*

Ziskana data byla zpracovana pomoci softwaru Sequence Pilot (JSI Medical
Systems, Ettenheim, Némecko). Vztahy jednotlivych variant s klinickymi
daty pacientek byly hodnoceny v programu SPSS v15.0. Potencialni vyznam
zjisténych SNP byl hodnocen s pouzitim programii Regulome DB v1.1, SIFT
(Sim N.-L. et al., 2012), PolyPhen-2 (Adzhubei I.A. et al., 2010) a HaploReg
v2 av3 (Ward L.D. et Kellis M., 2012).

3.4. PRACE S BUNECNYMI LINIEMI

V ramci predkladané studie byla zavedena prace se tremi bunéénymi liniemi

karcinomu vaje¢niki (NCI/ADR-RES, OVCAR-3, SKOV-3).

3.4.1. Stanoveni cytotoxicity paklitaxelu a karboplatiny

Bunééné linie EOC byly charakterizovany z hlediska cytotoxicity paklitaxelu
a karboplatiny. Pro stanoveni cytotoxicity byl vyuzit CellTiter 96 AQeous One
Solution Cell Proliferation Assay (Promega, Madison, WI, USA) a pfistroj
xCELLigence RTCA DP (ACEA Biosciences Inc., San Diego, CA, USA).

3.4.2. Inhibice exprese kandidatniho genu PRC1 pomoci siRNA

Na bunéénych liniich EOC byly provedeny pilotni experimenty pro zavedeni
inhibice exprese kandidatniho genu PRC1 pomoci specifické siRNA (z angl.
short interfering RNA). Byly pouzZity chemikalie Silencer Select Pre-
Designed siRNA proti PRCI1, kontrolni siRNA Silencer Select GAPDH
Positive Control a Silencer Select Negative Control No. 1 a transfekcni

¢inidlo Lipofectamine 3000 (vSe Invitrogen).
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Z transfekovanych bunék byla izolovana RNA (€inidlo TRI Reagent, Sigma-
Aldrich) a protein (lyza¢ni pufr s tabletami PhosSTOP a cOmplete ULTRA
Tablets, Roche). Uginnost inhibice exprese studovaného genu PRCI1 a
kontrolniho genu GAPDH byla stanovena na trovni mRNA metodou real-

time PCR a na trovni proteinu pomoci imunoblotu.

4. VYSLEDKY
4.1. STUDIE ZABYVAJICI SE KARCINOMEM OVARI{

Studie zabyvajici se ovarialnim karcinomem byla tvofena nékolika fazemi,
které na sebe navazovaly. V pilotni fdzi byla porovndna exprese genll v
nadorové tkani EOC a v kontrolach a byl sledovan vztah mezi genovou
expresi a klinickymi daty pacientek. Nejvyznamngjsi vysledky pilotni faze
byly ovéteny ve validacni fazi. Vyznam vybranych kandidatnich gent byl
dale studovan z hlediska proteinové exprese, vyskytu SNP a metylace DNA.
Byly také zavedeny funkcéni experimenty na bunéénych liniich EOC.
Validacni a rozsitujici faze byly provedeny ve spolupraci s kolegynémi Mgr.
E. Cerovskou (SZU, PfF UK), Mgr. A. Spalenkovou (SZU, 3LF UK) a
R. Vaclavikovou, Ph.D. (SZU). Kromé toho také ve spolupraci s Mgr. M.
Burécziovou (UEM, AV CR) probihal pod vedenim MUDr. Pavla Vodicky,
CSc. vyzkum vlivu genlt MMR drahy na progresi a prognézu EOC.
Potenciélni vyznam vybranych genil pro rozvoj metastaz a progresi EOC byl
studovan v primarnich EOC, intraperitonealnich metastdzdich EOC a
v kontrolach. Hladina exprese v jednotlivych typech tkani byla vzajemné
porovnana, dale byl zkouméan vztah mezi genovou expresi v metastazach a
klinickymi daty pacientek.

Jako soucast studie byla zavedena kultivace tii bunécnych linii karcinomu

ovarii a prace s nimi (stanoveni cytotoxicity, inhibice genové exprese pomoci
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siRNA). Experimenty studujici mechanismus ptisobeni jednotlivych

kandidatti budou na Oddéleni toxikogenomiky SZU nasledovat.

4.1.1. Pilotni a valida¢ni studie zabyvajici se EOC

V pilotni f4zi byla porovnana exprese 94 cilovych genli v nddorech vajecnik
(n = 60) a v kontrolnich tkénich (n = 14). U 12 gent byla zjiS§t€na velmi nizka
exprese pod mezi detekce. U 32 gent nebyl zjistén signifikantni rozdil, avSak
37 genlt mélo v nadorech snizenou expresi a 13 genti bylo up-regulovano.

Ve validacni ¢asti bylo v 57 vzorcich ovarialnich nadorti a 14 kontrolach
studovano 35 geni. Exprese 12 genl nebyla v nddorech oproti kontrolam
zmeénéna, 17 geni mélo v nadorech nizsi, Sest geni naopak vysSsi expresi.
Pouze u Sesti genil se vysledky zjisténe€ v pilotni a validacni ¢asti liSily.

Dale byl studovan vztah mezi hladinou genové exprese a klinickymi daty
pacientek (stage, grade, histologicky typ, exprese prolifera¢niho markeru
Ki67, délka preziti do progrese onemocnéni — PFS, z angl. progression-free
survival). Ve valida¢ni ¢asti nebylo vzhledem k rozloZeni dat mozné hodnotit
stage a histologicky typ. Vyznamné vysledky byly zjiS§tény predevsim u genti
ABCA2/12, ABCBI, PLKI1 a PRCI, které souvisely se stadiem, stupném
diferenciace EOC nebo s expresi Ki67, a geny ABCA9/10, ABCC9, ABCG2
a SLC16A14, kter¢ vyznamné asociovaly s délkou PFS. Geny ABCAZ2,
ABCBI1 a PRC1 byly vybrany jako kandidatni geny pro dalsi studium.

4.1.2. Exprese proteini ABCA2 a PRC1 v EOC

Protein PRC1 byl byl pomoci imunoblotu stanoven v 55 vzorcich primarnich
EOC a v deviti kontrolach; mezi témito dvéma typy tkdni nebyl zjiStén
sinifikantni rozdil v hladin€ proteinu PRCI1. Rovnéz nebyly pozorovany
zadné¢ vyznamné asociace s klinickymi daty pacientek ani korelace mezi
hladinou proteinové a genové exprese. Metodiku detekce ABCA2 se

nepodaftilo zavést a bude zavedena s vyuzitim novych specifickych protilatek.
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4.1.3. Metylace promotorové oblasti genu ABCBI1 v EOC

Uroveti metylace promotoru genu 4ABCBI byla stanovena v 61 vzorcich EOC
a v 11 kontrolach. Pacientky byly rozdéleny podle toho, zda jim pied operaci
byla indikovana neoadjuvantni chemoterapie, nebo ne.

Nédorova tkan byla oproti kontroldm v 85 % ptipadii hypermetylovana. Mira
metylace promotoru ABCBI u pacientek pred chemoterapii negativné
korelovala s expresi genu ABCBI, u pacientek po chemoterapii nikoliv. U
pacientek bez chemoterapie rovnéz vyS$i Urovenl metylace asociovala

s Casnymi stadii EOC.

4.1.4. SNP genii ABCA2 a PRC1 v EOC

Ve vzorcich periferni krve 98 pacientek s ovaridlnim karcinomem byly
stanoveny vybran¢ SNP genlt ABCA2 (n = 3) a PRCI (n = 6). U jednotlivych
polymorfismi byla stanovena distribuce fenotypt a frekvence alel.

Vyskyt jednotlivych alel byl porovnan s klinickymi daty pacientek. SNP
1908832 v genu ABCA?2 asocioval se stupném diferenciace, SNP rs2271862 v
ABCA2 asocioval s PFS pacientek. Vyskyt polymorfismi 1s2290203,
rs8028856 a rs8031684 v genu PRC asocioval se stadiem nebo HGSC typem
EOC, rs12910825, rs8042680 a rs2290203 v PRCI navic pravdépodobné

ovliviiuji vazbu transkrip€nich faktort (in silico analyza).

4.1.5. Studium intraperitonealnich metastaz EOC

V této Casti prace byla studovana exprese 66 genll ve 44 primdrnich nddorech
ovarii (pT), 29 intraperitonealnich metastazach (iM) a ve 14 kontrolach (K).
Mezi primarnimi nadory a metastdzami nebyl u 51 genl zjiStén rozdil, ti
geny vSak byly down-regulovany a 12 genii bylo up-regulovano v
metastazach oproti primarnim nadoram. V porovnani K — pT — iM nebyla

zménéna exprese 44 gent, 12 genlt mélo v fadé K — pT — iM sniZenou
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expresi, 10 gend naopak zvySenou. Exprese gent ABCA7, ABCB2, ABCC3,
ESR2, NH1H4 a NR11I1 byla deregulovéana v obou téchto porovnanich.

Dale byla porovnana hladina genové exprese s klinickymi daty (histologicky
typ, PFS, citlivost pacientek vi€i chemoterapii). Stadium a grade nebylo
vzhledem k rozlozeni dat mozné hodnotit. Geny ABCA2, ABCF3, ABCGS a
PMS1 mély vyssi expresi v HGSC v porovnani s ostatnimi typy EOC, exprese
genit ABCA2/8/9/10, ABCB1, ABCC9, ABCG2, ATP7A, SLC16A14 a
SOD3 pozitivn¢ korelovala s PFS pacientek. U genit ABCA9/10, ABCC9,
ABCG?2 a SLC16A14 byl tento vztah zjistén také v primarnich EOC.

4.1.6. Prace s bunéénymi liniemi karcinomu vajecnikii

Jako soucast prace byla zavedena kultivace tfi bunéénych linii EOC. Cilem
bylo zavést metodiku pro stanoveni cytotoxicity chemoterapeutik a metodiku
inhibice genové exprese.

Stanovenim cytotoxicity bylo zjisténo, Ze bunéfna linie NCI/ADR-RES je
vuci paklitaxelu stokrat az tisickrat vice rezistentni nez linie OVCAR-3 a
SKOV-3 (fadoveé 10 pmol/l vs. 10 — 100 nmol/l), vii¢i plisobeni karboplatiny
jsou vSechny tfi linie srovnatelné citlive (fadové 100 — 1000 pmol/l).

S pouzitim specifickych siRNA byla metodou RNA interference v bunéénych
liniich zavedena inhibice exprese PRCI na urovni genu. Inhibice exprese na

urovni proteinu bude optimalizovana.

4.2. STUDIE ZABYVAIJICI SE NADORY PRSU

Cilem posledni casti bylo zavést metodiku sekvenovani nové generace.
Hypotéza, vychézejici z predchozich vysledkil nasi laboratote, predpokladala,
ze DNA genit ABCCS8 a ABCD?2 pacientek se lisi od standardniho genotypu a

ze tyto zmény maji funkéni vyznam. Sekvenovano bylo 24 vzorki DNA
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izolované z periferni krve pacientek s nadory prsu. Tato ¢ast prace byla

provedena ve spolupraci s kolegou V. Hlava¢em, Ph.D. (SZU).

4.2.1. Geneticka variabilita geni ABCC8 a ABCD2 stanovena pomoci
NGS

Na pfistroji GS Junior bylo metodou NGS sekvenovano 39 exonll genu
ABCCS8 al0exoni genu ABCD2. Bylo identifikovano 41, respektive
72 zarodecnych variant, z nichz celkem 81 (72 %) bylo objeveno nové.

In silico analyzou byly tfi SNP v genu ABCCS a tfi SNP v genu ABCD?2
oznaceny jako negativni markery. V ptipadé SNP rs757110 v genu ABCCS a
rs117275340 v genu ABCD?2 byl navic ukazan potencialni vliv na vazbu fady

transkrip¢nich faktoru.

5. DISKUZE

Tématem piedklddané prace bylo studium prognostického a prediktivniho
vyznamu molekularnich biomarkerii nadorti vaje¢nikd a prsu, které maji
potencialni uplatnéni v terciarni a kvartérni prevenci.

Cilem ¢asti zabyvajici se karcinomem ovarii bylo zjistit, zda existuji rozdily
v expresi vybranych genii mezi nadory a nenddorovou tkani (kontrolami) a
jak tyto zmény souvisi s klinickymi daty pacientek. V pilotni ¢4sti studie byla
z 94 genll exprese 50 genl v nddorech deregulovéna, s vyjimkou Sesti gent
byly trendy nalezené v pilotni ¢asti potvrzeny ve validacni ¢asti. Déle byla
v obou cCastech studie zjiSténa fada vyznamnych vztaht mezi hladinou genové
exprese a klinickymi daty. Jako kandidati pro dalsi vyzkum byly vybrany
geny ABCA2, ABCBI1 a PRCI1. Cilem této faze pak bylo zjistit, zda jsou
kandidatni geny v nadorech ovlivnény také na Urovni proteinu anebo

genotypu (SNP, metylace) a jak tyto zmény souvisi s progndézou pacientek.
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Transkripce genu ABCB1 byla v nadorech v porovnani s kontrolami sniZena,
jak jiz bylo pozorovano diive (Ehrlichovd M. et al., 2013). V souladu s tim
byl pomotor ABCBI v nadorech vyrazné hypermetylovan. U pacientek pied
chemoterapii vys$si hladina metylace korelovala s niz§i genovou expresi, po
aplikaci neoadjuvantni chemoterapie nikoliv; obdobna zjisténi byla jiz ziskana
s pouzitim bunécnych linii karcinomu prsu (Reed K. et al, 2010). Tyto
vysledky potvrzuji ulohu transportéru ABCB1 v chemorezistenci nadorovych
buné¢k (Gottesman M.M. et al., 2002), ukazuji vSak, ze ke vzniku rezistence
pravdépodobné dochédzi az v pribchu 1écby. Zaroven zdiraziuji vyznam
genotypu pro progndzu a vysledek terapie.

Exprese genu ABCA2 nebyla v nadorech deregulovana, niz§i transkripce
v nadorech vSak souvisela s vy$§im stupném diferenciace nadoru a s vyssi
expresi proliferacniho markeru Ki67. Dale byl studovan vyznam tifi SNP
v genu ABCA2. Zjistény vztah mezi SPN rs908832 a stupném diferenciace
nadoru potvrdil vysledky pilotni a valida¢ni ¢asti studie, vyznamna je také
asociace SNP rs2271862 s delsim PFS. Uloha t&chto SNP v EOC doposud
nebyla  popsédna.  Transportéer = ABCA2  pravdépodobné  souvisi
s chemorezistenci nadorovych bunck a se vznikem nadori (Ween M.P. ef al.,
2015) a je vyznamnym kandidatem pro dalsi studium.

Exprese genu PRC1 byla v nddorové tkani zvySena a pozitivné korelovala
s hladinou Ki67, jak jiz bylo popsano (Ehrlichova M. ef al., 2013). Byla
zavedena také imunodetekce proteinu PRC1 v ovaridlni tkdni, exprese
proteinu v naddorech oproti kontroldm vSak nebyla signifikantné zménéna.
Dale byl zkouman vyznam Sesti SNP v genu PRCI. SNP rs8031684 souvisel
s HGSC typem, 1rs2290203 a rs8028856 asociovaly se stadiem EOC. U SNP
rs2290203, rs12910825 a rs8042680 v genu PRCI byl navic in silico
predikovan potencialni vliv na regulaci genové exprese PRCI a na jeho
funkci. V predchozich pracich jiz byla ukazana souvislost mezi rs2290203 a

rs8042680 a rizikem vzniku nadorii prsu (Cai Q. ef al., 2014; Zhao Z. et al.,
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2016). Gen PRC1 a SNP vgenu PRCI jsou proto potencidlnimi
prognostickymi faktory také u EOC.

Dalsi cast prace se zabyvala intraperitonedlnimi metastazami EOC. Vychozi
hypotéza predpokladala, ze mezi metastdzami a primarnimi nadory existuji
rozdily nejen v expresi gent souvisejicich s EMT (Nakayama K. ef al., 2012),
ale také v expresi dalSich gent. Cilem bylo zjistit, zda tyto rozdily souvisi
s prognézou pacientek. Z 66 studovanych genii byla v metastdzach
v porovnani s primarnimi nadory exprese 15 gentli deregulovéna. V porovnani
v fadé¢ K — pT — iM bylo deregulovano 22 genli. Vyznamnym zjiSténim je, Ze
geny ABCA7, ABCB2, ABCC3 a NRII1 mély zvySenou a geny ESR2 a
NR1H4 sniZenou expresi v obou téchto porovnanich. U gent ABCA7 a ESR2
tyto zmény ziistaly signifikantni i po FDR korekei.

Zvysena exprese genu ABCA7 byla zjisténa take v pilotni fazi studia EOC a
v nedavné studii, kde byla navic zvySena 1 exprese proteinu. V bunécnych
liniich EOC pak vedla inhibice exprese ABCA7 ke sniZeni migrace bunék a
tim k urychleni EMT (Liu X. et al., 2018), coz je v souladu s nasi hypotézou.
Je tedy zieyjmé, ze transportér ABCA7 je pro rozvoj EOC vyznamny, a je
proto kandidatem pro dalsi studium.

V piipad¢ genu ESR2 byla v souladu s naSimi vysledky také v dalSich pracich
zjisténa sniZena genova exprese v nadorové oproti nenadorové ovarialni tkani
(Feng Y. et al., 2019; Suzuki F. et al., 2008). Nedavna studie navic ukézala,
ze aktivace estrogenového receptoru, ktery je genem ESR2 kodovan,
v metastazujicich buiikach karcinomu prsu vede k bunééné smrti a potlacuje
metastatické bujeni v plicich. Tyto vysledky naznacuji potencialni vyznam
ER pro lécbu metastaz karcinomu prsu (Zhao L. et al., 2018), avSak vyznam
mohou mit 1 pro Ié¢bu metastaz EOC.

Ve tkani intraperitonealnich metastdz EOC byla dale pozorovana pozitivni
korelace transkripce 10 genti (ABCA2/8/9/10, ABCB1, ABCC9, ABCG?2,
ATP7A, SLC16A14, SOD3) s délkou prezivani pacientek (PFS). Je zajimavé,
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ze vztah mezi genovou expresi a PFS byl u geni ABCA9/10, ABCC9,
ABCG?2 a SLC16A14 detekovan také v primarnich nadorech.

V piipadé¢ geni ABCA9 a ABCAI10 byla zjiSténa také niz$i exprese
v primarnich nddorech v porovnani s kontrolami, ABCA10 byl navic down-
regulovan v fadé¢ K — pT — iM. Dale exprese obou téchto genli v primarnich
nadorech korelovala s hladinou Ki67. U genu ABCA9 byl vztah s délkou
prezivani pacientek s EOC zjistén rovnéz v praci Hedditch E.L. et al. (2014),
u ABCA10 nikoliv. Rozdilny vysledek mlze souviset s odliSnym
histologickym typem studovanych vzorkd v jednotlivych pracich. Uloha
transportért ABCA9/10 v karcinogenezi je zatim malo prozkoumana (Ween
M.P. et al., 2015). NaSe vysledky vSak ukazuji, Ze nizka hladina jejich mRNA
v nadorové tkani je negativnim prognostickym markerem EOC.

Transkripce genu ABCC9 byla v primarnich nadorech oproti kontrolam
sniZzena, v porovnani K — iM vSak byla zvySena. Stejné tak je v rozporu smér
vztahu mezi hladinou exprese ABCC9 a délkou PFS pacientek zjiStény
v primarnich nadorech a metastdzach. Uloha genu ABCC9 v EOC nebyla
doposud popsana. Zda jsou rozdilné vysledky disledkem progrese EOC, nebo
zda jsou nespravné, je tak potieba ovéfit dalSimi experimenty.

Gen ABCGQG2 asocioval s délkou PFS pacientek v primarnich nadorech 1 v
metastazach, dale byla jeho exprese snizena ve sméru K — pT — iM.
V primarnich nadorech navic niz$i transkripce souvisela s vyssi proliferaci
nadorovych bunck. Vztah mezi expresi ABCG2 a rezistentnim fenotypem
zjiStén nebyl, ackoliv v literatuie je transportér ABCG2 spojovan
tato tvrzeni zaloZena zejména na in vitro experimentech (Eyre R. ef al., 2014;
Januchowski R. et al., 2014), ve vzorcich tkéani pacientek doposud prokazana
nebyla (Auner V. et al., 2010). Moznym vysvétlenim je indukce rezistence
v dasledku podani chemoterapie jako u transportéru ABCBI1. Vyznam

ABCG?2 v karcinogenezi EOC je vSak nesporny.
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Je zajimavé, Ze vysledky stanovené pro gen ABCG2 jsou prakticky totozné
s vysledky genu SLC16A14. Transportér SLC16A14 je v literatufe rovnéz
spojovan s lékovou rezistenci bunéénych linii EOC (Januchowski R. ef al.,
2014), in vivo jeho funkce v EOC zatim zkoumana nebyla. Vysledky ukazané
v predkladané praci vSak naznacuji, ze by se mohlo jednat o potencidlni
biomarker progndézy EOC.

Pro studium funkce potencidlnich kandidatnich genti a cytotoxického
plsobeni chemoterapeutik maji velky vyznam experimenty s nadorovymi
bunéénymi liniemi. Pro tento ucel byla zavedena kultivace tii bunécnych linii
karcinomu vajeéniki (NCI/ADR-RES, OVCAR-3, SKOV-3) a sledovéana
jejich citlivost vii¢i paklitaxelu a karboplating. Podle tidajii v literatute je linie
NCI/ADR-RES rezistentni vii¢i paklitaxelu (Ehrlichova M. et al., 2005),
zatimco linie OVCAR-3 a SKOV-3 jsou citlivé az stfedné citlive vici
karboplatiné a paklitaxelu (Beaufort C.M. et al., 2014), coz bylo potvrzeno 1
v této praci; linie OVCAR-3 a SKOV-3 byly vici paklitaxelu stokrat az
tisickrat citlivéj$i nez linie NCI/ADR-RES (10 — 100 nmol/l, respektive 10
umol/l). V ptipadé karboplatiny u vSech tii linii pisobily cytotoxicky stejné
koncentrace (100 — 1000 umol/1).

V bunéénych liniich EOC byla dale zavedena inhibice genové exprese
metodou RNA interference s pouZitim siRNA, konkrétné siRNA proti
kandidatnimu genu PRCI.

V posledni ¢asti predkladané prace byla zavedena metodika sekvenovani nové
generace na piistroji GS Junior. Metoda byla néasledné vyuzita k sekvenovani
DNA izolované z periferni krve pacientek s naddory prsu s cilem zjistit, zda a
jaké genetické varianty jsou v DNA zastoupeny. Vyznam jednotlivych
zarodecnych variant byl dale studovan pomoci in silico analyzy.

Zkoumano bylo 39 exonit genu ABCCS a 10 exonli genu ABCD2. Celkem
bylo nalezeno 41, respektive 72 genetickych variant, ztoho 72 % bylo
identifikovano nové€. Tt zamény v genu ABCCS a ti1 v genu ABCD?2 byly
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oznaceny jako potencialné patogenni. V ptipadé¢ dvou zamén se jednalo o jiz
identifikované SNP (rs757110 v genu ABCCS, rs117275340 v genu ABCD?),
ostatni varianty byly nové. V ptipadé SNP rs757110 ABCCS8 a rs117275340
ABCD? byl navic predikovan vliv na vazebné misto v sekvenci.

Vzhledem k nizké frekvenci vyskytu jednotlivych genetickych variant mohl
byt vztah s klinickymi daty pacientek hodnocen pouze u rs757110 v genu
ABCCS, z4dny vztah vSak nalezen nebyl, ackoliv v souvislosti s vyskytem
rs757110 bylo diive popsano vyssi riziko vzniku karcinomu prsu (Lehman T.
et al., 2008). Rozdil ve vysledcich mize byt zplsoben velikosti souboru;
v predkladané praci byly pouZzity vzorky pouze od 24 pacientek.

Mezi nejvétsi limity predkladané studie patii relativné malé soubory
pouzitych vzorkll. Pro identifikaci potencidlnich prognostickych markert,
ktera byla cilem prace, jsou tyto soubory dostacujici, pro potvrzeni jejich
funkce bude potieba analyzovat vétsi poCty vzorkil v jednotlivych souborech.
Mezi piinosy této prace patii také zavedeni nékterych novych metod na
Oddéleni toxikogenomiky SZU (stanoveni cytotoxicity a RNA interference
v bunéénych liniich EOC, sekvenovani nové generace vcetné hodnoceni
vysledkil). DalSim vyznamnym piinosem je analyza genové exprese celé
rodiny ABC transportéri ve tkdnich EOC a porovnani genové exprese
v kontrolach, primarnich nadorech a intraperitonedlnich metastazach EOC.
Prace poskytuje fadu novych informaci, které doposud nebyly v literatuie
publikovany, a identifikuje potencidlni biomarkery, jejichZ moznosti vyuZiti
v terciarni a kvartérni prevenci nadorovych onemocnéni budou predmétem

dalSich studii.

6. ZAVERY

Tématem ptredkladané prace byly molekularni biomarkery zhoubnych nadort

vajecnikll a prsu. V jednotlivych &astech prace byly objeveny vyznamné
30



vztahy mezi genovou expresi, respektive genotypem (SNP, metylace DNA,
zarode¢na variabilita) v nadorové tkani ¢i v krvi pacientek a klinickymi daty
pacientek (stage, grade, exprese prolifera¢niho markeru Ki67, PFS, odpovéd’
na chemoterapii), a byly tak identifikovany geny, respektive genetické
varianty potencialné vyuzitelné v prevenci progrese, v prognostice a stanoveni

vhodného vyuziti 1é¢iv v rdmci individualizované terapie.

1. Prdce zabyvajici se primdrnimi ndadory vajecnikit

V &asti zabyvajici se ovarialnim karcinomem bylo ukdzano, Ze exprese fady
genu je v nadoroveé tkani deregulovana, a byly zjiStény vyznamné vztahy
s klinickymi charateristikami. Vyznamné se zdaji byt piedevSim geny
ABCA2/12, ABCBI, PLKI1 a PRCI, které¢ souvisely se stadiem, stupném
diferenciace nebo s mirou proliferace nadorovych bunék (exprese markeru
Ki67), a geny ABCA9/10, ABCC9, ABCG2, MSH2 a SLC16A14, které
vyznamng asociovaly s délkou pfezivani pacientek. Geny ABCA2, ABCBI a
PRC1 byly vybrany pro dalsi studium, jehoz cilem bylo zjistit, zda a jak
ovliviluji prognézu pacientek zmeény na urovni genotypu (metylace, SNP).
Gen ABCBI byl studovan z hlediska metylace DNA. Promotor genu byl
v nadorové tkdni hypermetylovdn a stupeit metylace, tedy hladina genové
exprese, byla ovlivnéna predchozi aplikaci chemoterapie.

Geny ABCA2 a PRCI1 byly analyzovany z hlediska vyskytu vybranych
polymorfismi. Vyskyt SNP rs908832 v genu ABCA2 souvisel se stupném
diferenciace nadoru, stjené jako hladina genové exprese ABCA2 v naddorové
tkani. Vyskyt SNP rs2271862 v genu ABCA?2 zase asocioval s PFS pacientek.
Vyskyt polymorfisml 1s2290203, rs8028856 a rs8031684 v genu PRCI
asocioval se stadiem nebo HGSC typem EOC. Vyskyt SNP rs12910825,
rs8042680 a 152290203 v genu PRCI navic pravdépodobné ovliviiuje vazbu

transkrip¢nich faktort.
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2. Prace zabyvajici se intraperitonedlnimi metastizami vajecnikii

Cilem této casti prace bylo zjistit, zda se genova exprese lisi také mezi
primarnimi nédory a intraperitonedlnimi metastazami EOC a zda genova
exprese v metastazach souvisi s prognozou pacientek. Porovnéna byla exprese
genll v primarnich nadorech a metastazach a také v fad¢ kontroly — primarni
nadory — metastazy. Exprese genlt ABCA7, ABCB2, ABCC3, ESR2, NH1H4
a NR1I1 byla vyznamn¢ deregulovéna v obou téchto porovnénich.

Dale byly objeveny geny, jejichZ exprese v intraperitonedlnich metastazach
asociovala s bezptiznakovym piezivanim pacientek. U geni ABCA9/10,
ABCC9, ABCG2 a SLCI16A14 byl tento vztah zjiStén také u primarnich

ovarialnich nadoru.

3. Prdce s bunécnymi liniemi karcinomu vajecnikii

Jako soucast prace byla zavedena kultivace tfi bunéénych linii EOC. Cilem
bylo zavést metodiku pro stanoveni cytotoxicity chemoterapeutik a metodiku
inhibice genové exprese pomoci siRNA.

Stanovenim cytotoxicity bylo potvrzeno, Ze bunécna linie NCI/ADR-RES je
vlici paklitaxelu rezistentni, zatimco linie OVCAR-3 a SKOV-3 jsou
senzitivni. VU¢i piasobeni karboplatiny jsou vSechny tii linie srovnatelné
citlivé. S pouZitim siRNA byla zavedena inhibice exprese PRC1 na Urovni

genu.

4. Prdce zabyvajici se ndadory prsu

Cilem posledni c¢asti bylo zavést metodiku sekvenovani nové generace.
Hypotéza ptedpokladala, Ze DNA zkrve pacientek s karcinomem prsu
obsahuje vyznamné zmény na irovni genotypu, které¢ maji funkéni vyzam.

Na pfistroji GS Junior bylo metodou NGS sekvenovdno 39 exonll v genu
ABCCS a 10 exoni v genu ABCD?2. Bylo identifikovano 41, respektive 72

zarode¢nych variant, z nichz bylo 72 % objeveno nove€. In silico analyzou
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byly predikovany potencialné Skodlivé varianty, v ptipadé SNP rs757110 v
genu ABCCS ars117275340 v genu ABCD?2 byl navic ukazan potencialni vliv

na vazbu fady transkrip¢nich faktord.
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